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INTRODUCCION 

El cáncer ocupa el tercer lugar en la lista de causas de muerte en 
el hombre, después de las enfermedades del corazón y de las alter~ 
ciones circulatorias. Sin embargo, el cáncer no es una enfermedad 
de nuestra época: ha existido en todos los tiempos y afecta tanto 
al hombre como animales y vegetales. A p~sar de considerarse la -
más terrible enfermedad es curable en sus comienzos. Hoy en día 
se cuentan con tres armas principales para luchar contra ella: la 

. cirugía, la radioterapia y los medicamentos citostáticos. 

Entre est~s 6ltimos, cabe mencionar a 4 alcaloides de gran uso1 
vincristina, vinblastina, vinleurosina y vincosidina. Alcaloides -

' extraídos de la planta Caiha11.anthud 11.0<Seu-.s conocida vulgarmente C.2, 

mo ~ ~· Esta planta produce más de 120 alcaloides con di ver 
sas actividades farmacológicas. ~odría considerarse a f. 11.o•eud un 
recurso importante de obtención de agentes citostáticos~ ya que se 
encuentra en forma silvestre en todo el trópic_o y costas de México 
El 6nico inc6veniente es que los produce en pequeñísimas cantida-
des. 

En la biosíntesis de estos alcaloides indólicos, participa,· en foi:. 
ma prim~ria o principal, el triptofano; quien aporta el anillo i~
dÓlico. En la biosíntesis del triptofano, los carbones provienen 
de fosfoenol piruvato y de la eritrosa fosfato, los cuales a su 
vez se originan del catabolismo de las hexosas. 
Como se indica en la figura A, la secuencia biosint,ti~a completa· 
implica muchos pasos y varios inte~mediarios siend¿ los más impor
tantes el ácido aiquímico y el ácido corísmico. También ocurren 
dos donaciones en esta secuencia. 
Una de las transaminaciones es a .Partir de glutamina y la otr~ a -
partir de ~erina como donadores de nitr6geno. La glutamina provie-
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ne mediante la siguiente reacción catalizada por la glutarnina sin 

tetasa, dependiente de ATP: 

G S NH 3 + glutamato + ATP ------+ glutamina + ADP + Pi + H20 

El amino de la serina, a su vez, proviene del glutamato (8,37,73, 
74). La reacción anterior es particularmente importante en el m~ 
tabolismo de nitrógeno. El nitrógeno inorgánico es tomado princi
palmente por las plantas en forma de nitrato. 

La transformación de nitrógeno inorgánico a materia~ orgánico se 
puede resu~ir en la siguiente secuencia de reacciones: 
a) reducción del nitrato vía nitrito a amonio 
b) asimilación de amonio a glutamato 
e) transaminaciÓn de glutamato aaminoácidoa primarios 
d) la síntesis de otros aminoácidos • 

. La primera parte del proceso: la reducción del nitrato a amonio -
involucra la participaci6n secuencial de dos enzimas: la nitrato. 
y la nitrito reductasa. 

·con base a lo anter;i.or se podría pensar, que existe una. relación 
· entre el metabolismo nitrogen!ldo y la producción de alcaloides i,a 
dÓlicos ( ver figura 1). Siendo los objetivos particulares. de es
te trabajo·: 

a) Estudiar el comp9rtamiento de l.a ni trato y ni tri to reductasa -
frente a diferentes fuentes de nitrógeno { NO)• NH/ y una mezcla 
de ambos), tanto en plantas ~omo en explantes. 

b) Es~udiar la relación entre la ~roducción de alcaloides y las -
di versas fuentes nitrogenadas. en plan tas de Catha1tani.hu4 1to.&eu4, 
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I. ANTECEDENTES 

I.1 GENERALIDADES. 

Catha~anthu~ ~o~~u4 (sin. Vinca rosea) es un arbusto pequeño y e'l:., 
guido, de 30 a 60 cm de altura, perenne, común en todas las regi!2, 
nes tropicales pero se cultiva en todo el mundo. Es apreciado 
tanto por sus flores como por sus brillantes hojas verdes~ Estas 
son ovales, de 2 a 5 cm ~e longitud, con un nervio central blanco 
Nacen en pares opuestos sobre tallo~ delgados y se producen una o 

más flores por el tallo desde la mitad de la primavera al princi
pio del otoño. Cada flor tiene un tubo de 2.5 cm de longitud que 
termina en un plano formado por cinco pétalos de unos 4 cm de dí~ 

metro. Las flores son rosa, malva, blancas con un ojo central ca~ 
mín. Existen en la naturaleza 4 especies: al bus (blanco), roseus 
(rosa), aceUatus y villasus (mezcla del blanco y rojo). 

Anteriormente se aceptaban los siguientes sin6ni!JIOS para el géne.,. 
ro vinca:.Pervinca, Lochnera y Catharanthus. Sin embargo, se ha -
demostrado que el género y1nca y Lochnera difieren en 34 caracte-' 
rísticas morfológicas. En la actualidad la filiación aceptada es 
la de Pichon (85): 

. Familia: Apocynacea · 
sub-familia: Plumieroideae 

tribu Alstonieae 
. sub- tribu 

genus 
Sección 1 

Catharanthinae 
Catharanthus G. Don. 
Lochnera :Pich. 
c. lanceus 
c. longifolus 
c. roseus 
c. trichophyll us 
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Desde el siglo pasado se emplea como agente hipoglucemiante OJ;"al 

(76). Recientemente se reportó que algunos de sus alcaloides ti~ 

nen.actividad antibiótica contra f• chole~a y ti• pyogene4 var. -

au~eu4; mientras otros son hipotensores (10). 

Además en· otros. estudios se l
0

es encontró efecto sedante, hipnót_i 

coy analgésico (9,75), analéptico, em~tico, etc. {67). Pero 

principalmente s& considera como una fuente valiosa de agentes -

quimioterapéuticos en el tratamiento del cáncer. 

Vincaleucoblastina (VLB), leurosina, leurosidina Y.vincristina -

(VC) son efectivos en cierias neoplasias. Con excepción de la.

leurosidina, todos ellos prolongan la vida de los animales canc~ 

rosos aún cuando se encuentran cercanos a los estados terminales 

del cáncer (28). Los agentes más efectivos son VLB y ve.· 

Estos alcaloides inhiben la síntesis de los ácidos nucleicos, la 

síntesis de las proteínas Y, la de los l!pidos. El efecto en la -

síntesis prote:!ca está relacionada, probablemente~ con su capacj. 

dad de unirse a los ribosomas y s.us sub-unidades, originando la 

precipitación de complejos en los. ribosomas .de las células afec
tadas. El ·mecanismo de acción no está todavía muy claro; parece 

ser que detienen la mitosis en·1a metafase. La detención mitóti

ca es reversible. 

La VLB tiene dos efectos: 1) efecto mitodepresivo: disminuye el 

número de células en· la profase y 2) efecto mi toclásico detenie.u 

do las células que ya han entrado. en la pro fase y metafase ( 57). 

· La VLB y la. VC sólo. son a.cti vas en la fase S, especialmente so-:.. 

bre tumores con proliferación celular acelerada. como en la·s leu

cemias agudas. 

Toxi.cidad: Los efectos tóxicos de estos alcaloides son reveri-

bles en periodos variables posteriores a lá suspensión .del trat! 

•. 
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miento. La frecuencia e intensidad dependen de la dosis adminis-
trada. Los efectos secundarios generales son:. anemia, naúsea, v6-
mi to, diarrea, alopecia e insuficiencia renal entre otros. 
La DL 50 para VLB y leurocristina en ratón es de 17 y 2 mg/Kg res
pectivamente. Dosis elevadas causan leucopenia en ratas y perros. 

I.2 Biosíntesis. 

Las figuras 1.2, 1.J y 1.4 nos muestran la ruta biosíntetica de -
los alcaloides derivados del indol en C. MM.!11• Como se obáerva, 
el nitrógeno se deriva de la triptamina y el resto de la molécula 
de la secologanina, una glucosa, y e~ grupo metilo de la metioni
na. A continuación se analizan brevemente a las enzimas .que se -
sabe están involucradas en dicho proceso. 

A) Geraniol-nerol hidroxilasa:t hidro Xi la al geranio! o al nerol y 

d·a ·sus 10-hidroxiderivados. Es una oxigenasa del grupo ci tocromo 
P450 (64,86). La electroforesis en geles de acrilamida muestran -
dos bandas de polipéptidos.con peso molecular de 63,000 y 78,000. 
En .donde la banda de 63,000 pudiera ser la degradación proteol!t! 
ca de la· 78,000. Esta enzima transfiere electrones al. ferricianu
ro y lll 2,6-dicloro..fenolindoltenol al igual ·que el citocromo C. 
No es inhibida ni por actinomicina D, ni por dicumarol pero si 

. . + 
por retroalimentación, NADP y por p-cloromercuribenzoato. Es al-
tamente espec:C!'ica para la hid~oxilación de los metilos C-10 del 
geraniol y del nerol y su acción es dependiente de HADH; no hidr2 
liza a los pirofosfatos. Esta enzima se localiza en las vacuolas. 

C) Acido logánico ni.etiltransferasa: ·esta enzima convierte al áci
do logánico y secologánic6 en sus correspondientes metil ~steres. 

D) Triptofano gescarboxilasa: cataliza la formación de triptamina 
a pax:tir de triptofano. Esta enzima se regula por retroalimenta--
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ción. Se ha comprobado {65) que el triptofano estimula la produc-

ción de ajmalicina y serpentina en cultivos en suspensión, al i--
gual que la triptamina. 

F) Estrictosidina sintetasa: r~aliza la condensación estereoespe

cífica de la triptamina y la secologanina. Parece ser que forma -

parte de un complejo enzimático, complejo ajmalicina sintetasa 

(86), el cual también incluye a la/J-glucosidasa y a una reducta

sa dependiente de piridín nucle6tidos (E). Algunas de sus pro-

piedades son: (64) actividad eapecífica=5.85 ~Kat/mg, peso molec]! 

la.r por filtraci6n en gel= 38,000; punto isoeléctrico= 4.6; pH 

Óptimo= 5.0-7.5. No tiene efectos in'hibitorios de los productos 

finai'es como catarantina, vindolina. (feedback o retroalimentación) 

ni la afecta los inhibidores de los grupos sulfhidrilos. 

Es necesario para su estabilidad mercaptoetanol o ditiotritol. E~ 
ta en~ima es inhibida por Ca2+, Cu2+, Mn2+, Zn2+, Co 2+, FeJ+, en 

concentraciones del orden de 0.1 M y por gluconolactona 0.02 M. 

Q~ -Glucosidasa: hidroliza al glucósido 8.lcaloidal para dar una 

aglicona inestab~e que se transforma en el dialdehido con una con 

figuración C-3 altamente reactiva (70). Pertenece al. complejo en

zimático antes mencionado pero no se ha podido separar ( 86). 

Este dialdehido sufre posteriores transformaciones para dar cate

namina (20,21 dehidroajmalicina) quién es el precursor de los ti

pos iboga, aspidosperma y.corinante (figura 1.3). 

La conversión de catenamina a los alcaloides requiere de una enzi, 

ma~ la catenamina reductasa y de NAD~ ó NADPH (m's efectivo), de 

tal manera que si no está. disponible el NADPH la catenamina no se 
metaboliza sino s6lo se acumula (71). 

Para interceptar el precursor de catenamina, en una preparaci6n -

enzimátic·a de _c. l&OU"4 de una suspensión celular se incluy,6 KBH . . . 

para reducir el dialdehido posterior 

;.-. 
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se activan con KBH 4). Despué& de incubar la muestra se localiza-
ron dos componentes, 2 estereoisómeros: la sitsiskina con orientl!; 
ción alfa y beta (cambio en el C-16) (70), los cuales son deriva
dos del 4,21 aldehido dehidrocorinante. 

Las investigaciones hechas por I. J. Scott (66) muestran la inte~ 
vención de la geissoschizina ( figura 1.4) en la bios!ntesis de· 
la ajmalicina y de la tetrahidroalstonina. La baja incorporación 
de geissoscbizina en ajmalicina y su poca abundancia en las plan
tas p~diera reflejar su papel como intermediario (se une a la en
zima tal vez) rápidamente convertida en otro alcaloide. 

Y a partir de la ajmalicina se producen los demás alcaloides (ti· 
·po. iboga) a través de la· v!a de la estimadina y _de la tabersonina 

I.J Metabolismo nitrogenadol 

·El nitrógeno inorgánico es tomado. principalmente por las plantas. 
en forma. de nitrato. 

La· transformación de nltrógeno inorgáni~o a material org4nico se 
puede 'resumii e~ la .siguiente 'secuencia de reac-ciones: 
a·). ~educci6n_ del ni trato v!a n.i tri to a amonio 
b) asimÚación de amonio a glutamato 
c) transaminación de glutamato a aminoácidos primarios 
d) la síntesis de otros aminoácidos. 

En todos los casos, en las plantas superiores se consume energía 
en la reducción, síntesis y transpor.te del nitr:Ógeno de la ra!z a 
los dem!s tejidos de.la planta. 

La primera parte del proceso: la re<iucaión del nitrato a amonio -
invol~cra la participación secuencial de d~s enzima: la ni trat~ y 

la nitrito reductasa. Én la t'igura 1.5 se resume dicho proceso. 

· ···• :;:s1 



18 

Luz 
, 1 

__.., part 1culas. 

/NiA 
fotosin1Íticas Bi .- F~·~. . ~o; 

. Ztt,. ~t NR 
NAD(P) -----~1 -

N03 
FIGURA 1 .. 5 

,! tas ·fuentes fisiológicas de electrones son los pirid!n nucleÓti-

dos reducidos y la rerredoxina reducida, de acuerdo a la ·ruente y 

el tipo de enzima. No se- requiere ATP pa·ra la reducción de nitra

tos y nitritos •. En algas azules-verdes, la reducción del nitrato 
está intimamente unida con la fotosíntesis y está además acoplada 
éon la tot6lisis del agua (63)·. 

En algas verdes eucarióticas y plantas superiores, la reducción 

es ·también un proceso fotosíntetico en donde el poder de redu---
cción se genera en las reacciones_ lumínicas de la fotos!ntesis, 

El amonio se asimila vía la glutamato deshidrogenasa (GDS) : 

. + 
NH.3 + 2 oxoglutarato + NAD(P)H ----• g1utama.to + H2o + NAD(P.) .• 

Esta enzima es abundante en casi cualquier tipo da planta. Hay e~ 

videncia que sugieren que no participa en ia asimilación del amo
nio pe~o quizas esté involucra~a en ~l catabolismo de los aminoá~ 
dos en las semillas. en germinación (19) aunque todavía no está· • 
claro su papel,· 
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Datos obtenidos de diversos investigadores con una va~iedad en 

técnicas de analisis confirman que bajo condiciones normales de -

crecimiento el amonio es asimilado por una reacción de dos pasos. 

en el cual actúan dos enzimas (39, 48): 

1) Glutamino aintetasa (GS): 

NH; + glutamato,+ ATP ---~ glutamina + H20 + ADP +Pi 

2) Glutamato sintasa (GOGAT): 

glutamina +·2 oxoglutarato + NAD(P)H ó ferredoxina reducida 

----+ 2 glutamatos + NAD(P)+ ó ferredoxiua oxidada • 

. La 'glutamino sintetasa (GS) está localizada tanto ep el citoplas

ma como en ¡os cloroplastos, mientras que la GOGAT sólo está en -

. lo.a clorop.lastos. 

Cuando el amonio es asimilado en los cloroplastos, la energía pr2 

. viene del ATP y de la ferredoxina reducida generada en. las rea.c-
Qiones · lumínicas. En este caso la ~siinilación del· amonio y la r~ 

. ducción del ni tri to es mediada Pºl'. la luz·. En· raí ces y semillas 

m~duras la GOGAT puede utilizar ATP ó ferredoxina (41,42~54)~ ·El 

grupo amino del glutamato se· transfiere para formar aspartato y~· 

lani~a del oxalacetato y 'del piruvato respectivamente. Las rea--
cciones son catalizadas por las aminotransí'e.rasas; Los dos princ,1 

pales Z oxoácidos son sintentizados en la mitocondria en el~· 

S2 ~ pero la mayoría se sintentizan en el cloroplasto durante 

la fotosíntesis. 
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.I~4 Nitrato y Nitrito R~ductasa: 

La nitrato reductasa, en eucariotes, es un complejo enzimático de 
alto peso molecu:ar ( 200-300,000 Daltons) que contiene un nucle§. 
tido piridínico ( flavín, FADJ, un grupo hemo (cit b557 ) ambos u
nidos no covalentemente con.Me {25). En organismos procariotes 
fotosínteticos como las cianobacterias, la enzima es una proteína 
pequeña ( 74,000 Daltons) que contiene solo molibdeno (Mo). 

En los organismos eucarioteá y alg~s se encuentra en el citop¡a.!! 
ma de células de raíz, tallo y hojas, muy cerca a la membrana ex
terna de los cloroplastos o de los plástidos. En los procariotes 
totÓs!nteticos se· encuentra cerca de los tilacoides. (19,21,22,47, 
55) •. 

En las plantas superiores, la nitrato reductasa es la primera en-. . 

zima en el complejo enzimático de la aSimilación del nitrógeno, y 

actúa sobre el nitrato No 3- (5+) reduciéndolo a N0 2-(3+), de a~-"'. 
cuerdo a la siguiente ecuación química: 

NO -3 

Los electrones van desde el donador hasta el nitrato a través de 
la cadena de transporte de electrones de la enzima en la siguien
te secuencia: 

NADH ---· 
SH -: FAD - ci t b557 - M_o __ _. NO -

3 

en donde los SH son los grupos sulfhidrilos entre el NADH y el s! 
~io e~ donde el citocromo se alimenta en la secuencia (32,87). La 
re4~cc~~n no requiere ATP. En las raíces se lleva a cabo la ma-~ 
~or cantidad de la reducci6n, entre el 50-80% (47,62). 
Generalmente los donadores de electr'ones son los pirid{n nucla6t! 
dos ( 19,21,22,)2,)6,87); 
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La fuent'e principal de NADH es el ci'clo del ácido cítrico y muy -
poco es por la vía glucol!tica (69). La oxidación del NADH, en -
condiciones lu~Ínicas, es inhibida por altas concentraciones de -
ATP. 
Se ha demostrado (22,13,69) q~e el malato puede actuar como una -
fuente de NADH vía malato deshidrogenasa ci toplásmica, La deshi-
drogenasa del ciclo del ácido cítrico funciona en la luz para su
ministrar el esqueleto de carbono en la síntesis de los aminoáci
dos ( el malato incrementa también la cantidad de .aminoácidos ex
portados). Sin embargo, en presencia de altas concentraciones de 
ATP, existe una modi!icaci6n en este ciclo que permi t.e su funcio
namiento para producir N Hs ge~erando piruvato y oxalacetato a ª.! 
pansas de malato y citrato con ayuda de la malato deshidrogena.sa 
(figura 1.6). En los experimentos de Kent (69) se demostró que -
' . 

la ruta de las trio1asfoatatos ant~s considerada como una fuente 
significativa de esqueletos de carbono en ~l ciclo del ácido c!-
trico, no lo es en realidad • 

. FIGURA 1 • 6 
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Factores ind~ctivos de la actividad de la enzima: 

a) No
3
-: La entrada de nitrato al sitio de inducción está consid,! 

rada como el primer factor regulante de los niveles de la enzima. 

La concentración de ni trato a.umenta con el desarrollo para decli
nar con la edad en la hoja, as! ocurre con l~ actividad (3,20,78p 

.82). 

La reducción del nitrato se lleva a cabo en el citoplasma y está , 

relacionado con la fotosíntesis (luz) (63J, con los adyuvantes 

(te~soactivos y alcoholes) (3); se estimula· con ácidos orgánicos, 

fosfoenol-piruvato ( 60} ~ cori malato (22) y se regula por la comp~ 
· tencia entre. el oxígeno y el nitrato· por el NADH. 

. . 

En 1972 Tomas, .Yoder y Filner ( 16) en sus estudios en células de · · 

tabaco, determinaron 2 pozas de nitrato en las células: una d.e a! 

macenamiento y una metabólica. Una grande e inaccesible a l~ enz1 
ma (almacenamiento} y la otra acce.sible al· si~tema de reducción "." · 

. que conviert.e al ni-trato en ni tri to. Las pozas se encuentran sep~ · 
radas· pero hay interrelación entr~ ellas. Ferrari 05) concluy6 . 

que la poza de almacenamiento est' localizada en vacuolas celula
res. La poza metab6lica se encuentra en el. citoplasma. 

b) Luz: la luz es necesaria p~ra la producci6n de pirld!n nucleó- · 
. . . . ~ . . . 

. ti dos reducidos por la oxidacion de intermed~arios del ciclo . del 
ácido cítrico. En plantas'transferidas a baja luminosidad s~ pro

duce una baja en la actividad debido a una falta de energía redu~ 
tora (82). La .relación' temperatura-actividad e intensidad de la - · 

luz-actividad es directamente proporcional ( 52). 

La luz afecta la toma· y utili .. zación del ni trato afectando la per
iuabiltdad de la membrana celular y la asimilación del ni t·rato. 

Zn condiciones no fisiológicas con:io en la oscuridad existe. un me
-i:anismo regulatorio en el cual se impide la reducción inmediata, 

::.·· i .- .. 
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de tal f?rma que la acumulaci6n de cantidades tóxicas de nitrato 
sólo puede ser reducida por reacciones fotos!nteticas. Esta reg~ 

lación funciona a través de una respiraci6n mitocondrial, el cual 

opera en.la oscuridad, es decir, se inhibe en la luz al incremen 

tarse la carga· de adenilato en el cito plasma producido por la f2, 

tos!nte~is. . . 

Gua~do se incuban.semillas enteras u hojas enteras de 10 días en 

una atmósfera libre de oxígeno y en la oscuridad se reducen can

tidades sustanciales de nitratos. Sólo se reduce.nitrato en pre
sencia de oxígeno cuando se tratan con monóxido de carbono {CO), 

un inhibidor de la transferencia de electrones en el paso de la 
citocromo oxidasa. Este efecto es reversible con la luz (disocia 

. el complejo citocromo-CO). 

La inhibición del transporte eléctrónico del oxígeno por .ami tal 

también estimula la acumulación de nitrito. Los resultados de 

Sawhney ( 63) muestran que .la inhi blción de la tranferencia. de e
lectrones a través de la cadena respiratoria por condiciones a-

naeróbicas o por inhibidores causa la reducción de nitrato 'en la 

oscuridad. La activación de la reducción y su. inmediata cesa--

ción'. cuando no hay luz se ex~lica así: l.a luz increm1mt~ la pro
porción ATP/ADP en el citoplasmá, ·el cual. es transportado a. la -
mitocondria a través "de u~ translocador de adenilato,. el cual in 

. - -
· hibe la·respiración mitocondriai. La energ!a derivada de la tot.2, 

fosf~rüación en .los cloroplastos es transferida al citoplasma. 
La infiltración de ATP o fructuosa 1-6 difosfato ( intermediario 

.. ' . , . . 
glucol!tico) aumenta la acumulación de nitrito .aun en presencia 
de oxígeno~ El aumento con la fructuosa tambi.én es por la produ~ 
ctóú . de NADH por gliceraldehido 3 fosfato deshidrogenasa duran

te la glu~Ólisis. 

La luz induce· a la enz~ma pero no necesariamente por encontrarse 

en tejidos no fotosínteticos com,o en la raíz y ser inducible en 

la· oscuridad en la presenc.i& de inhibidores de la r~spiración m! 



condrial (21)~ 

La luz tiene un efecto dañino cuando las plantas de Cucumi~ están 

expuestas a bajas temp·eraturas. El daño es causado por fotooxida

ci6n en el cual se afecta los componentes de la memb~ana de los -

cloroplastos e induce daño en la envoltura de ellos, La luz are~ 

. ta la inducci6n de la enzima a bajas temperaturas de varias mane

ras: h daño. en el potencial redox del citoplasma, ocaci~na un d~ 

ño en el componente FAD de la enzima ( estimula la fotoreacci6n -

de la enzima) 2, inhibe la síntesis de NADH. ATP y carbohi~ratos 

~nhibe la gluc6lisis y la respiraci6n ( Asta es necesaria para in 
ducir la ~nzima) J, destrucci6n de la membrana del cloroplast6 -

(2). 

e) pH: de acuerdo a Herber y Purczeld (61) ·la reducci6n de nitra

to está asociada con un incremento del pH en el citoplasma debido 

a la penetración de ni tri to (HN02) al cloroplasto para su poste-

rior reducci6n a amonio. En forma· análoga pasa en raíz · ( Hewett, 

26). 
, - + Como cada molecula de. N0 2 consume 1 H , el pH se va alcalinizan-

do y la reducci6n del nitrito se incrementa. ASÍ que el incremento 

de pH (21,38) o cualquier proceso relacionado a este incremento, 

como la s!ntesia de malato u otros aniones orgánicos, tienen un ~ 
recto· inductivo en la enzima • 

. d) Ot.ros inductores: loa tensoactivos y alcoholes como el propa-

:nol inducen la actividad ya que increBentan tanto la entrada de -

nitrato a la célula como la salida del nitrito al medio •. También 

facilitan el transporte del nitrato de l• poza de almacenamiento 

a los tejidos (3,29. 35). En hojas son más efectivos los tensoac

ti vos, mientras en raíz ti'enen un efecto inhibitorio (35). 

El nivel de la actividad de la enzima en plantas superiores ea~ 

rectada por divciraos reguladores de crecimiento como citocini~as 
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y GA 3• Se ha visto que hormonas corrio GA 3 ( ácido giberélico), be.u 
ciladenina y ABA ( ácido absicico) son ~stimuladores (1). 

La enzima también se induce con molibdeno, qu!en puede actuar ju.u 
to con el nitrato como un coinductor o bien actúa sólo como .grupo 

~rot&stico en la enzima. 

El calcio es necesario en el transporte del nitrito del citoplas
ma hacia el cloroplasto. A su falta se acumula nitrito hasta que 

la enzima se inhibe por retroalimentación. De esta manera produce 

un efecto indirecto en la enzima (15,55). 

Factores inhibitorios en la actividad de la enzima: 

La enzima se inhibe con tungsteno (60,87) mediante do·s mecanis--

mo s: 1. evitando la inser.ci6n de moli bd.eno en el complejo 2. el 
tungsteno se incorpora al complejo en lugar de molibdeno. 

Se inhibe con algunos aminoácidos, con KCN, co2 y agentes quela-

. tantas (3,35,60,78,87). Los ácidos dicarboxílicos· aumentan la --
~ . ., 

proporción NAD /NADH inhibiendo a la enziaa (22) • 

. Estabilidad: 

La ni trato reductasa \es una enzima inestabh y se deteridra rápi-. 
damente después de la extracci9n debido a degradación proteol!ti

. ca (.32, 38, 81) •. La estabilidad es función· de la edad, temperatura 

de cre~i111lento, especie, cond~ciones y métodos de extracci6n. La 
. S:cti vi dad 1n vitro es represe~tac:i..ón !fel nivel potencia'l de la en 
.zima (52). La enzima es niás estable cuando se extrae de plantas 

o . . . 
jovenes crecidas a 16 C, con buffer Tris (tris~idroximetilaminom.! 
tano) pues da mayor estabilidad por el efecto de la sal, a conces 

. ' . ',. . ·.' ~ .. , 
traciones de 0.25 M o m's; el pH optimo de extraccion es de 8.2-~ 
8. 5 •. La enzima ·requier~ grupos s~lfhidrilos ( se unen al piridín 

nucle6.tido) y ag~ntee reductores que eviten su oxidaci6n. 
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El dltiareitol (DTT) es más efectivo a concentraciones mayores d~ 
10·6 M y el EDTA a concentraciones de O.J-0.5 mM (4,21,81). 

El término análisis'!!! ~ se refiere aquellos análisis· con teji, 
dos cortados intactos. El método depende básicamente de la gener~ 
ci6n de NADH ( factor limitante) dentro del tejido de la hoja du
rante la incubación anaerÓbica y la prevención de su oxidación 
por el transporte .q.e elecirones mi tocondrial. 

Los resultados de estas mediciones se ven 'afec;:tadas por las cond! 
cione·s de analisis as! como de la composición del medio. El me-
dio generalmente consta de KN0 3 exógen~ en concentraciones de 0.1 
-0.02M, buffer de fosfatos ( aumenta' la actividad y da mayor est~ 
bilidad ya que facilita la reducción del molibdeno formando com-
p~ejos con él, 21) en concentraciones de 0.1 M, pH óptimo de 7.5 

· (~l pH básico facilita ¡a 'salida del nitrito al medio de análisis) 
aÍgún tensoactivo ( s6lo en caso de hojas) y de algún al.cohol en 

. bajas cantidades (' ProOH al 1%) (3,29, 35, 52, 69). Si se quiere se 
puede agregar glucosa 50 mM (aumenta la actividad) pero no es ne
cesario. 

· Variación de la actividad de la ni trato reductasa frente a di fe-
. rentes fuentes de nitrógeno: 

Se ha ob~ervado una relación entre el aumento de la actividad.de 
la enzima y los valores de nit~Ógeno en el suelo (59). El proce-

'; 

so de nitrificación en suelos bien ae~eados hacen al ni~rato dis-
po~ible a las plant~s pero las raíces ~ueden estar expuestas tan
to a nitratos como a amonio •. 

h Nitratos:~todos los cambios en la .actividad en las hojas son.
paralelos al contenido de nitrato Y, de la conc11ntración de nitra
to en el suelo y se considera a esta Última rriás importante que la 
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del tejido para mantener la actividad (82}. 

Tanto en diversas plantas como en cultivos de célula !.l! ~. la 
enzima es inducida en presencia de nitrato (17i19,21,23,24,4?,88, 
90,.92), y se lleva a cabo una síntesis de novo en l"a enzima (6, 7) 
El mecanismo del incremento no se sabe pero existen dos posibili

dades: a) durante' el. incremento en la velocidad, la degradaci6n -

baja y ~ermita l~ acumulaci6n de la enzima en la c6lula b) la 

.más probable,. el incremento en la velocidad de síntesis de enzima 

durante. la inducci6n. 

2 .. Amonio: la respuesta a amonio .difiere grandemente según la es

pacie y el tejido considerado. El amonio puede tener efecto inhi

bitorios ( inhibe 1a toma de nitrato y la inducción de la enzima 

en ra!z, 4 7, 40, 50, 78) como por ej empio en lcsiao4, cebada y cere
za; en otros no tiene efecto y en otras induce la actividad • 

. Cuando el ainonio es la únic~ fuente de ni tr6geno en c&lulas en · -

suspensión de tabaco, .hte inhibe. el· crecimiento de las células -
·.pero Ri se le añade succinato, ... maiato, fumarato, citrat·o o 2 oxo

glutal'at~ las chulas crecen •. Aparentemente la concentracicSn de A 
monio extracelular no es la caua primaria en la inhibición. A su 
~ez loa ATC .tienen ~omo ru~ci6n la de suministrar esqueletos de -
oiirbOno para la s:!ntesis de los amino,cidoil (7). Recientemente se . . . . . . ' . + 
ha sugerido' que puede ser un cambio en la relaci6n NAD /NADH, pr.2 
vocados por los ATC, el responsable de la ·asimilación. En ·células· 
de. soya se ha observado que la adición de amonio más glutsmina al 
IÍl edio, estimula la actividad de la ili trato reductasa ( 5) • 

. Anteriormente se ha reportado que el amonio aumenta la actividad 
de ·la nitrato r·eductasa en hoju de raaÍz pero no en raíz o tallos 

. El _incremento en hojas es i!l· vivo, ~o observado si estaba. presen
te cicloheximida •. (45) y aparentemente involucra dos mecanismos: 

a) .síntesis ,9! .!l2l:2, b) indirectamente e~ la síntesis de prote!

t¡,&s ~ 
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Viajajraghanen ,21 !l (84) sugirieron que el amorlio incrementa la 
síntesis por el incremento de la ~educción n!trica y la· disponi
bilidad de NADH. Un~ de las reacciones iniciales en la síntesis 
de nucle6tidos pirid{nicos es la aminación del 5 fosforribosil-1 
-pirofosfato por la glutamina, un intermediario (12) del produc
to de asimilación del amonio. 
Por lo tanto al añadir amon!o puede incrementarse la poza gene-
ral de nucleÓtidos. También puede incrementarse el nivel. de NADH. 
indirectamente por estimulación del metabolismo respiratori·o, e.! 
timul~ndo la fosfofructocinasa y la piruvatocinasa. (30,31,49,79, 
80). En células de Chlo1glla la formación de la nitrato reducta
sa ocurre en dos pasos a) los amino,cidos forman una proteína i-. 
nact1 va b) la proteína inactiva por medio de ni trato o. amonio 
torma una molécula de enzima activa. 

Al igual que en Chto..sclla, en maíz· el .amonio puede inducir la -
a!nteei 11 de una apoenzima inactiva y el· ni trato endógeno puede -
activarla para dar la molécula activa. Aparentemente la i.poenzi
ma ea dependiente de molibdeno e inhibida con tungsteno. · 

Seglin Platt (58) el. amonio puede inducir la e!ntesh de la enzi~ 
m8: y libera al nitrato de la poza de alHcenamiento. El .nitrato. 
activa directamente o a través de alguna molécula a la apoenzima 
Ad, el amonio puede incr.ementar !!! vivo la. actividad mediante 1 
o m,11 caminos al puede ln.crementar la s:!ritesia ·de la apoenzima 
-inactiv~ de la nitrato reductasa la cual es convertida en enzima 
activa por él nitrato endógeno b) incrementa la s!ntesis del -
HADH e) mo'viliza al' nitrato endógeno de la poza de almacena--
miento 'I consecuentemente causa la activ~ción de la enzima inac
tiva. 

3• Nitrato + amonio: al igual que la fuente. de nitratos la. combi 
'naci6n de nitrato 'I amonio induc.e la actividad de la nitrato re
cluctasa. 
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Cuando se adiciona amonio (0.91 mM) junto con nitrato (24mH) en 
el medio como fuente de nitrógeno, la actividad de la enzima se 
incrementa dos veces y puesto que no. hay una influencia estimu
la~oria en el incremento de la síntesis de la enzima (51}. 

Nitrito reductasa: 

El ni tri to, produc,ido por la reducción enzimática del nitrato, 
es posteriormente 'reducido antes de su incorporación en el eá-
queleto de los aminoácidos. La enzima responsable es la nitri
to reductasa que ha sido' purificada de .plantas superiores por -
muchos investigadores. Es la segunda enzima que actúa en la v!a 
dé la reducción de los nitratos y utiliza como· sustrato al ni-
trito (NJ+) y produce amonio (N3-} de acuerdo la siguiente ecu~ 
ción que no requiere'ATP: 

NO - + 6 e- + 2 

El ni tri to es directamente reducido a amonio sin liberar inter
mediarios. 
La enzima se localiza en los.cloroplastos de los tejidos foto-
s!nteticós o en los plástidos. . · 
Los donadores de electrones ,ia ~ .pueden ser el metil viol6- · 

' ' ' 

geno, la ferredoxina reducida y·el ditionito y se inactiva con 
NADH ó FAD (19,4.3,83). Ta~b!én puede catalizar la reducción. de 
hidroxilamina a amonio usando metil viológeno o ferredoxina co
mo donadores de los electrones (83). 

Esta enzima está compuesta de un solo polipéptido que cont.iene 
un centro Fe 4s 4 y un grupo protéstico siroheíno ( tetrahidropor
firina de fierro) similar al que se encuentra en la sulfitorre
ductasa. 
Xsta estructura fue elucida de los estudios realizados por Scott. 
(34), Vega y K~min (44) y Lancaster (44,8.3) quienes tra~ajaron 
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principalmente eón nitrito reductasa purificada de espinaca, pe
pino, Chloagllq y Neu404004a, 

Es una enzima con un peso molecular de alrededor d.e los 61, 000 D 
Posee 5 átomos de Fe (4 para el centro y 1 átomo para el hemo) 
y dos grupos s2 por cada mol6cula d~ enzima. 

Es estable a -20°c en glicerol al 50% por varios 
buffer de fosfatos 0.1 M y pH 7.7. por una semana. 
en el mismo buffer a 25°c es de solo ·30-35 horas. 
es de 7-8.0 .• 

meses. A 4ºc en 
La vida media 
El pH 6ptimo 

Es inhibida con KCN (1 tipo competitivo), con CO puede formar un 
complejo que puede evitarse con nitrito, hidroxilamina y sulfito 
T~mbién la inhibe el pCMB ( paracloromercuribenzoato) formando -
un mercáptido. Otros inhibidores son el mersasil y el ácido 5,5 
di tiobis-2-ni trobenzoico (t>TNB). 

El centro Fe 4s 4 reacciona rápi'damen te con reductora~ y es sensi
ble a la presencia de ligandos bemo. El. nitrito juega un papel -
importante en el mecanismo catalítico de la reducci6n del ni.tra
to. El. grupo heino Y. el centro se reducen a la misma velo'cidad~ 

El meca_nisino de catálisis supone una .iinteración entre el grupo 
hamo y los sustratos o .inhibidores. Forma complejos con compues
tos de nitrógeno de más de un estado de oxidación. Con nitritos. 
y en presencia de ditionito la enzima forma un complejo NO-siro-. . .. ~ . . 
hamo. Se requieren de 3 e~ectrones para reducir 1 molecula de -
. enzima ( 2 del centro y: 1 del grupo protésti co sirohemo}. La en-
3ima suministra 6 electrones a una ~olécula de nitrito en ~aaos 
rápidos de 1 electrón cada uno. 

El fierro del centro es responsable para la transmisión de elec
trones y se cree que está localizado muy adentro de la enzima. 

,· ·,• 
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E.l flujo de electrones desde la ferredoxina se transmite al fie
rro· m~diante el 'tomo de azufre ( fig. 1. 7} 

• 
1 H + 6 Fd reducida 

6 Fd oxidada 

FIGURA 

Variación de la nitrito reductasa frente a diversas fuentes de -
.ni tr6geno: 

La nitrito reductasa al igual que la nitrato reductasa ion indu· 
cidas al mismo tiempo por el nitrato, llev,ndo1~ a cabo una a!n~ 
tesis..!!!! .!!.2!.2 de la enzima (11). El incremento de la nitrito re
ductasa en .suelos con nitrato provee un mecanismo que evita la.! 
cumulación ··de cantidades tóxicas de ni tri to, por otra parte hace 
al nitrato disponible a la nitrato reductaaa (78) • 

... 
El tungsteno inhibe. a la nitratoreductaaa pero no.• la nitrito 
reductasa, en tanto la toma de ni trato ·nc1 se vea afectada, lo -
que ~ugiere que ea el.nitrato quien directamente incrementa la -

. actividad de la enzima ;y no ea el nitrito producido en su redu-
cción (11) • 

. En chulas de tabaco cultivadaa in vi tro se ha encontrado que la 
acthidad baja cuando sufren un 1tre&1 de nitrógeno y al miHo -. 

·tiempo el sistema de toma de ni tratos no se. desarrolla normalmea 
te (11). 

Cuando se cultivan 1!l IUm células de Ieea&a y soya con amonio 



32 

como'Única fuente de nitrógeno, ambas enzimas son reprimidas (NR. 

y NiR). 

Cuando su fuente es una mezcla de nitrato y amonio se observa que 
primero toman el amonio y después al nitrato, transcurrido cierto 
tiempo comienzan a asimilar al· nitrato rápidamente sin importar -
la P.resencia del amonio ( 58, 9.1} • 

• 
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lI. MATERIALES Y METODOS 

A. MATERIAL 

II.1a. Material Biol6gico 

S.e sembraron semillas de Vinca de la compañ!a Lone Star Seed Co., 

en condiciones de invernadero. Para 'todos los experimentos se ut! 
lizaron hojas de vinca del mismo tamaño y edad fisiológ'ica. 

II.2a~ Mat.erial de vidrio: 

Todo el material de vidrio utilizado se lavó con detergente, se ·
enjuagó con agua destilada dos veces. Se secó en eatuta (700C) ~. 

III. )a. Equipo 

Potenciómetro Beck•an 3550 
Placas .de calentamiento _Y agi taci6n 
Centrífuga Beckman JA-21 .· 
Eapectrorotóaetro Carl Zeisa- M4 Q. IU 

·Polytron, PCU-2 
.clearas de crecimiento a 32oc 1 2sºc Rev Brunsvick Scientific. · 
Licuadora Osterizer 
Balanza anal{tica Mettler 
_Balanza granatoria Sartorious 
Baño Mar!a de temperatura c'onstante 

Agitador Vortex-Genie 
Jeringas tipo raq11i_a. del. no. 20 

·, . 

<ssºc> J, M. ortiz 

Espectrototómetro Unicam SP · 1aos Prograame Controller. 



·II.4a. Reactivos. 

Loa reactivos empleados fueron todos .d~ *rado r~activo de las ca
sas: Técnica Química, J. T. Baker, Merck, Sigma, Pharmacia y Whaj:, 
man. 

B. METODO EXPERIMENTAL. Primera Parte. 

II. 5b. Determinaci6n d_el metaboÜ amo nitrogenado 

II.5.1b. Preparación del material biológico 

Se tomarón hojas (4.6 g) del mismo tamaño y a la misma hora (las 
9 a. m.). Se lavaron las hojas con agua corriente y despuh dos 
veces con agua destilada. Se secaron entre toallas de papel y se 
cortaron en cuadrados de aproximadamente 5 cm y se colocaron en 
las diferentes fuentes nitrogenadas los tiempos requeridos, con 
agitación moderada, luz continua y a 25ºc. 

II.5.2b. Preparación de las fuentes nitrogenadas 

Se utilizaron cuatro.fuentes ( ver cuadro) 

· Fuente 

·Agua destilada 
KH0 3 
NH

4
Cl 

KN0 3 + NH
4
c1 

· Concentración 

20 mM 
2 mM 

20 mM + 2 mM 

Los-tiempos de incubación fueron: O, 2, 4 y 8 horas. 

II.S.Jb. Preparación del extracto enzimático: 



Se sigui6 el.procedimiento mencionado a continuación: 

1) El tejido se sec6 y se congeló a -70°C por 3 horas o más. 

2) El tejido congelado se molió en un mortero hasta convertirlo 

en un polvo fino, el cual se dejó descongelar. 

3) Una vez descongelado el tejido pulverizado se le adicionó el 

buffer de extracción ( Tris-HCl 0~1 H, pH 8.2 + EDTA 10 mM ) 

en una relación 1 :6 (p/v) y 5% (p/p) de polivinilpirrolidona 

4) La mezcla se homogenizÓ por dos min:itos en licuadora. 

5) El extracto obtenido en el paso anterior se pasó por 4 capas 

de gasa. 

6) El filtrado .se centrifugó a 13,000 g durante 30 min en el r.2, 

tor J A-20 de la centrífuga J A-21. 

7) El l!quido sobrenadante de la centrifugación extracto cru-

. do ) fue el utilizado para las determinaciones enzim&ticas •. 

Il.5.4b. Determinación de la actividad de la nitrato red1:1ctasa 

in.vivo 

Reactivos: 

Medio de. irii:ubacicSn muestras: KN03 0.1 M + ProOH H + butter de. 

fosfatos 0.1 M, pR 7.5 

:Medio de incubacicSn blancos: b~tter de tostatoa 0.1. M, pH 7. 5 + 
froOH 1 J 
Sulfanilamida al 1J en HCl 3 N que contenga 10J de TCA 

NNEDA 0.02J 

La actividad se determinó p~r. el método aodil'icado de Guerrero 

(19). Se midió la aparición da nitritos en·el medio. 

Procedimiento: deepuh de exponer las hojas (explantea) a la -

. r~ente y el tieapo deseado, se secaron entre .toallas de papel y 

·se aigui6 el proceso ind.icado. abajo~ 
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Kitasatos peso del tejido Medio de incubación 
{g) 

1) problema 0.3 10 ml medio c/KNO .3 
2) blanco O.J 10 ml medio s/KN0 3 
3) problema 0.5 10 ml medio c/KNO .3 · 
4) blanco 0.5 10 ml medio s/KN0

3 
5) bco. reactivos o.o 10 m:J. medio c/KNOJ 

Se cubrieron los kitasatos con papel aluminio para impedir la en
trada de la luz. Se hizo vacío por 5 minutos. Se incubaron l:3oºc 
con agitación moderada. 
Se tomaron alícuotas ( 1 ml) con una jeringa, previamente ajusta
da al tapón, a los 20 y 30 min de incubación. A la alícuota se -
le adicionaron 0.5 ml de suitanilamida, se agitó y se le agrega-
ron 0.5 ml de NNEDA. Se agitaron y se esperó 20 min antes de leer 
a 540 nm. 

lI.S.5b. Determinación de la actividad de la nitrato reductasa 1n 
vitro: 

Se determina la actividad midiendo la aparición de nitritos. Se.~ 
empleó el método modificado de Guerrero (19). 

Reactivo.a: 
Medio de incubación: 
KM0 3 0.02 M 
NADH 3 ~M { r.p.) 
ZnSO 4 al 25% 
EDTA 0.5 M 
HaOH 1 N 

!) 

buffer Tria-HCl 0.05 M, pH 7.5 

Sulfanilamida al 1S en HCl J N que contenga 10j de TCA 

NBEDA 0.02S 
Metasultato de fenazina 10 ~ ( r.p. ·) 

'' 
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Procedimiento: después de exponer las hojas al tiempo y fuente -
deseada se hace el extracto enzimático (II.5.Jb.) para posterio,I 
mente desarrollar el siguiente cuadro. 

Tubos extracto buffer KN0 3 NADH EDTA 
ml ml ml ml ml 

1) problema O.J 1.18 0.1 0.1 0.02 
2) blanco o • .3 1.28 0.1 0.02 
.3) problema 0.5 0.98 0.1 0.1 0.02 

4) blanco 0.5 1.08 0.1 0.02 
5) bco. react. 1.48 0.1 0.1 0.02 

Agitando después de cada adición. Se inicia la reacci6n agregan
do el lfADH a la mezcla. Se incuban los tubos a Joºc con agita--• 
ción moderada. · 
Parar la reacción a los 20 y 30 min despdes, agregando 0.1 ml de 
metasultato de t'enazina io H (r.p.). Espere 5 •i'n y adicione -
0.1 ml de Znso 4 al 25S y 0.1 .•l de NaOH i K. Agite. Centrituge a 
3,000 g por .15 min. Toa.e 1 ral del aobrenadante y agregue 0.5 ml 

de sul!anÜalllida y o. 5 ml de llNEDA. 
Agite y espere 20 min a que se deaarrolle color. Lea a·540 nm. 

IÍ.5.6b. Curva patr6n para la nitrato reductaaa !n'.!!.!2 e in.!!,
tro 

Sustituir la muestra de hojas o extracto por concentracibnos ·de 

2-10~ol de NaN02• Agregue el resto de reactivos y siga. el mi,! 

mo procedimien~o respectivo. Figuras 2,1 y 2.2 

.,~ 
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II.5.7b. Determinación de la actividad de. la. nitrito reductasa !.!! 
~= 

Se determinó por ~l método modificado de Guerrero (19). Se mide -

la desaparición de nitritos. 

Reactivos: 

Medio de incubación: buffer Tris-HCl 0.05 M, pH 7.5 

NaN02 0.0375 M 

Metil viológeno: pesar 0.018 g y disolver en 5.ml de agua dostil~ 

da ( r.p. ) 

·Soluci6n de ditionito y bicarbonato: :pesar de ambas 250 mg y di-

solverlas juntas en 10 ml de agua destilada ( r. p. ) 

EDTA 0.5 M 

Procedimiento: del extracto anterior se toman al!cuotas y se des~ 
· rrolla el proceso: 

Tú boa extracto buffer NaN02 MV Dit EDTA 

ml ml ml ml ml ml 

1) problema 0.3 1.28 0.1 0.1 0.2 0.02 
2) blanco º·~ 1.38 0.1 0.2 0.02 
3) problema 0.5 1.08 0.1 0.1 0.2 0.02 
4) blanco 0.5 1.18 ---- 0.1 0.2 0.02 
5) bco. react. 1.68. 0.1 . 0.2 0.02 

·Incubar a 3oºc y con agitación moderada. Parar la reacción des---
puéa de los 20 

. . 
y 30 min agitando el tubo con un vortex hasta ·que 

81·color azul desaparezca. 

Tom@.r una al!cuota de o.oi ml' y llevarla a 1 ml con agua destila

da. Agregue 0.5 ml de sultanilamida y o. 5 ml de NNEDA. Espere 20 
min y lea a 540 nm. 

Elabore curva patrón con NaN02 en concentraciones d_esde o. 75 mM a 
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a 3. 75 mM. No adicione el NaN0 2 0.0375 {0.1 ml), agregue los de
m's reactivos y sigi el mismo procedimiento. ( No se olvide tomar 
alícuota de 0.01 ml y dilúyala a 1 ml). Figura 2.3 

II.5.Bb. Determinaci6n de proteínas por el m~t~do de Peterson -
(57). 

Cada muestra se realiz6 por duplicado, 

Procedimiento: 

¡ 
·descarte sobrena-
dante 

extracto (0.1 ml) 
+ 

0.9 ml de agua destilada 

~ 
agitar 

+ 
0.1 ~ml de DOC .al 0 •. 15S 

agite y deje reposar por 10 min a te~ 
peratura ambiente 

+· 
0.1 •l de TCA al 70S, tr{o ' ' agite . 

. cettrituge a 3, 000 g por 1 S min 

pf!.st:'Ala + 1.0 ml ·de agua destilada 

~ 
agite 

. + 
1.0 ml de react. "A" (r.p.): -~ezcla -
de volumenes iguales de agua destila
da, SDS al 10S y CTC ( CuSO 

4
·• 5H20 al 

1S + Tartrato de potasio al o.~j + -
Na2co 3 al 10 J ) • 

. agite. Deje reposar 10 min a temper~-

. "·.· 

<.· 
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0,5 ml de reactivo "B": react. de Fo
lin-Cicolteu 1:6 

~ . 

espere JO min a que se desarrolle el 
color y lea a 750 nm. 

Elabore curva patr6n con albumina en concentraciones de 10-100 -
p.g/ml. ·vea figura 2.8 

II. 5. 9b. Determinación de nitritos: . 

Se empleó el método de Nicholaa (53). 
Proceso: extracto (0.1 111) + 0.9 ml de agua destpada, Agitar. • 
Adicionar 0.5 ml de sulfanilamida al 1j y 0.5 ml de NNEDA al 0.02% 

Agite 'I espere 20 min. Lea a 540 nm. Elabore curva patrón con 
HaN02 en concentraciones de 2-10 J"'/ml •. Figura 2.6 

II.S.10b. Determinación de aminoácidos totales por el método de 
ninhidrina · ( 68) • 

Reactivo "A": bufte'r de citratos .0.2. M, pH 5.0. Agregar por cada 
50 •l de buffer O.ó.8 g de SnC12 ~ 
Reactivo "B": tomar10 ml de reactivo A 'I _agregarle 0.4 g de nin 
hidrina. previamente' disuelta. en 10 ml de metilcelosolvo ( etilen-

' glicol-monometii éter), 
Método: extracto (0,05 ml) + 0,95 r.11 de· agua destilada+ 1.b ml 

. de reactivo B, Agitar y calentar en baño María a ebullici6n por 
20 min. Deje entria~ y agregue 2.5 ml de propano! al 50~. Agite 
de nuevo y espere 15 min para leer a 570 nm. 
Curva patrón con. glutámico o glicina en concentraciones de i-50 
~/ml. Figura 2.4 
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U.5.11b. Determinación de amo.nio por el método de Nessler (72). 

Muestra (0.1 ml) + 4.9 ml de agua destilada+ 0.5 ml del reacti
vo 1:10. Agite. Lea a 400 nm después de 15 min. 
Reactivo: disolver 10 g de HgI 2 + 7 g de KI en 10 ml de· agua de~ 
tilada. Agregue 16 g de NaOH previamente disuelta en 70 ml de a
gua destilada. Mezcle y afore a 100 ml al abrigo de la luz. De-
jar reposar durante dos d!as y decante. 
Curva patr6n con NH 4c1 de 5· 50 l'f,/mL Figura 2. 5 

II. 5.12b. Determinación de ni tratos por el método de Ni cholas -
( 53). 

Extracto (0.02 ml) + 1.48 ml de agua destilada+ 0.1 ml de 'cido 
sulfam!lico al 10•. Agitar. Dejar reposar por dos min. Vuelva a 
agitar y agregue 0.4 ml de ácido perclórico al 20•. Agite y. lea 
a 210 nm. 

. 
Elabore curva patr6n con KN0 3.de 10-200 nM. Figura 2.7 

C. . METODO EXPERIMENTAL. Segunda Parte, 

II.6.c. Determinación de alcaloidea. 

II.6.1c.· Preparación del material biológico: 

Se dividieron en 4 lotes ·plantas de· Cqthaa.aalóu 40Agu1 de 5 u
ses. Las plantas crecieron. en condiciones de. invernadero. .Cada 
lote se regó dur~nte un mes con una fuente. Al inicio y al térm! 
no del experimento se determin6. la ni trato red~ctasa ,( dtodo in· 
!1!2 e iJl. vitro), la nitrito· reductasa in~· las pozas de .a· 
aonio, aminoácidos, nitratos, nitritos, y la determinación de al 
caloides' en hojas. Todo lo anterior se realizó. en hojas y en •• · · 
raíz excepto la determinación de alcaloides. 

'. '• ·'' 
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Las. fuentes nitrogenadas empleadas eran las mismaa·que se util,1 
zaron en la rpimera parte: H2o, KN0 3 20 mM, NH 4c1 2 mM, y una • 
mezcla de KN0 3 20 mM + NH 4c1 2 mH. 

II.6.2c. Determinación de las'actividades de las enzimas: 

Se procedió igual que en la primera parte: 
nitrato reductasa 1ll J!.!:!2 ( rr.;.4b.) 
nitrato reductasa .!.!!~ ( rr.;.;b~) 
nitrito reductasa !ll .!!!!:2 ( II.5.7b.} 

II.6.)c. Determinación de las pozas: 

'Determ. de proteínas ( II.5.Bb.) 

Determ. de nitritos ( II.5.9b.) 
Determ. amino,cido s ( II. 5.10b.) 

Determ. amonio ( II.5.11b.} 

Determ. de nitratos ( II. ;.12b.) 

Il.6.4c. Extr11cción de abaloides totales aegún el mhodo de 

ltutne1 < H). 

Se desarrolló el proceso indicado en la figura 2~9 
·La muestra de toma fue de 8.0 g para todas las fuentes (e/u}. 

II.6. 5c. Cualificación de. alcaloides totales. 

·-· 
Se emple6 un reactivo general de alcaloides. El reactivo de Dra 
gendorff (14), que consiste 

0

en una mezcla de Bi(No3>3.;a2o di-
suelta en HNOJ y KI. Produce un precipitado anaranjado-marrón • 
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en contacto con el alcaloide. 
Agregue una. gota del reactivo y una .gota de la muestra, que pre
viamente se ha disuelto en metanol. 
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III. RESULTADOS Y DISCUSION. 

· III.1 Metabolismo nitrogenado,: Se sometieron expiantes de hojas · 

de Catltqaqathu..¿ MMU? a diferentes fuentes de nitrógeno y a di
versos tiempos. Se midió la nitrato reductasa !!l.~ e ,!!l vitro · 

la nitrito reducta~a .!!l ~y las pozas de amonio, nitritos, - . 

nitratos, proteínas y aminoácidos (vease materiales y métodos). 

III.1.1 Nitrato reductasa: 

a) Medición .i!! :d.!2: Como se observa en la figura J.1 y tabla -
J.1 la actividad de la enzima se. ve incrementada en. todas las 

fuentes nitrogenadas excepto en agua· durante las primeras dos 

·horas, luego decae ( 2-4 horas) para aumentar nuevamente ( 4-8 -
.horas). 
La _fuente de ma1or inducción es la de 003 20 mM (ver tabla 3~ 1) 

·_El comporta111iento de la enzima frente a la mezcla de nitrato y .! 
·monio .es muy similar a la cie la fuente Única. de amonio (en reali .. . . . . . -
dad es un poco mayor), lo que se explica porque el amonio inhibe 
la toma.del nitrato exógeno (47,40,50,78). 
Como se s,caba de mencions,r en ·las primeras horas hay un aumento 
·que· luego declina. Esto puede deberse a la presencia de protea-

sas que degradan a la enzima como en explantes de 8ouyaadia (Mu
rillo, comunicación personal), pero que también producen la li-

sis de los compartimien.tos o pozas de almacenamiento del nitrato 
·haciendo de esta forma posible, la utilización del ~itrato antes 

inaccesible. Esto explicaría el incremento posterior de la act! 
vidad enzimática. 
Desgraciadamente no se puede incluir algún inhibidor de protea-
aas o del envejecimiento como las· ci tocininas para impedir la d,! 

gradaci6n, ya que estas sustancias (el tocininas') estimulan por -
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:si mismas la actividad de la NR (1). 

b) Medici6n de la nitrato reductasa !!l !i.i!:.2.= La figura y tabla -

3.2 nos muestra que en las primeras horas (0-4 horas) ha~ un in-

cremento en la actividad de la NR para posteriormente decrecer. 
En las primeras horas se observa un incremento que puede deberse. 
a una síntesis ,!!2 .!!2.Y,2 como se ha observado en cebada, trigo, ta
baco, etc. (6,7). 

El periodo de 4-8 horas indica una inactivación o una degradación 

.de la enzima, en tanto que la poza de aminoácidos (figura y tabla 
3.4) ·se incrementa significativamente. 

Otra vez la fuente de mayor inducciÓp es la de nitratos. La fuen

·te· de amonio y la de la mezcla tienen el mi~mo comportamiento. Es 

razonable pensar que la fuente de ni tratos sea la de mayor a·umen-

to, ya que se incrementan.los nitratos disponibles no sólo por la 
ruptu·ra de la poza de almac.enamlento durante la extracción sino -

también proveniente de la fuente externa como puede apreciarse e.n 

la figura J.3 y tabla 3~J. 

c) Nitrito reductasa in .!!!!:2= 

El comportamiento de esta enzima· frente a las fuentes ni trogena--. . . 
das ( figura 3.5 y tabla 3.3) es de un aumento máximo hasta las -
dos horas y de.una disminución.a continuación. 
La fuente de ni tratos es'timula la actividad dentro' de las prime-

ras· horas de acuerdo á lo reportado (3,20, 78, 82). De 2 a 4 horas 

baja aunque sigue siendo· mayor al del tiempo cero, pues ya s6lo .!! 
tiliza el ni tri to producido con anterioridad. por la ni trato redU.Q. 

tasa, la poza de nitritp ( figura 3.6 y tabla J.6) decrece a par

tir de las dos horas; ademh se inicia la degradación de la enzi~ 

ma. ·- El aumento frente a· la fuente de amonio quizá se debe a al
gún efecto indirecto como lo explica Platt (58) para la nitrato 

reductasa de maíz. Tal vez moviliza al nitrato end6geno de la po
i~ !le· almacenallient~ y "consecue~temente causa la activacilSn de l~ 
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NR y &sta a su véz estimula a la NiR. El incremento fue menor -
de todas las demás fuentes. 
La fuente de KN0 3 + NH 4c1 incrementan más la actividad de la NiR 
que la fuente de aeonio sola pero siempre es menor que la fuente 
de nitrato, debido posiblemente a que la poza de.nitritos es muy 
alta ( fig. y tabla 3.6). Esta inducci6n puede ser que, a pesar -
de que amonio inhiba la toma de nitrato (40,37,78), la planta as! 
mila el suficiente nitrato como para que se active la NR (fig. -
J.2). Además debe considerarse el efecto inductivo del amonio ex
plicado anteriormente. La poza de amonio (fig. J.7 y tabla J.5 ) 
indica que rápidamente el amonio se incorpora én aminoácidos pero 
a partir de las 4 horas quiza la GS sufra una degradación que peL 
mita el incremento de la poza de amonio. 

III.2 Estudio de la relaci6n metabolismo nitrogenado-producción 
de alcaloides: 

Plantas de· 5 meses de 'º 494cu4 se sometieron a diferentes 1'uen-
tes nitrogenadas ( H;¿O. KN03 20 mM, NH 401 2 mM y una mezcla de 
KN03 20 mH + NH4c1 2 mH) durante un mes. Se determinaron l.as acti 
dades enzimáticas de la nitrato reductasa in mo e!!! vitro, la 
nitrito reductasa i!l .!.!1!:.2· 'I las pozas de aiaonio, aminoácidos, -
hitratos, nitritos y proteínas. Todo lo. anterior fue hecho tanto 

. en raíz como en hojas. Además se cuantitic6 alcaloides totales 
' . . ,, 

de hojas de '· 1104'"4 despues del experimento. 

III .2.1 Aspecto r!sico. de las plantas expuestas: 

La apariencia r.!sica era .la siguiente: las de mayor. tamaño fue--
r.on l.as regadas con la fuente dé ni trato 20 mM (35-40 cm). seguida 

. de la mezcla (25-30 cm); en la tue~te de .amonto. crecieron mucho -
menos (20-25 cm) y ya.presentaban clorosis en algunas hojas; y 
por Último la.fuente de agua que casi no hubo crecimiento (15-20 
cm) ademá·a de presentar gran cantidad de plantas con clorosis. 



53 ' 

III.2.2. Medici6n de la nitrato reductasa 1!! .!!!2,: 

En las figuras ).8-y 3.9 se observa que la actividad de la NR 1!l 
vivo en raíz es mucho mayor que en las de las hojas. Lo que su-

giere que la mayor parte de la reducción del nitrato se lleva a 

cabo en las raíces. 

Al mismo tiempo se puede observar en la tabla 3.8 que tanto en -
la fuente de agua bomo en la de nitrato no se detectó actividad 

mientras que en las plantas regadas con las fuentes de amonio y 

con la de la mezcla fue. muy baja. Por ~tro lado en ra!z las fuen 

tes nitrogenadas disminuyeron dr&sticamente la actividad de la -
' ' . 

NR medida 1!l l!.!2• 
. Ahora bien, las pozas de aininoácidos y .ni tratos en las. plantas -

crecidas en nitrato y en la mezcla son muy elevadas ( . figuras -

.3.10 y ).12 re.spectivamente) y es posible que éste s'ea el factor 
que mantiene muy baja la actividad de la NR medida in vivo ya -

que la puede inhibir ll si tu. 

UI.2.3 _Medición de la nitrato reduc.~asa iJ1 ~: 

. . . . ' . 

La actividad de la NR en hojas medida.1!! vitro es mucho_ mayor -
que su actividad medida '.!!i vivo, lo. que sugiere que existe una -

' .. ,. ' ' . 
inhibicion in . si tu de la enzima • . . ·-- .. 
Por otro lado la actividad de la NR. medida !,Q ~ ( figura 

3. 14. y 3. 15) es mayor en hoja que en ra!z cuando las plantas ·han 

sido c~ecidas ~n. amonio o en la mezcla, pe.ro menor si' la fuente 
de nitrógeno ha sido ni trato, en esta. Última fuente a pesar de.~ 
que la poza. de nitratos .es muy elevada. Lo que sug:l,ere .que el n! 

trato se encuentra almac.enado ·y no disponible a la enzima• 
En raíz, la poza de nitratos es más baja (figu.ra 3. Ü) que en el 
control ( agua), lo. que aunado a las actividad es de NR determin_! 

. das sugiere. que el ni trato es ráp~damente convertido en amonio ... 

(figura J.19), el cual es transfürmado 13n aminoácidos,· los cua.:. . ' ' . '• 

lea. sori transpoi-t&dos a las hojas,. en· donde se acumul.an~ (ti~ura 
3.10). 
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III.2.4 Medición de la nitrito reductasa in vitro: 

La actividad de la NiR es mayor en ra!z que en hoja tanto en las 
fuéntee de .ni tratos; como en la de amonio, no así en la mezcla 
(figura 3.16 y 3.17). Este hecho es similar al determinado en -

·maíz. Lo que sugiere que no es la NiR el paso limitante en la a
similación del ni-trato. 
La gran actividad de esta enzima en raíz apoya fuertemente el h,2 

cho de que el nitrato es asimilado eri ra!z. Por otro lado la di~ 
minuci6n de las actividades de la NR como la de NiR en las plan

tas crecidas con la mezcla d.e ·fuentes nitrogenadas puad.e expli-
carse por el hecho de que amonio inhibe· 1a toma de nitrato (fig. 
J.13) (40,47,50,78). 

III.2.5. Cuantifi~ación de alialoides t~talesr 

La fuente de ni trato produjo. un incremento del 46j en el conten,! 
do total de alcaloides, en tanto que las plantas c:-ecidas con la. 
mezcla mostraron una reducci6.n de aproximadamente el 40J. · 

lJna ~osi ble e.xplicación al ~e .. pe.ctC? podría ser· 1a calidad del ti .. ·. 
pode amin9&cidos producidos ~or cada una delas fuentesnitrou 
nadas. . p. ej. es posible que la fuente de ni trato incrementa la 

·.poza de.. gl.utamina, . el cual puede utilizarse par.a l~ síntesis de 
prec~rsores de los alcaloides. indólicoe, en tanto que en las 
pl~ntas crecidas en la mezc.la de lae dos fuentes solamente. reci
ben amonio, el cual podría acumularse principalmente como gluta
mato, el cual no sirve como precursor para la biodntesis de los 

alcaloid,s. 
Podemos eatable~er filialmente en relación con lo. anterior que. -
la~ plan tu toman el ni tróg,eno inot"gánico en forma de ni tratos 
(principalmente} y &ate se tran.sf'orma rápidamente en aminoácidos 
por la nitrato y nitrito reductaea en raíz, mientras que en las 
hojas el ni.trato se almacena. 
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En experimentos recién hechos {18) en las mismas condiciones { -
plantas de -'· 101&«? expuestas durant.e un mes a estas fuentes n.1 
trogenadas) la ví~ de asimilaci6n del nitr6geno es la GS/GOGAT -

~ 

también en la raíz de la planta y se transporta como glutamina a 
las hojas. 
Todos estos resultados nos inducen a seguir con una serie de ex
perimentos con otras fuentes nitrogenadas y con otras concentra
cionesi además será necesario estudiar todas las enzimas qu~ in
tervienen en la biosíntesis de estos alcaloides como por ejemplo 
la triptofano sintetasa, quien puede estar jugando un papel im-
portante eri la bios:!ntesi s. 

': 
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CONCLUSIONES. 

1) La nitrato reductasa, medida tanto 1!! ~como .!!l ~se e~ 
timula con nitrato como fuente de nitrógeno. También estimula el 
amonio pero en menor grado. El comportamiento de la enzima fren
te a lá mezcla de las dos fuentes es muy ~imilar a la fuente Úni
ca d~ amonio, debido a que él evita la asimilación del nitrato e
x6geno (40,37,78). 

2) La mayor parte de la reducción nítrica se lleva a cabo en las 
ra!ces. 

3) La nltrito reductasa no se ve muy afectada por las diferentes 
fuentes. Lo que sugiere que no es ei factor limi tante en la toma 

- de ni trato exógeno. Todas las fuentes la estimulan principalmente 
la fuente de nitrato, en explantes de hojas de ,. 104C"4• Al i--
gual que en la NR, la fuente de la mezcla produce un comportamies 
to semejante al de la fuente única.de amonio. 

4) Si existe una relación entre la fuente de nitrógeno y la prods 
cción de alcaloides •. La fuente de mayor inducción es la de nitra
to. Parece ser que cada.fuente produce diferentes tipos de amin2 
ácidos que pueden o no participar en la biosíntesis d~ alcaloides 
indcSlicos. -S_olo faltar!a analizar qtie alcaloides produjo para oJ? 
servar si son los que nos i_nteresa (VLB y VC). 

·' ;,. 

'.·.···.·· 
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