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INTRODUCCTION

Canavalia ensiformis L. también conocida como "Jack Bean", "Go
tani Bean" o “"Horse Bean", es una planta relativamente resisten-
te a la sequia y mas resistente a las malezas y a la salinidad
que muchas otras leguminosas. Se desarrolia bien con una precipi
tacidén pluvial de 9-12 dm por afio y a una temperatura. de 15-30°¢C.

Una vez establecida, resiste altas condiciones de sequedad debi-
do a su profundo sistema radicular, El1 tipo de suelo Gptimo pa-
ra su crecimiento debe tener un pH entre 5 y 6 aunque también
puede crecer en una amplia variedad de suelos.

La cosecha es atacada por pocas plagas, entre ellas: el gusa-
no Spodoptera frugiperda y el gorgojo de Tas vainas, Sternechus
tuberculatus. Las semillas son mis bien resistentes a la infesta
cion durante el almacenamiento., La enfermedad fungal mds seria
es causada por Colletotrichum lindemuthianum (23).




Canavalia ensiformis se cultiva ampliamente en algunas re-

giones tropicales, principalmente como abono verde y como cu-
bierta protectora para suelos. Con estos fines se cultiva en
tre hileras de cafia de azlcar, café, tabaco, caucho, sisal,
cacao, palma de coco, citricos y pifna.
En Indonesia, las hojas y las flores jovenes son estimadas
como condimento, mientras que las semillas pueden consumirse

después de un largo tratamiento: se hierven dos veces en agua,
se descascaran y se dejan reposar dos dias en agua, se fermen
tan durante tres o cuatro dias mids y finalmente se cuecen an-

tes de consumirlas (23).

La taxonomia aceptada actualmente para esta leguminosa es
la siguiente:

Reino: Plantae

Divisién:  Magnoliophyta ) ‘

Clase: MagnoliGpsida Segin Cronquis, 1981 (16).
Subclase: "Rosidae

Orden: Rosales Segin Cronquis, 1968 (17).
Familia: Leguminosae

Subfamilia:

Papilionoideae

Tribu: Phaseoleae Segdn
Subtribu:  Diocleinae Lackey, 1981 (35).
Género: Canavalia

Especie: Canavalia ensiformis

En nuestro pais, Canavalia ensiformis probabiemente no es

una planta nueva:

dzaltun, a 10 Km al norte de Mérida. Hay evidencias que
gieren que estos restos de

en el estado de Yucatdn fueron encontrados

restos de semillas con una antiguedad de 2 200 afos, en Dzibi

su-
semillas son de Canavalia ensifor




mis (80).

E1 alto rendimiento proteico que se obtiene con . ensifor-
mis (31.5 g proteina/l00 g Vs 26.1 g proteina/100 g en Phaseo-
seolus vulgaris) asi como la facilidad con que se desarrolla
en terrenos pobres (33) convierten a esta planta en una impor

tante fuente potencial de alimento para animales de interés
econdmico, particularmente en la zona norte de la peninsula de
Yucatdn, adonde se observa un buen incremento en la produccidn
ganadera, avicola y porcina. El tamafio grande de las semillas
de C. ensiformis, asi como su buena germinacidn, la hacen apro
piada para las siembras manuales en los suelos rocosos de 1a
zona. las vainas son grandes y faciles de cosechar manualmen-
te.

E1 interés actual se centra en la perspectiva de utilizar
la semilla de C. ensiformis en raciones para aves y cerdos.
También podria ser utilizada para la alimentacion de rumiantes
ya que produce cantidades impresionantes de forraje.

Las plantas obtenidas de las semillas llevadas de Venezue
Ta a Yucatan en 1980 tuvieron un crecimiento muy vigoroso.
En el afioc de 1981, una siembra grande produjo 1 800 Kg/ha de
semillas secas. Esta produccidn puede compararse con las pro
ducciones de 1000 y 400 Kg/ha de maiz y frijol respectivamen
te, bajo condiciones similares (33).

Este trabajo forma parte de un esfuerzo multidisciplina-
rio entre el Departamento de Bioquimica Vegetal de la Fac. de
Quimica de 1a UNAM vy el Centro de Investigaciones Cientifi-
cas de Yucatdn (CICY) cuyos objetivos son evaluar las pers-
pectivas agrondmicas y de utilizacion del grano en nuestro
pais, concretamente en Yucatin, eliminar los componentes té-
xicos que como toda leguminosa contiene y algunos que son



inherentes al metabolismo nitrogenado pariicular de esta plan
ta.

E1 objetivo general de este trabajo es iniciar y complemen
tar investigacidn bdsica tendiente a comprender la regulacidn
del metabolismo de Tos andlogos téxicos de aminodcidos, parti
cularmente de l1a L-canavanina, presentes en C. ensiformis en
los cuatro tejidos principales de la planta (cotiledones, ho-
jas, tallo y raiz) durante los siete primeros dias de su de-
sarrollo.

E1 objetivo particular se detalla a continuacidn:

A. Metabolismo del nitrégeno en Canavalia ensiformis L.:
A.1. Catabolismo.

A.1.1, Obtener las curvas de crecimiento de la planta du-
rante sus primeros siete dias de germinacidn y determinar
la ontogenia de las siguientes enzimas:

-Asparagino Sintetas, AS

-Glutamato Sintasa, GOGAT

para cada tiempo y cada tejido, asi como.la importancia
que cada una presenta dentro de las vias respectivas de
asimilacion del amonio. )

A.2. Cuantificar las pozas metabdlicas, en el mismo perig
do y en los cuatro tejidos mencionados, de:

-Amonio ~Urea
-Nitratos -Nitritos

-Aminodcidos -Proteina total.
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CAPITULDO [

ANTECEDENTES

1.1. ASPECTOS GENERALES

La productividad de una planta es un conjunto de caracteris
ticas interconectadas. Una de éstas es la capacfdad asimilato~-
ria del nitrégeno, lo cual no significa solamente la toma del
nitrégeno del suelo, sino también su transporte y transforma-
cion siendo esta Gltima el conjunto de reacciones bioquimicas
moleculares que llevan a la conversion del nitrdgeno inorgdni

co en nitrogeno orginico.

£1 nitrdgeno es uno de los elementos mds inertes y para po
der reaccionar con otrus elementos o compuestos requiere tempe
raturas y presiones muy elevadas. Sin embargo, ‘algunos microor
ganismos 1levan a cabo estas transformaciones a temperaturas

y presiones atmésféricas en las que existen los seres vivos,



usando energia proveniente de las plantas, o la generada por

si mismos. E1 nitrdgeno atmosférico es convertido de esta ma-
nera en nitrdgeno inorgdnico reducido (amonio), el cual puede
ser oxidado por la flora de) suelo hasta nitrato (43). Esta es
la forma de nitrégeno mds favorable para ser asimilado por las
plantas. Sin embargo, los nitratos no pueden ser directamente
incorporados a las moléculas organicas de las plantas, deben

ser convertidos nuevamente a amonio.

La incorporacidn del ién amonio en los compuestos orgdnicos
constituye una de las etapas cruciales del metabolismo vegetal
porque ella condiciona la biosintesis ulterior de las sustan-
cias nitrogenadas indispensables para el funcionamiento celu-
lar. A consecuencia de los resultados de Sim y Folkes (81)
obtenidos después de suministrar amonio a Candida utilis, el
papel central de la asimilacidn del amonio se atribuydé duran-
te largo tiempo a la glutamato deshidrogenasa (L-glutamato
NADY oxidorreductasa, EC 1.4.1.2, GDH). Sin embargo, después
de los trabajos de Eliiot (24), se dijo igualmente que la glu
tamino sintetasa (L-glutamato: amonio ligasa (ADP), EC 6.3.1.2,

GS) podia utilizar muy eficazmente al idn amonio.

La evidencia aportada en 1970 por Tempest (93) acerca de 1la
existencia de 1a glutamato sintasa (GOGAT), enzima que catali-
za la formacidn del acido glutdmico a partir de la glutamina y

del 2-oxoglutarato, permite conectar directamente a la glutami



na al metabolismo intermediario. Ademds, el par enzimdtico GS-
GOGAT constituye un sistema muy eficaz para la incorporacion
-del amonio en los compuestos orgdnicos y a la fecha se le atri
buye un papel superior al de la GDH en la formacidn del acido

glutdmico en Jos vegetales (56).

1.2. GLUTAMATO SINTASA. IMPORTANCIA EN EL METABOLISMO NITRO-
GENADO Y CARACTERISTICAS ENZIMATICAS.

En 1970, Tempest et al. (93) reportaron una nueva enzima en
preparaciones de A. aerogenes. Dicha bacteria, en condiciones
de concentracion de amonio limitadas sintetiza glutamato en un
proceso de dos etapas que involucra primero la sintesis de glu
tamina y luego la transferencia reductiva del grupo amide a 1la
posicion €-2 del 2-oxoglutarato formando asi dos moléculas de
glutamato. Es en este 01timo paso donde interviene la enzima
descubierta. E! nombre original dado a esta enzima fue L-gluta
mina (amida): 2-oxoglutarato aminotransferasa (NADP+ oxidorre-
ductasa) y del cual se deriva el acronimico GOGAT.

La enzima ha recibido también e! nombre trivial de glutama-
to sintasa. La reaccidn catalizada por dicha enzima e¢:

GLN + 2-oxoglutarato + NADPH ———— w2 GLU + NADP*

La enzima de A. aerogenes mostrd una especificidad absolu-
ta por NADPH como donador 'de los electrones. Poco después su
presencia fue demostrada en levaduras {11) y en bacterias fija
doras de nitrdgeno asi como en los bacteroides de las plantas
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superiores noduladas (58, 82).

Desde entonces, la ruta de asimilacion del amonio y su regu-
lacidn han sido reconsideradas en todos los organismos vivos y
particularmente en las plantas.

En 1974, Lea y Miflin sugirieron que Ta GDH no era la princi
pal enzima responsable de l1a incorporacidn del nitrdgeno en el
grupo o - amino de los aminodcidos {37). En el caso de las ho-
jas de Tas plantas superiores ya se habia acumulado evidencia
considerable de que los cloroplastos son el sitio principal de
la produccién de nitrdgeno a - amino (4, 27, 53) pero aunque
los cloroplastos contienen GDH, el nivel de actividad encontra-
do era bajo, asi como una alta Km de la enzima para amonio, ma-
yor de hecho que 1a concentracidn de amonio requerida para desa
coplar la fotofosforilacidon. Los cloroplastos contienen tam-
bién GS, la cual posee una Km menor para amonio y una actividad
mucho mayor (29, 54, 62).

Si la g]utémina producida de esta manera era una forma inter
mediaria de almacenar nitrogeno, debia entonces existir alguna
forma de transferir el grupo amido de la glutamina al grupo ami
no del glutamato. La enzima capaz de hacer esto es la glutama-
to sintasa (L-glutamina: 2-0xoglutarato aminotransferasa (NADPH
oxidante) EC 1.4.1.14).

La evidencia presentada por Lea y Miflin en 1974 (37), de-
muestra que, efectivamente, los cloroplastos pueden desarrollar
una sintesis de glutamato dependiente de la Tuz y que I0s ex-
tractos de cloroplastos contienen una glutamato sintasa - -
(EC 1.4.7.1) que utiliza ferredoxina en lugar de piridin nu-
cledtidos (NADPH & NADH) como donador de los electrones.

La demostracidon de la presencia de una glutamato sintasa de-
pendiente de ferredoxina en los cloroplastos completa una cade-~
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na de reacciones para la incorporacién del nitrato en nitrdgeno

a - amino:

GLU\ GLU\ _a-K6

= MR __wo: NiR NHZ GS GOGAT TA

N03 " 2 \ _.\
GLN - KG4 >a-A.ACIDOS

La hoja normalmente recibe su nitrdgeno inorginico en la for
ma de nitrato. Este nitrato es metabolizado a través de la ni-
trato reductasa (NADH: nitrato oxirreductasa, EC 1.6.6.1, NR) ¥y
la nitrato reductasa (NAD(P)H: oxidorreductasa, EC 1.6.6.4, NiR)
a amonio. Ambas reacciones son fuertemente estimuladas por la
luz. La nitrito reductasa estda localizada en los cloroplastos
y la presencia de la glutamino sintetasa, con una Km baja para
amonio asegura que el amoniaco formado pueda incorporarse sin
rebasar los niveles en que desacoplaria la funciéon fotosintéti-
ca de los cloroplastos.

Rhodes y Rendon (68) en 1976 encontraron en Lemma minor una
glutamato sintasa dependiente de Fd. Esta enzima es especifica
para 1a glutamina comoc donador del nitrogeno y para 2 - oxoglu-
tarato como el aceptor del nitrdgeno. Sus estudios con esta
planta acuatica muestran que cuando aumenta la disponibilidad
del amonio ocurre un incremento en la relacidn actividad de GDW
actividad de GS, lo cual sugiere fuertemente que hay un cambio
de la asimilacidon via la ruta de sintesis de glutamina sequida
de la sintesis de glutamato a la asimilacién por entrada direc-
ta a glutamato.
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Miflin y Lea (55) reportaron que los sistemas de glutamato
sintasa en hoja y raiz de chicharo pueden utilizar tanto Fd co
mo metil violdgeno reducidos como donadores de electrones.
Adicionalmente, la enzima de raiz podia utilizar nucledtidos
de nicotinamida reducidos obteniendo ademds una mayor activi-—
dad con NADH que con NADPH. También encontraron que las enzi-
mas de hoja de raiz son especificas para glutamina y 2 -oxo-
glutarato.

Beevers y Storey, (5) demostraron en cotiledones de chicha-
ro en desarrollo (Pisum sativum) la presencia de una glutamato
sintasa que es especifica para glutamina como donador amido.
La actividad de esta enzima es mayor con NADH que con NADPH co
mo donador de electrones.

Fowler et al. (26) y Dougal (22) sugirieron que ia activi-
dad con NADH y NADPH representa una falta de especificidad.
La otra posibilidad es que la actividad de una fosfatasa de pi
ridin nucledtido pueda estar convirtiendo NADPH a NADH (25, -
100) el cual puede ser el donador de electrones preferido. En
cotiledones de chicharo en desarrollo la menor eficiencia del
NADPH en apoyar la actividad de 1a glutamato sintasa esta en
favor de la Gltima alternativa (5). Por otra parte, en 1978,
Storey y Reporter (88) obtuvieron evidencia que indicaba que
la actividad enzimdtica con NADPH era un artefacto del ensayo
in vitro, debiéndose a la presencia de una actividad de fosfa-
tasa de piridin nucledtido,

Resultados mds recientes con preparaciones altamente purifi
cadas indican que el NADH es el iGnico donador de electrones fi
sioldgico en nédulos de Lupinos luteus (9) y posiblemente en
células de soya cultivadas (19).

La glutamato sintasa purificada de coleoptilos etiolados de
chicharo puede aceptar electrones de NADH y MV reducido para
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la reaccidn enzimatica pero no puede usar MNADPH & Fd reducida
(46). Por el contrario, Meers et al, (51) indicaron que la ac
tividad de Ta glutamato sintasa en varias especies bacteria-
nas es NADPH-especifica.

El papel asignado a la glutamato sintasa va mas allad de la
simple asimilacion del nitrdgeno inorgdnico a nitrdgeno orgd
nico. Sodek y Da Silva {83) sugirieron que la glutamato sin-
tasa juega un papel clave en fa asimilacién de nitrégeno en
el endospermo de maiz ya que provee de un medio a través del
cual el nitrdgeno transportado en forma de glutamina se vuel-
ve disponible para la sintesis de otros aminodcidos que se-
utilizan en la sintesis posterior de la proteina de reserva
de la semilla o cotiledones. E1 origen de 1los aminodcidos
utilizados en la sintesis de dichas proteinas de reserva (glo
bulinas) se ha vuelto objeto de interés creciente en afios re-
cientes. E1 balance de aminodcidos en la corriente transloca
toria que abastece a la semilla en formacidn es muy diferen-
te de la composicidén de aminodcidos de las proteinas de reser
va, siendo asparagina y glutamina los principales compuestos
de nitrdgeno que entran en las semillas (2, 40, 63). Estu--
dios con 15N (2, 41) han demostrado que el nitrdgeno amido de
estos aminodcidos es rapidamente transferido al grupo amino
de otros aminocacidos. Esto sugiere un papel importante para
la biosintesis de aminodcidos en las semillas en desarrollo.
Trabaﬁos con 14N han establecido que las rutas de biosintesis
de loiaminoécidos proteicos estan operando en semillas en de
sarrouo {7, 64, 84).

Surge la pregunta de cdémo el nitrdgeno amido se vuelve dis
ponible para la biosintesis de Tos aminodcidos. En el caso
de 1a glutamina, Lewis (40) ha sugerido que la ruta de ta glu
tamato sintasa es clave para este esquema pues al transferir
al 2 -oxoglutarato el grupo amido de la glutamina se forma -~
glutamato el cual a su vez puede proveer los grupos amino pa-
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ra la biosTntesis de otros aminodcidos via las reacciones de
las transaminasas. En el caso de cotiledones de chicharo en
desarrollo, Storey y Beevers encontraron actividad de una
GUGAT dependiente de piridin nucledtido con mayor actividad
con NADH que con NADPH y que dicha actividad era suficiente
para explicar el metabolismo de todo el nitrdgeno acumulado
en las proteinas de la semilla (87).

En 1978, Storey y Reporter (88), al estudiar la glutamato
sintasa de cotiledones de soya en desarrollo encontraron que
la formacidn de glutamato a partir de glutamina podia utili-
zar tanto piridin nucledtido como Fd como donador de electrones.
También sugirieron que la GUGAT de los cotiledones de las le-
guminosas debe ser reconocida por su importancia para soste-
ner la biosintesis in situ de los aminodcidos requeridos para
la asimilacion del nitrogeno y la acumulacidén de proteinas de
reserva en la semilla en formacion.

Wallsgrove, (97) aislé y purificé 170 veces la GOGAT de Vi-
cia faba y encontrd que era dependiente de Fd, con un peso mo-
lTecular de 145,000, con especifidad respecto de sus sustratos
y la reaccion era inhibida fuertemente por la azaserina, Uun
andlogo de la glutamina.

Arima (1), estudid la GOGAT en extractos de raiz de arroz.
Esta enzima resultdé ser dependiente de Fd y no podia utilizar
al NAD{P)H como donador de electrones. Estos datos concuerdan
con lo observado en los cloroplastos de las plantas superio-
res {37,97) y en las algas verdes (38,68) pero es diferente
de la GOGAT de la raiz de chicharo (55) y de la de cultivos de
células de zanahoria (22).

Hasta 1979 se habia acumulado una gran cantidad de informa-
cidbn acerca de las funciones de la enzima. Sin embargo, la la-
bilidad de Ta enzima ha sido una caracteristica que hace su pu
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rificacién mas bien dificil (9,88) por lo que a excepcidon de
la GOGAT de Vicia faba no se habia obtenido una preparacidn a]
tamente purificada que proporcionara datos acerca de fas pro-
piedades de la enzima.

En 1979, (48) Matoh purificé la enzima de cotiledones de
chicharo en desarrollo para determinar si la enzima podia uti-
lizar NADH y/6 Fd 6 si dos enzimas estaban presentes, una que
utilizara NADH y la otra Fd. Matoh sometid una porcidn del ex
tracto enzimdatico a filtracion en gel usando una columna de Se
phadex G-200. En cada fraccion se realizd el ensayo con NADH y
con Fd. Las actividades dependientes de NADH (GOGAT 1) y Tla de
pendiente de Fd (GOGAT II) aparecieron como dos picos distintos.
Los pesos moleculares estimados fueron 220,000 para la GUGAT I
y 155,000 para la GOGAT II. Se observaron diferentes conductas
con diversos inhibidores tanto para la GOGAT I como para la G0
GAT Il. Los derivados de acridina que inhiben a las fiavceonzi-
mas (98) inhibieron a una concentracion de 1 mM Gnicamente a
la actividad de Ta GOGAT I de un 10 a un 30%. Ambas enzimas fue
ron inhibidas en mayor proporcidén por la azaserina (90% de inhi
hicidn).

El peso molecular de 155,000 estimado para la GOGAT I] de
cotiledones de chicharo en desarrollo es comparable a los encon
trados para las enzimas de hojas de Vicia faba (145,G30), (97)
y hojas de maiz (160,000) (47). E) peso molecular de la GOGAT-
NADH de las plantas superiores no ha sido reportado por otros
autores. Sin embargo, el peso molecular de 220,000 estimado pa-
ra la GOGAT I determinada por Matoh es cercano al de la gluta-
mato sintasa-NADH de A. aerogenes (95).

Ann Oaks et al. (60) estudiaron una glutamato sintasa de-
pendiente de NAD(P)H en endospermo y raiz de maiz y encontra-
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ron que con el KC1 se obtenia la maxima actividad en cada te-
jido. También encontraron que los cationes divalentes tales
como el Mg*2 o el Mn*2 activan a la enzima. Hatoh et al., en
1980, encontraron que el ién amonio y el i6n fosfato estimula
ban significativamente la reaccidn.

La glutamato sintasa bacteriana es afectada por varias sa-
les e inhibida considerablemente por CoC]z, CdC]2 y NiCl2 {57).
Efectos similares se han encontrado para la GOGAT-Fd de clorg
plastos de plantas superiores estudiada por Wallgrove et al.
(97) siendo el NiCl, el inhibidor mis efectivo.

Matoh et al. al estudiar en 1980 la GOGAT-NADH de coleopti
los etiolados de chicharo (Pisum sativum), purificada 1400 ve
ces, encontraron evidencia que sugiere que la GOGAT-NADH se
plantas superiores es una flavoproteina como es el caso de la
enzima bacteriana (95) y que el mayor peso molecular respecto
a la GOGAT-Fd refleja la presencia de un(os) componente(s)
adicional{es) que media(n) el flujo de electrones entre el pi
ridin nucledtido y Ta proteina catalitica, (46).

Hasta ahora, el significado de 1a presencia de una GOGAT
especifica para Fd en tejidos no verdes tales como células
cultivadas, raices y cotiledones no se encuentra clara por la
ausencia de ferredoxina en estos tejidos.

Matoh y Takahashi (45) han hecho investigaciones recientes
al respecto y sus datos, obtenidos con cotiledones de chi-
charo en desarrollo, indican que la glutamato sintasa-NADH
predomina en hojas inmaduras.

Durante Ta maduracidn, su actividad decrece y la actividad
dependiente de Fd se incrementa. Sus experimentos indican que
los cloroplastos inmaduros favorecen una conversién indepen-
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diente de la Juz de glutamina a glutamato mediante la GOGAT-
NADH. Por otro lado, tanto en raices, como en coleoptilos e-
tiolados de chicharo la GOGAT-NADH es la mis importante en el
metabolismo del nitrégeno durante las primeras etapas del cre
cimiento, mientras que la enzima dependiente de Fd es la que
predomina durante la maduracidn.

1.3, ASPARAGINO SINTETASA. IMPORTANCIA Y CARACTERISTICAS.

A la fecha, se tiene bien establecido que en leguminosas
en germinacion hay formacidn de amonio mediante la desamina-
cion oxidativa de Tos aminodcidos liberados por protedlisis
(18), sin embargo, el método preciso de formacién del amonio
permanece en duda. La arginina (o canavanina en el caso de
Jack Bean) puede ser hidrolizada por la accidn de la argina-
sa y de la ureasa en la mitocondria de los cotiledones de Vi

cia faba para dar amonio (34).

Una revision de la lTiteratura (36) sugiere que la sintesis
de asparagina tiene lugar cuando la planta se enfrenta a un
exceso de amonio mds que de nitrato. E1 amonio puede prove-
nir de a) fertilizantes aplicados externamente, b) del nitro-
geno fijado por los nédulos de las raices, c¢) desaminacién
de aminodcidos provenientes deuna protedlisis directa e, g,
en semillas en germinacidén u hojas senescentes d) desamina-

cion de aminoacidos acumulados bajo condiciones de sintesis
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de protefnas reducida. El1 amonio puede ser extremadamente
toxice ya que desacopla la fotofosforilacidon en cloroplas-

tos (3) y reduce la sintesis de proteinas (65) y de almido
nes {49).

£n el caso de que glutamato esté disponible, el amonio
puede ser incorporado en glutamina mediante la accidn de

la GS.

Las amidas glutamina y asparagina son los principales
componentes presentes en el exhudado del xilema de muchas
leguminosas (39) y se piensa que son el medio preferente
por el cual el nitrogeno es transportado desde las raices
hasta las hojas. La sintesis de glutamina ya ha sido bien
caracterizada en plantas {86). E1 mecanismo de formaciodn
de la asparagina por la accién de la asparagina sintetasa
{L-aspartato: L-glutamina amido ligasa {formadora de AMP),

EC 6.3.5.4., AS) es menos claro hasta ahora.

Por otra parte, la glutamina es un metabolito extremada
mente activo, que dona su nitrégeno amido a un gran nimero
de sustratos {(12). La presencia de altas concentraciones
de glutamina puede por tanto alterar el métabo]ismo celutar
y por esto se requiere de un compuesto relativamente inerte,
capaz de almacenar nitrégeno econdmicamente. La asparagina

1lena estas caracteristicas y se forma en una reaccidn que
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utiliza aspartato como aceptor de nitrdgeno y amonio o el gru

po amido de glutamina como el donador de nitrégeno.

+
NH,
2+ AS . .
o + aspartato + ATP, Mg-~" —————= asparagina + AMP +PPi
gln + (glutamato)

Webster y Varner (99), empleando un sistema de ensayo basa
do en altas concentraciones de aspartato e hidroxilamina, su-
girieron que la asparagina era sintetizada a partir de aspar-
tato y amonio mediante una reaccidon dependiente de ATP en

plantas superiores.

Lea y Fowden (36) encontraron en Lupinus albus una AS de-
pendiente de glutamina, cuya actividad se incrementa rdpida-
mente después del primer dia de germinacidn, pero aparente-
mente dicha actividad no llega a ser superior al 20% de la
actividad de la GS presente y que se encuentra en todas las
etapas de la germinacidén a niveles suficientes para asimilar

el amonio disponible.

Rognes (69) y Streeter (89), estudiando la AS de Lupinus
luteus y de soya respectivamente,determinaron que utilizaban
preferentemente a la glutamina como el donador del nitrdgeno
y encontraron que son inestables y que s6lo es posible una
purificacidn parcial si se efectia en presencia de glicerol

y mercaptoetanol., Si se continGa la purificacion usando
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fraccionamiento con acetona o cromatografia en DEAE-celulosa

la actividad se pierde por completo.

0'Neal y Joy, en 1974 (61) encontraron que la reaccidn de
1a AS no es similar a la de la GS como sugeriria McKee (50),
ya que la GS tiene una afinidad muy alta por amonio y libera
ADP y Pi a partir de ATP mientras que la AS rompe la molécu-
la de ATP a AMP y PPj y tiene una Km para amonio bastante ma

yor.

Rognes (69), Streeter (89) y Lea y Fowden (36) reportaron
la localizacidn de la enzima en el citosol. La acumulacién
de altas concentraciones de asparagina sugiere que es almace
nada en un sitio diferente de aquel en donde se sintetiza ya
que el producto de la reaccidn, asparagina, inhibe su propia
formacion (36). Probablemente se almacena en vacuola y la
sintesis ocurre afuera del tonoplasto o membrana vacuolar, y

1a asparagina formada es rdpidamente transportada a vacuola.

Rognes en 1975 encontrd en la AS purificada de Lupinus
luteus (71) una actividad de glutaminasa (EC 3.4.,1.2) que
permanecid sin alteracion después de todos los pasos de puri-
ficacion. Streeter (89) en semillas en desarrollo de soya y
Horowitz y Meister (30) en cé&lulas tumorales de ratén habian
reportado también una actividad de glutaminasa asociada a la

AS. Por analogia con varias otras N-transferasas ligadas a
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la glutamina es muy probable que la actividad de glutaminasa
represente una reaccion parcial del proceso total, posible-
mente localizada en una subunidad especial de la estructura

enzimatica.

Las enzimas estudiadas por Streeter (89) y Rognes (71) -~
presentaron varias propiedades generales en comlin: estabili-
dad, requerimientos de tiol, mayores Km para amonio (3.1 y
2.56 mM respectivamente) que para glutamina (0.12 y 0,16 mM
respectivamente) y como puede verse no hubo gran diferencia

entre los valores de dichas Km.

La azaserina y la albizina son fuertes inhibidores de la
AS 1o cual es evidencia de que la reaccion en una transfe—
rencia clasica del nitrdgeno amido de la glutamina a una mo-

lécula aceptora (12).

Lea y Fowden reportaron en 1975 (36) que la AS de Lupinus
albus no requiere de iones C1”. Rognes en 1980 (70) encon-
tro que los ijones F~ y I son activadores de la AS de Lupi-
nus Juteus asi cbmo los ione§ NOi y CN". Horowitz y Meis-
ter (30) reportaron un 10% de incremento en la actividad de

Ta AS de células de ratén al afadir C1°,

Rognes (71) purificd la AS de cotiledon de Lupinus luteus

500 veces. La enzima era 1abil y requeria proteccidn con al-
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tos niveles de tioles y glicerol y encontré que los sustratos
también la estabilizan., Esta enzima puede utilizar tanto
NH4C1 como glutamina, Una concentracidn de NH4CI de 10 a 20
veces mas alta que las usadas para glutamina podia reemplazar
a la glutamina en la formacidn de iguales concentraciones de
asparagina. La Vmdx con NH4C1 como donador de nitrdgeno fue
de un 30% la Vmdx obtenida con glutamina a pH de 7.8. La re-
lTacion de las actividades dependientes de amonio y de glutamina
no cambid apreciablemente durante la purificacidn. Cuando la
NHZOH reemplazaba a la glutamina el producto identificado era
el g-aspartil hidroxamato. La formacidn del hidroxamato re-

queria de aspartato, ATP y M92+.

En los sistemas de mamiferos (30) se ha encontrado que la
glutamina puede ser reemplazada por amonio como donador del
nitrégeno. En bacterias, el amonio es la fuente primaria de

nitrdgeno para la reaccién (14),

En 1979, Stulen y Oaks aislaron y estudiaron 1a AS de raiz
de maiz (Zea mays), {91). Sus resultados indican que las acti
vidades de 1a AS dependiente de glutamina y dependiente de
amonio se encuentran en la misma proteina y que a diferencia
de la enzima de cotiledones de leguminosas, la enzima de raiz

es s0lo un poco mas eficiente con qlutamina que con amonio.

Excepto para la enzima de semillas en desarrollo de Lupi-
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nus (36,69,70,71), la AS ha sido caracterizado pobremente pa-
ra sistemas de plantas. Esto es parcialmente atribuible a 1la
inestabilidad de la enzima {67,69) y a la falta de un ensayo

rapido adecuado.

A la fecha hay suficiente evidencia presentada en favor de
un intermediario, el aspartil adenilato, en la reaccidn catali
zada por la AS dependiente de amonio obtenida de E. coli. Esta
enzima cataliza una reaccidn aspartato-dependiente eﬁ ta cual
hay un intercambio ATP————— PPi y un intercambio de 180 de

aspartato a AMP (14,52,67).

Los compuestos que actdan como inhibidores de la AS se han
dividido en dos grupos (67): Tos andlogos de glutamina y los

andlogos del aspartil adenilato o aspartil B-fosfato.

De Tos andlogos de glutamina, la inhibicidn mas fuerte es
producida por la albizina., E1 mecanismo de inhibicidn no ha
sido determinadoe aln pero se sabe que es competitivo con res
pecto a 1a glutamina. Por otra parte, la Ki que se obtiene pa
ra albizina es sélo ligeramente mds alta que la determinada

para la glutamina (32,69,89).

De los andlogos del aspartil B-fosfato y del aspartil ade-
nilato el inhibidor mas potente es el dcido L-2-amino-4-0x0-
5(5'~adenosil) fosfonopentanoico el cual tiene las siguientes

caracteristicas que pueden contribuir a la afinidad por la en



24

zima: a) un componente a-aminodcido, b) un componente fosfo-

nato monoanidnico y c) una porcidn de adenosina.

Pike y Beevers han reportado (67) datos que apoyan 1o0s re-
sultados de Rognes (71) obtenidos en Lupinus luteus y que in
dican que la cinética de la AS dependiente de glutamina es de
tipo ping-pong. Sin embargo, Pike y Beevers sugieren que debe

efectuarse una investigacidn adicional al respecto.

1.4. LA PLANTA, CARACTERISTICAS GENERALES Y SU TOXICIDAD

Se ha observado que la harina de C. ensiformis causa hemg
rragia de la mucosa del estdmago en ratas pero cuando se
mezcla con harina de trigo hasta un 30 % se vuelve aparente-
mente inocua (23). Como sabemos, en general las leguminosas
contienen compuestos téxicos diversos: alcaloides, andlogos
de aminodcidos, compuestos cianog&nicos, isoflavonas, inhi-
bidores de proteasas, fitohemaglutininas, saponinas, taninos

y compuestos derivados del selenio

La semilla de Canavalia ensiformis posee dos grupos prin-

cipales de toxinas: proteinas y andlogos de aminodcidos. En
tre las proteinas se encuentran a) las lectinas v.gr. la con-
canavalina A, cuya capacidad para asociarse con la membrana

celular es 1o que determina su toxicidad, b) conatoxina, la
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cual mediante un mecanismo hasta la fecha no elucidado, actGa
preferencialmente sobre el sistema nervioso central provocan-
do hipotermia, ataxia y convuisiones (13), y c) inhibidores

de las enzimas digestivas v.gr. inhibidores de la tripsina y

de la quimotripsina (92).

Con respecto a los aminodcidos no proteicos, en C. ensifor-
mis se encuentran la canavanina y la canalina. La L-canavdnina
se encuentra en un gran nimero de leguminosas (6,8). Actda co-
mo un potente metabolito, debido a su analogia estructural con

la L-arginina,

Los mecanismos mediante los cuales la L-canavanina puede al

terar o modificar el metabolismo de la L-arginina son:

a) La canavanina es activada por la arginil ARNt sintetasa
e incorporada a las proteinas en lugar de la arginina; debido
a su diferente punto isoeléctrico, la canavanina cambia las
propiedades estructurales y funcionales de las enzimas a las
que es incorporada (77).

b} Reprime a las enzimas involucradas en la biosintesis de
Ta arginina y por tanto disminuye la disponibilidad de é&sta.

¢) Compite por receptores especificos de arginina e inhibe
su incorporacién y transporte.

d) Compite con la arginina en las reacciones en que ésta

actGa como sustrato,
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La ruptura enzimdtica de la canavanina da origen a la L-ca
nalina y a la urea, La L-canalina es un andlogo de la ornitina
que inhibe fuertemente a las enzimas dependientes de fosfato

de piridoxal (vit. 86) como las transaminasas.

La canavanina es sintetizada por un ciclo de reacciones and
logo al ciclo de Krebs-Henseleit para la produccidn de urea

{75,94). En Canavalia ensiformis se han encontrado todas las

enzimas del ciclo de reacciones mencionado: Ta canalina carba-
mil transferasa (EC 2.1.3.3.) (21,74); la argininosuccinato
sintetasa (EC 6.3.4.5.) {(74) y la dcido argininosuccinato lia-
sa (FC.4.3.2.1) (78,96); la enzima que reutilizaria a la cana-
lina para sintetizar canmavanina no ha podido ser determinada

(75), si bien la reaccidon se 1leva a cabo in vive. Yer figura

1.1,

En Ta semilla de C. ensiformis, 1a canavanina constituye
un 95% o mis del nitrogeno encontrado en los aminodcidos li-
bres (76). Por otra parte, la concentracién de la canavanina
disminuye rapidamente durante la germinacidn y los primeros
estadios del desarrollo. Lo anterior apoya fuertemente 1la
hip6tesis de que este aminodcido es una fuente, tal vez me-
tabGlicamente mas eficiente, de reserva de nitrdogeno en la
semilla. Su movilizaciép y utilizacibén ocurre via arginasa
(EC 3.5.3.1) Ta cual hidroliza a la canavanina a L-canalina

y urea (20). La urea es hidrolizada por 1a ureasa {EC 3.5.1.5)
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a COzy amonio, E1 amonio resultante es una fuente importante de
nitrdgeno reducido pero que ademds es toxico para la planta
por lo que debe ser asimilado rdpidamente, para lo cual se co-

nocen tres vias enzimaticas diferentes:(véase la fig. 1.2);:

a) La via de la deshidrogenasa glutdmica, GDH, (EC 1.4.1.2).

b) La via glutamino sintetasa (EC 6.3.1.2)/glutamato sintasa
—Fd 6 glutamato sintasa—NAD{P)H, (EC 1.4.7.1) 6 (EC 1.4.1.14)
respectivamente denominada via GS/GOGAT; y

c) La via de la asparagino sintetasa (EC 6.3.5.4), AS, la
cual puede utilizar amonio o glutamina como donador del nitrd-

geno para la sintesis de asparagina.
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CAPITULO II

MATERIALES Y METODOS

IT.1. MATERIAL BIOLOGICO

Las piantas utilizadas en los experimentos provenian de la
germinacién de semillas de Canavalia ensiformis donadas por la
Facultad de Medicina Veterinaria de la Universidad de Yuca-

tdn. E1 tratamiento que se les did fue el siguiente:

a) Las semillas se pesaron y se lavaron con detergente.

b) Se desinfectaron introduciéndolas en una solucién de eta
nol al 70% durante 3 minutos y posteriormente en una solucién
de cloralex 1:3 durante otros 3 minutos.

c) Se sembraron en matraces con agrolita estéril y en condi
ciones estériles,

d) Se incubaron con un fotoperiodo de 12 h, con temperatu-
ras de 30°C en la fase iluminada y de 25%¢C en 1a fase oscura.

e) Se procedid a cosechar las semillas hidratadas de 12 h
y de 24 h asi como las pliantulas de 2,3,4,5,6 y 7 dias. Se

30
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separaron las raices, los tallos, los cotiiedones y las hojas.

Una parte se utilizo para la determinacidn de las curvas de

crecimiento y la otra parte se congeld a -70%C. A partir de es

tos Gltimos tejidos se prepararon los extractos con los cuales

se midieron las actividades enzimaticas y las pozas de amino-

acidos, nitratos, nitritos, urea, amonio y proteina total.

I1.2. MATERIAL DE VIDRIO

El material de vidrio utilizado se lavé con detergente, se

enjuagd con agua destilada y se secd en estufa.

I1.3. EQUIPO

Agitador Vortex Genie.

Autoclave, Electric Steroclave No. 25 X.

Balanza analitica, Mettler.

Balanza analitica elé&ctrica, OHAUS, BRAINWEIGH B 300 0.

Bafio de temperatura constante, Colora.

Centrifugas, BECKMAN J2-21 y MSE.

Espectrofotémetro, UNICAM SP 1805 con control de temperatu-
ra y programador de tiempo.

Incubadora, GCA/Precision Scientific con fotoperiodo progra
mable.

Micropipetas, Finnipipette, de 0-5, 5-20 y de 200-1500 ul.
Placas de calentamiento y agitacidn, Thermolyne.

Polytron, PCU-2,

Potencidmetro, Conductronic.

Refrigerador de -70°C, Kelvinator No. 100.

IT.4. REACTIVOS

Todos los reactivos utilizados fueron grado reactivo, de
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las casas: J.T. Baker, Merck y Sigma.

I1.5. METODO EXPERIMENTAL

I1.5.1. DETERMINACIOX DE LAS CURVAS DE CRECIMIENTO

La determinacian del porcentaje de incremento en el peso
fresco se obtiene de acuerdo a la siguiente férmula:

. _Peso final - Peso inicial
*IPF Peso inicial x 100

Las unidades de pesc son gramos. El incremento en el peso
fresco puede también graficarse directamente como pesoc fresco
(peso final) Vs tiempo.

E1 porcentaje de humedad se obtiene dividiendo la diferen-
cia del peso fresco del tejido menos el peso seco del mismo
entre el peso fresco y multiplicando por cien:

o . _Peso fressco - Peso seco
%» Humedad Feso Fresco X 100

Las unidades de peso son gramos. El peso seco se obtuvo en
estufa a 60°C.

Graficando estos datos contra el tiempo se obtienen las
curvas de crecimiento de la planta durante los primeros sie-

te dias de germinacidn.
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(11.5,2. PREPARACION DEL EXTRACTO ENZIMATICO

E1 extracto enzimdtico de los tejidos empleados (hoja, co
tiledén, tallo 6 raiz) se obtuvo mediante el siguiente proce

dimiento:

1.- E1 tejido se congeld a -70°C por 3 horas o més.

2.- E1 tejido congelado se molié en un mortero previamente
enfriado a -70°C hasta convertirlo en un polvo fino.

3.- Al tejido pulverizado se le adiciond el buffer de ex-
traccién” en una relacién 1:2.5 (p/v) y 5% (p/p) de polivinil
pirrolidona (PVP).

4.- La mezcla se homogenizd por dos minutos en un politrén
a mixima velocidad.

5.- E1 extracto obtenido en el paso anterior se pasd a tra
vés de 4 capas de gasa.

6.- E1 filtrado se centrifugé a 18,000 rpm durante 30 minu
tos en el rotor JA-20 y a 2°C en la centrifuga J2-21. En el
caso de los cotiledones de 0-5 dias, se requirid efectuar una
extraccidn con cloroforme 1:1 (v/v), se agitd en un embudo de
separacion, se dejé reposar para que Se separaran las fases y
se efectud una segunda centrifugacidon con las mismas condicig
nes que en la primera ocasidn. De esta manera se eliminé la
interferencia por exceso de lipidos en los cotiledones,

7.- E1 sobrenadante de la centrifugacidn (extracto crudo)
fue utilizado para las determinaciones enzimaticas.

*
a) Se uso tampdn de fosfatos 50 mM, EDTA 1 mM, mercaptoe

tanol 5 mM, pH 7.5 (para medir GOGAT-Fd y GOGAT-NAD(P)H.
b) Se usé tampén Tris-HCl 50 mM, CaCl,.2H,0 1 mM, mercap
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toetanol 5 mM, pH 8.2 (para medir AS).

Todas las operaciones se efectuaron a 0-4°¢.

I1.5.3. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA DE LA
ASPARAGINO SINTETASA

La actividad enzimdtica de la AS se midi6 por el método de
Stulen y Oaks (90) con modificaciones introducidas en el pre-
sente trabajo. La mezcla de reaccidn contenia:

Tris-HCI 50mM  pH 7.6 2.0, 1.9, 1.8, 1.7 ml
ATP 8.00mM pH 7.0 rp 0.2 ml
Asp-Na 33.33 mM 0.2 ml
MgSO4 33.33 mM 0.1 m
NH.,OH 10.00 mM4  pH 7.0 rp : 0.3 ml
Cisteina 3.33 nM 0.1 m
Extracto 0.1, 0.2, 0.3, 0.4 ml
Volumen Total 3.0 ml

(rp = recién preparado)

La reaccidén se inicid con la adicidn del aspartato. La mez
cla de reaccion se incubé por 30 minutos a 37%C. La molaridad
de las soluciones se refiere a la molaridad final, excepto pa
ra el Tris-HC1. En cada determinacidn se usé un blanco a tiem
po cero, es decir, contenia todos los reactives y el mismo vo-
lumen de extracto enzimdtico pero la reaccidon se detenia en
el tiempo cero adicionando 1 ml del reactivo de cloruro fé-
rrico.
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E1 P -aspartil hidroxamato formado se determind adicionan-
do 1 ml del reactivo de cloruro férrico (voldimenes iguales de
FeC13.6H20 al 10% en HC1 0.2 N, TCA al 24% yHC1 al 50%).

Se centrifugé 30 minutos a 3,000 rpm y se midido el incre-
mento en 1a absorbancia a %40 nm respecto a cada blanco.

La velocidad de la reaccidn se expresé como nmoles de
B -aspartil hidroxamato formados por minuto, para lo cual se
utilizé la grafica de calibracidn de la figura 2.1.

Una unidad enzimdtica se definié como la cantidad de enzj
ma que cataliza la formacion de 1 nmol de 3-aspartil hidroxa
mato por minuto bajo las cond{ciones de ensayo. La actividad
especiflca se expresé como unidades de enzima por miligramo

-de proteina. Véanse las gréficas de actividad enzimitica va-
riando el tiempo de incubacidn y la concentracion del extrac
to enzimatico, figs. 2.2 y 2.3.

I1.5.4. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA DE LA
GOGAT — NAD(P)H

La actividad enzimdtica de la GOGAT-NAD(P)H se determind
por el método de Beevers y Storey (5), con las modificacio-
.nes introducidas por Loyola (42). La mezcla de reaccidén con

tenia:
Fosfatos 100 mM, pH 7.5 1.65, 1.5, 1.35, 1.20 ml
x - KG 10 mM,pH 7.0 0.5 ml
Glutamina 30 mM .5 ml
NAD(P)H 160 uM v.2 m}
Extracto 0.15, 0.3, 0.45, 0.60 ml
VYolumen Total 3.0 ml
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La mezcla de todos los componentes, excepto el NAD(P)H, se
incubé a 30°¢ por dos minutos y después se inicié la reaccidn
afiadiendo el NAD(P)H. Se graficd la disminucién en la absor-
bancia a 340 nm. Se usé s6lo la parte lineal de la grafica.
La molaridad de las soluciones se refiere a la molaridad fi-
nal, excepto para el tampdn de fosfatos. Cada determinacidn
fue acompafiada de su respectivo blanco, el cual contenia to-
dos los reactivos (incluyendo al extracto) a excepcidn del
a - K6 y de Ta glutamina cuyos volumenes fueron sustituidos

con tampon.

lLa velocidad de la reaccidon se expresd como nmoles de
NAD{P)H transforpados por minuto, para lo cual se utilizd la

grafica de calibracibn de la fig. 2.4.

Una unidad enzimatica se definid como la cantidad de enzi
ma que produce la disminucién de un nmol de NAD(P)H por minu
to. Véanse las grificas de actividades enzimdticas variando

el tiempo de incubacion y la concentracidn del extracto, fi-

guras 2.5y 2.6,

[1.5.5. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA DE LA
GOGAT-FERREDOXIHA (METILVIOLOGENO)

La actividad de 1a GOGAT dependiente de ferredoxina sede

terming por el método de Matoh (44), con modificaciones introduci



das por Gomez N. (28}, La mezcla de reaccidn contenia:

: Fosfatos

x - K6

Glutamina
~metilvioldgeno

Extracto

Mezcla Nazszo4

Volumen Total

10 mM pH 7.5 0.59, 0.57, 0.55, 0.50 ml
0.50, 0.403 0.30, 0.20 ml
10 mM pH 7.0 0.6 ml
10 mM pH 7.0 0.6 ml
19 mM rp 0.6 ml
0.01, 0.03, 0.05, 0.10 ml
0.10, 0.20, 0.30, 0.40 ml
92 mM rp 0.6 ml
3.0 ml
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(a)
(b).

{a) En el caso de tejido de cotiledén se trabajé con vold

menes de extracto de 0.01-0.1 m1 y «con volimenes de

tampdon de fosfatos de 0.59-0.50 m1 en

cado,

el orden indi-

{b) En el caso de los tejidos de tallo y hoja los vollime-

nes de extracto utilizados fueron de 0.1-0.4 ml y de

tampdn de fosfatos de 0.5-0.2 m) en el orden indicado.

La reaccién se inicidé al agregar a la mezcla de los compo

nentes la mezcla del ditionito de sodio y se incubd a 30%¢

por 20 minutos. A1 término de este tiempo, la reaccidn se de

tuvo hirviendo durante 2 minutos.

A continuacidn, la mezcla de reaccifn se pasé por una co-
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lumna de resina Dowex (2 cm), se lavd con‘lo ml de agua desti
lada y desionizada y se eluyd el dcido glutamico formado con 4
ml de dcido acético 2 M. E1 dcido glutamico producido y aisla-
do de la mezcla de reaccidn de esta manera fue medido mediante
el método de la ninhidrina. Se midié el incremento en la absor
bancia a 570 nm respecto al blanco correspondiente, el cual
contenia todos los componentes de la mezcla de reaccidn a excep
cidn del @ - KG y de la glutamina, cuyos voldmenes fueron Sus-

tituidos por tampén.

La molaridad de las soluciones se refiere a Ta molaridad fi

nal, excepto para el tampén de fosfatos.

La velocidad de la reaccidn se expresd como nmoles de glu-
tamato formados por minuto, para lo cual se utilizé la grafi-
ca de calibracion de la figura 2.9. VEéanse las graficas de
actividad enzimitica variando el tiempo de incubacidén vy

y la concentracion del extracto enzimdtico, figuras 2.7 y
2.8.

IT.5.6. DETERMINACION DE LAS PROTEINAS

Se siguid la técnica de Peterson {66). E1 procedimiento

a seguir para la curva patrdén y el ensayo de 1as muestras

es el mismo:



Muestra (a) + H,0 destilada hasta completar 1 ml

AGITAR

+

0.1 m! de desoxicolato de sodio al 0.15% ({agitar y
-dejar reposar por 10 min. a temperatura ambiente)

+

0.1 ml de dcido tricloroacético al 72 %, frio.

|

. AGITAR

Centrifugar a 3,000 rpm por 15 minutos

SOBRENADANTE PASTILLA + 1 m]
(Se descarta) de agua destilada
AGITE
+

1 ml de reactivo A

AGITE

Reposar 10 min. a
temp. ambiente.

+

0.5 ml de reactivo
B. Esperar 30 mi-
nutos a que se de-
sarrolle color y

leer a 750 nm.
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Reactivo A: mezcla de voldmenes iguales de:
—Solucidn base de cobre-tartrato-carbonato (CTC), {0.1 %

de CuSO4.5H20, 10% de Na €05, 0.2% de KC

2 H406.4H20).

4
-NaOH 0.8 N.
~Dodecil sulfato de sodio al 10% (SDS).

—Agua destilada.

Reactivo B: un volumen de reactivo de Folin-Ciocalteu es

mezclado con 5 volimenes de agua destilada.

La curva patrdn se obtiene graficando la concentracidn de
albimina sérica bovina (10-100 ug/ml) Vs la absorbancia a

750 nm. Ver grafica de calibraciéﬁ, fig. 2.9.

ta) Se utili1zd 0.02 ml de muestra si el extracto era de
hoja, tallo o raiz.
Se utiliz6 0.05 m) de muestra diluida 1:40 para el caso

del extracto de cotileddn.
11.5.7. DETERMINACION DE GLUTAMATO (AMINOQACIDOS)
Se siguid el método de Cocking (15). Se realizé una curva

patron con acido glutdmico de 5-50 ug de glu. El procedimien

to a seguir para la curva patrén y el ensayo de las muestras
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es el mismo:
Muestra: 0.04 m1 + 0.96 ml de agua destilada

(una muestra del extracto se diluyé 1:10 vy
de ahi se tomd el volumen de 0,04 ml)

: +

Iml de reactivo de ninhidrina ("B)

Se pone a ebullicién 30 minutos

+
2.5 ml de isopropanol al 50%

Reposar 15 min.a temperatura
ambiente y leer a 570 nm

Reactivo de ninhidrina:

~Reactivo “A": buffer de citratos 0.2 M, pH 5,040.1 (re-
cién preparado). Agregar por cada 50 mi de buffer 0.08 g
de SnC]Z.

~Reactivo "B": tomar 10 m)l del reactivo "A" y agregarle
6.4 g de ninhidrina previamente disuelta én 10 m1 de me-
tilselosolve (etilenglicol-monometil éter).

Ver grdfica de calibracién, fig. 2.10.

11.5.8. DETERMINACION DE NITRATOS

Se siguié el método de Nicholas y Nason (59). Se realizé

una curva patrdn con KN03. E1 procedimiento a seguir para la
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curva patrdn es el mismo para el ensayo de las muestras:
Muestra (a): 0.02 mi + 1.48 ml H20 destilada
+
0.1 mi de acido sulfdmico al 10% (p/v)
Dejar reposar dos minutos
+

0.4 ml de HC]O4 al 20% (v/v)

Agitar y medir absorbancia a 210 nm

La curva de calibracion se obtiene graficando concentra-
cion en ug de KNO3 {2 ug -20 ug) Vs absorbancia a 210 nm,
figura 2.17.

{a) En todos los casos hubo necesidad de diiuir al extrac

to; en el caso de cotiieddn la dilucidn efectuada fue de 1:4
y en el caso de hoja, raiz y tallo la dilucion fue de 1:2.

11.5.9. DETERMINACION DE NITRITOS
Se si1guid la técnica de Nicholas y MNason {(59). Se elaboréd

una curva patrén con NaNOZ. E1 procedimiento a seguir para
la curva patrdn y el ensayo de las muestras es el mismo:

Muestra: 2.0 mi de extracto (a)
+
I m] de sulfanilamida al 1% (b)
+

1 mi de naftilendiamina (MED) al 0.02 %

Leer 2 540 nm después de 10 minutos

{a) En el caso de la curva patrdn, se agrega la cantidad
necesaria de solucidn patron para cada punto y se com
pleta a 2 ml con H 0 destilada.

(b) Se disuelve } g de sulfanilamida en 25 ml de H2504 y
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se afora a 100 m! con agua destilada.

La curva patrdn se obtiene graficando absorbancia a 540 nm
Vs concentracidn de NaNO2 en nmoles. Ver grafica de calibra-

cion, fig. 2.12.

[1.5.10. DETERMINACION DE UREA Y AMONIO

Se siguié el método de Kaplan, conocido también como méto
do del indofenol (31).

La primera parte de la técnica para la determinacidn de
urea se basa en la accion de la enzima ureasa que hidroliza
Ta urea presente en el tejido a amonio:

Muestra: 0.1 ml de extracto diluido 1:1 (cotileddn)
6 0.1 ml de extracto no diluido (hoja, tallo, raiz)

+

2.12 ml de tampdn de fosfatos pH 7.5, 100 mM
(6 2.22 mt de H,0 en el caso
de la determinadion de.NH4+)

+

0.1 ml de ureasa 0.002 g/ml (disuelta en el tampdn
anterior para el caso de la determinacién de urea)

Incubar la mezcla de reaccidn durante 20 mindtos a 37°C
{1a reaccidn se detiene agregando 0.3 ml de TCA al 30%)

Posteriormente se efectua 1a cuantificacidn del amonio 1iberado (o pre
sente en forma natural en el tejido) mediante e) método del indofenol:
Anadir 5 ml de solucién “A"
Afadir 5 ml de solucién "B

Reposar 30 minutos para que se desarrolle color (el indo-

fenol es un complejo que en su forma disociada es colorido).
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-Solucion "A": solucidn de fenol 0.106 mM con nitropru-
siato de sodio en una concentracidon de 0.25 ¢/500 ml de
solucidn “A".

~Solucion “B": 40 m] de HaCl0 + 25 g de NaOH se aforan a
1 1 con agua destilada.

Se elaboraron las curvas patrdn respectivas:
Urea: de 0 a 3 mM de urea.

Amonio: de 0 a 3 mM de amonio.

Véanse las figuras 2.13 y 2.14,
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FIG. 2.1 GRAFICA DE CALIBRACION DE

P-ASPARTIL HIDROXAMATO. Datos de la recta:

Y=0.04499 (X}-0.00478,
r=0.9989,
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Asparagino Sintetosa

300
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nmoles de producto
minuto.
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ml extracto enzimadtice.

FIG. 22. Determinacion de la lineoridad

./
de la reaccion con ;especto o |la concentra
cion. del extracto enzimdtico. El tiempo de

incubacidn se mantuvo constante { 30"

{®) cotitedon ( 5 dias). (a) raz { 4 dlas),
o) hoja. { @ dias). (x) tallo { 3 diss),

46



nmoles de producto formados.

Asparagino Sintetasa

5000

4000 -

3000

2000 7

1000

40

tiempo Gminutos),
FIG. 2.3 Deferminacion de la linearidad de
la reaccion con respecto al tiempo. Ei volumen

del extracto enzimdtico enla mezcla de -
reaccion fue constante.

(o') cotiledon ( 5 dias), {a) raiz ( 4dias).
O hoja ( 6dias). {x) tallo (7 dlos).
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FIG. 2.4 GRAFICA DE CALIBRACION DE PB-NADH.

Datos de la recta: Y=0.00!1383(x)-0.00057,
r=Q 9987.
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FIG. 2.5 Linearidad de la reaccion con respecto
al tiempo. Los datos de cofileddn (o) y raiz (o)
que se ilustrancorresponden a [2h y 5dnos respec
tivamente. EIl volumen de extracto enzlmotlco

en lo mezcla de reaccion fue en ambos cases
de 0.15 ml. Lo recta con mayor absorbancia
para cada tejido corresponde al ensayo enzimg

tico y la que fiene menores valores de ob-
sorbancia es el blanco.
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FiG. 2.7 Determinacion de ta linearidad
de la reaccion con respecto al tiempo. E |
volumen del extracto enzimdtico en la
mezclo de reaccion fue constante (O.lml)

(x) Tallo (5 dles) (©) Hoja.(6 dios)
(*) Cotiledon (4dias)
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FIG. 2.8 Determinacion de la linearidad
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clo de reaccion. El tiempo de incubacion
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(x) Tallo {7 dfas) . {*) Cotiledon ( 4 dias)
(o) Hojo {6 dias).
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FIG. 2.9 CURVA DE CALIBRACION PARA LA DETERMINACION DE
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FIG.2.10 CURVA DE CALIBRACION DE ACIDO GLUTAMICO
( AMINOACIDOS), Datos de ia recta. Y=0.02661(x)+ 0.00195 ,
r=0.999266.
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CAPITULO III

RESULTADOS Y DISCUSTIOMN

[TI.1. CURVYAS DE CRECIMIENTO
Tanto las curvas de peso fresco como las de peso seco obtenidas con

las raices, el tallo, las hojas y los cotiledones de Canavalia ensifor-

mis L. presentaron pendientes logaritmicas durante el periodo de estu-
dio (fig. 3.1, a excepcion de la curva de peso seco de raiz en donde di

cha tendencia se manifestd a partir del cuarto dia.

El tejido del tallo presentd una variacion en el incremento de peso se
co mayor que ta variacidn observada en el peso fresco con respecto  al
tiempo. Esto significa que la formacion de biomasa constituye un aspecto
importante en el metabolismo del tallo durante los primeros siete dias de

crecimiento.

En el caso de la raiz, las variaciones en el incremento del peso fres-

I
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co y del peso seco con respecto al tiempo fueron muy similares mientras
que en el caso de las hojas se observd un incremento en el peso fresco 1i
geramente mayor que el de peso seco con respecto al tiempo (figs. 3.3 vy

3.5).

El tejido que presentd el mayor incremento en el peso fresco fue el de
tallo, seguido del de raijz y del de las hojas (figs. 3.3 y 3.5). En el
caso del tallo, el mayor aumento en el peso fresco puede explicarse por su
mayor capacidad para sintetizar biomasa. En el caso de las hojas, la acu-
mulacion de agua en el tejido es el factor que contribuye preferencial-
mente al aumento del peso fresco si bien la formacion de biomasa en este
tejido contribuye tambidn de manera importante. En las raices, tanto la
sintesis de biomasa como la capacidad de este tejido para acumular agua

tienen un papel relativamente igual en el incremento del peso fresco.

Con respecto a los cotiledones, la variacidon en el incremento del peso
fresco con respecto al tiempo fue menor que la observada para los demas
tejidos. Al comparar estos datos con los de incremento en el peso seco
con respecto al tiempo vemos que a pesar de ser los cotiledones el tejido
con el menor aumento en el peso fresco es también el que presenta la ma-
yor formacidn de biomasa con respecto al tiempo de crecimiento (figs. 3.2
y 3.4). E1 mayor aumento en el peso fresco de los demis ;ejidos es expli-
cable porque son tejidos que requieren de mayor concentracifn de agua para
su funcionamiento mientras que los cotiledones constituyen principalmente

un tejido de reserva.
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ITI.2. COMPORTAMIENTO DE LAS ENZIMAS ASPARAGINO SINTETASA
Y GLUTAMATO SINTASA DENTRO DEL METABOLISMO NITROGE
NADO DE CANAVALIA ENSIFORMIS L.

Para cada una de las enzimas estudiadas se determinaron las
condiciones &ptimas de ensayo, es decir, las concentraciones
y los tiempos de incubacibn en donde las reacciones enzimdti-
cas presentaron una cinética lineal. Esto se hizo para cada
uno de los tejidos estudiados.

La ontogenia de estas enzimas (en donde cada punto de las
gréficas es el promedio de dos experimentos) se expone a con-

tinuacibén:

Las actividades enzimdticas (actividades especificas) de
las asparagino sintetasas de raiz, tallo y cotileddn fueron
descendentes hasta el sexto dia, siendo mayor la actividad en
raiz que en tallo y la actividad en este Gltimo mayor que en
los cotiledones. Tanto en rafz como en tallo se observé un 1i
gero incremento del sexto al séptimo dia mientras que en los
cotiledones la actividad enzimitica se mantuvo en un nivel

menor y en general con una leve tendencia a disminuir.

El fnico tejido en donde la AS present6 una actividad siem
pre ascendente fue el de hoja. Dicha actividad fue menor cue
las actividades encontradas en el tallo y en la raiz en los

primeros dias. En los dias 6 y 7, las asparaqino sintetasas de

raiz, tallo y hojas tuvieron actividades especificas similares.
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Por otra parte, a partir del sexto dia la actividad de la AS
en las hojas fue mayor que la de la AS de los cotiledones (fi-

gura 3.6).

Con respecto a la glutamato sintasa (GOGAT), en Canavalia
ensiformis se detectd la presencia de dos isoenzimas, al igual
que en el caso de chicharo (Pisum sativum), (48). La GOGAT gue
se detectd en los tejidos no fotosint&ticos de la planta (raiz
y los cotiledones en los primeros dias de crecimiento) fue la
que utiliza NADH como coenzima, siendo la GOGAT-NADH de raiz
mucho mds activa que la GOGAT-NADH de los cotiledones. En el
caso de la primera, la actividad especifica disminuy6 hasta el
quinto dfa para después incrementarse en el sexto sin sobrepa-
sar el nivel de actividad de los dias 3 y 4, y volver a dismi-
nuir en el séptimo dia. La actividad especifica de la GOGAT-
NADH de los cotiledones disminuyb durante las primeras 12 ho-
ras para después aumentar ligeramente a las 24 horas. A partir
de este puntg se observé un descenso constante en la actividad

de esta isoenzima {(figs. 3.7 y 3.8).

En las primeras 24 horas de germinacién no se observé acti-
vidad enzimética para la GOGAT dependiente de ferredoxina de
los cotiledones y es hasta el segundo dfa cuandc se registrd
una actividad muy leve para esta otra isoenzima seguida de o~
tro ligero incremento en su actividad en el tercer dfa y que

es comparable a la actividad de la GOGAT-NADH en los dias 5 y.
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6 en los cuales se detectd la actividad més baja para la isoen-
zima dependiente de piridin nucledtido en este mismo tejido. En
el cuarto dia de germinacién, esta GOGAT-Fd manifestd un ascen-
so considerable en su actividad, 50.8 veces la actividad del dia
anterior y 13.4 veces la actividad enzimitica m&s alta registra
da para la GOGAT-NADH de cotileddn (cero dias). Del cuarto al
quinto dfa, se observd un ligero ascenso en su actividad para

nuevamente manifestar al sexto dia un aumento notable; 3.8 veces
la actividad del dfa anterior. En el sé&ptimo dfa su actividad

disminuyé manteniéndose sin embargo en un nivel elevado con res

pecto a los dias anteriores al sexto (figura 3.7).

Las actividades enzimdticas de la GOGAT-Fd de las hojas y del

tallo de Canavalia ensiformis mostraron en general una tendencia

ascendente con respecto al tiempo de germinacidn, con la caracte
ristica de que, a excepcidn del tercer dia, las actividades espe
cificas de la GOGAT-Fd del tallo fueron siempre mayores que las

actividades encontradas en las hojas (fig. 3.9).

Tanto en las hojas como en el tallo la actividad fue ascenden
te hasta el quinto dia. En el sexto, se observd un mdximo para
la GOGAT-IG del tallo, que corresponde a un minimo en la activi-
dad de la GOGAT-Fd de las hojas. En el séptimo dia la enzima de
las hojas present$ un maximo mientras que la actividad enzimdti=-
ca en el tallo descendié a un nivel en el que siguié siendo ma-

yor que en los dos primeros dias. La méxima actividad registrada



63

para el tallo (sexto dia) fue 7.4 veces la méxima actividad ob-

servada para las hojas (séptimo dfa).

Las actividades especificas de la AS en todos los tejidos
fueron, a excepcién de las hojas en el cuarto dia, mayores que
las actividades especificas de la GOGAT-NADH de los cotiledones
y de la GOGAT-Fd de las hojas.

Las actividades especificas de la GOGAT-Fd del tallo y de
las hojas y de la GOGAT-NADH de raiz fueron similares a las de
la AS de cotileddn, tallo y hojas (exceptuando el cuarto dia)

y rafz en los dias quinto al séptimo (figs. 3.6, 3.7, 3.8y 3.9}.

Para poder interpretar satisfactoriamente estos datos expe-
rimentales es necesario recurrir a estudios realizados parale-
lamente a &ste con otras enzimas del metabolismo nitrogenado
de la planta. En el caso de la GOGAT, su papel no puede ser ex
plicado completamente considerdndola como una enzima aislada.
Es necesario relacionar el comportamiento de esta enzima con
el de su antecesora en la ruta de asimilacibén del amonio; la
glutamino sintetasa. La actividad de la GS es, tanto en las
hojas como en el tallo y la rafz, ascendente a partir del cuar
to dia de crecimiento y siempre fue mayor que la actividad de
la GOGAT en los tejidos mencionados. Por otra parte, la activi
dad de la GS de las hojas siempre fue mayor que la del tallo y

ésta que la de la rafz a partir del cuarto dfa (101).

Como ya se vi6 anteriormente, la GOGAT del tallo presenté
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una actividad mayor que la de la raiz y '‘6sta mayor que la de
las hojas, siendo el tallo el tejido en donde se encontré la

mayor actividad para la glutamato sintasa. En estos tres teji
dos, la actividad de la GOGAT siguié una tendencia ascendente

con respecto al tiempo de crecimiento.

Estos datos nos indican que la glutamina formada en el ta-
llo, en las hojas y en la raiz puede ser conectada directamen
te al metabolismo intermediario por la accién de la GOGAT en
dichos tejidos. Siendo en estos tres tejidos la GOGAT la enzi
ma limitante dentro de la via GS/GOGAT, podemos decir que la
importancia de dicha ruta en los dias 4 al 7 es mayor en el

tallo, seguido de ralz y después por las hojas.

La glutamina remanente producida por la GS puede ser utili
zada en la sintesis de las purinas, del triptofano, de la ar-
ginina o de la histidina o nodria ser también una forma orga-
nica de almacenamientc o bien una forma de transporte del ni-
trégeno en la planta.

En el tercer dia de crecimiento, la actividad de la GOGAT
de raiz es la mas alta para este tejido y la actividad de la
GS es lo suficientemente elevada (101) como para hacer funcio

nal la ruta GS/GCGAT en la raiz.

Las AS de rafz y del tallo tienen en los dias 3 y 4 mayor
actividad que las GOGAT de dichos tejidos por lo que podrian

actuar en estos dias como una via alterna a la ruta GS/GOGAT
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para la asimilaci6én del amonio. En los dias siguientes, las
AS de las hojas, de la raiz y del tallo muestran una activi=-
dad similar a las enzimas de la ruta GS/GOGAT. Cabe mencionar
aqui que se considera que la sintesis de asparagina ocurre
cuando la planta se enfrenta a un exceso de amonio (36), lo
cual concuerda con los altos niveles de amonio en estos teji
dos en los dias 3 y 4 (fig. 3.14) y que la asparagina, a di-
ferencia de la glutamina y del glutamato, es una forma de al

macenamiento del nitr6genc ya que es relativamente inerte.

Investigaciones recientes efectuadas por Yafez (101) indi
can que la actividad de la GS de los cotiledones de Jack Bean
se mantiene en niveles bajos, sobre todo en los primeros dias.
Esto, aunado a una actividad de la GOGAT muy baja en los dias
0-3 de dicho tejido (de hecho la actividad mds baja encontra-
da para la glutamato sintasa) nos indica que la ruta GS/GOGAT
no es funcional en los dias mencionados o lo es en una escala
muy pequefa. Puesto que es precisamente en estos dias cuando
los cotiledones presentan las mayores concentraciones de amo-
nio (fig. 3.14) debe existir una via alterna o vias alternas

‘para la asimilacibn de este metabolito.

Observando el comportamiento de la AS de los cotiledones ve
mos que sus mayores actividades aparecen entre los dias 0 y 3
del crecimiemto lo cual la convierte en una via importante de

asimilacién del amonio en los cotiledones en dichos dias.
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A medida que los cotiledones maduran (del cuarto dia en ade
lante), la ruta GS/GOGAT adquiere un papel preponderante ya que
la actividad descendente de la GOGAT-NADH est& acoplada con un
incremento considerable de la GOGAT-Fd compatible con un aumen

to en la actividad de la GS.

I1I.3. POZAS METABOLICAS

Con respecto a las pozas metabdlicas, se estudifé la presen-~
cia de nitratos, nitritos, aminodcidos totales, urea y amonio
en cada uno,de los cuatro tejidos de C. ensiformis durante los
siete primeros dias de crecimiento. Cada punto de las grédficas
es el promedio de dos experimentos. Los resultados se presentan
a continuacibn:

A lo largo de todos los dias de estudio se encontré en los
cotiledones una concentracidn sorprendentemente elevada de ni-
tratos, mientras que en los demds tejidos fue siempre menor.
Tanto en tallo como en raiz y del cuarto dia en adelante, la
concentracién de nitratos fue muy similar vy menor que en las
hojas, manteniéndose mds bien constante en estos tres tejidos
la concentracién de este metabolito. En el tercer dia de ger-
minacidén la concentracidén de nitratos en el tallo fue notahle-
mente mayor que en las raices. Ver fig. 3.10.

En cuanto a la poza metabblica de nitritos, se encontrf a
este metabolito en los cuatro tejidos y siempre con una menor
concentracién a la de los nitratos. La relacién de la menor
concentracibn de nitratos encontrada en la planta (raiz) con
respecto a la mayor concentracién de nitritos {(hojas) fue de
16.7 « 1.
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En general, las concentraciones de nitritos en los cotile-
dones, raiz y tallo presentaron un comportamiento circardiano
siendo los cotiledones el tejido que presenté las mayores va-
riaciones, sequido del de la rafz y después por el del tallo.
La concentracibén de los nitritos en las hojas fue casi cons-
tante entre el cuarto y el sexto dfa preséntando en el sépti
mo un aumento considerable siendo ésta la mayor concentracién

de nitritos observada en los cuatro tejidos (fig. 3.11).

Con respecto a la poza metab6lica de aminodcidos en la plan
ta, ésta fue siempre mayor que las dos anteriores. Tanto en la
rafiz como en los cotiledones se observé un comportamiento cir-
cardiano en la concentracidén de aminodcidos con respecto al
tiempo de crecimiento, siendo los cotiledones el tejido en don
de se encontrd la mayor concentracidn de amino&cidos libres.

La concentracién de aminodcidos en el tallo fue siempre ma-~
yor que en la raiz y que en las hojas (a excepcidén del sépti-

mo dia).

La concentracidn de aminocdcidos en las hojas y en la rafz
fue muy parecida los dias 4 y 5 presentado las hojas un aumen
to a partir del quinto dia para tener en el séptimo una con-
centracidn de aminoicidos similar a'las de los cotiledones y
del tallo (fig. 3.12).

La poza metabblica de urea present6é particularidades que no
se encontraron en las demds. En los cotiledones no se encon-
tré en ningGn dia presencia de urea mientras que en las hojas
se encontrd a este metabolito s6lo en el cuarto dia. Por otra
parte, en el tallo la concentracién de urea fue siempre mayor
que las concentraciones de nitratos, nitritos, amino&cidos y
amonio. Lo mismo se encontrd para raiz en los dias 6 y 7,mien

tras que en los dias anteriores la concentracién de urea en
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este tejido fue menor que la encontrada en el tallo (figura
3.13).

Las concentraciones de amonio tanto en los cotiledones co
mo en la raiz y en el tallo mostraron una notable disminucién
a medida que transcurria el tiempo de germinacién. Para cada
uno de estos tejidos se encontrd en los primeros dias concen-
traciones de amonio mayores a las de nitratos, nitritos y ami
nodcidos libres siendo en los Gltimos dias similares las con-

centraciones de amonio a las de los otros tres metabolitos.

El Ginico tejido que mostré un ascenso constante en la con-
centracidén de amonio fue el de hoja, si bien la mayor concen
tracién encontrada para este tejido (séptimo dfa) no es de la
misma magnitud que las encontradas en los primeros dias en el
tallo, en los cotiledones y en la rafz de esta planta. Véase
fig. 3.14.

Las concentraciones de nitritos encontradas experimental-
mente en los cuatro tejidos de la planta fueron apreciablemen
te menores que las de los otros metabolitos estudiados, no
habiendo ademds una variacibn importante entre los diferen-
tes tejidos.

Puesto que la planta cuenta con una poza metab6lica de ni-
tratos muy importante, sobre todo en los cotiledones, y sien-
do los nitritos un metabolito intermediario en la cadena de
reacciones enzimdticas: nitrato reductasa——— nitrito reduc-
tasa

enzimas reasimiladoras del amonio, esto nos est& in-
dicando que las enzimas involucradas en dicha cadena de reac-
ciones tienen un papel sobresaliente en el metabolismo nitro-
genado de esta leguminosa.

Los datos experimentales indican también que los cotiledo-

nes constituyen un tejido con una alta capacidad para almace-
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cenar nitratos y aminodcidos libres.

Los nitratos son la fuente principal de nitrSgeno para las
plantas de cosecha y en el caso de las leguminosas la fijacién
nodular del nitrdgeno atmbésférico constituye una via muy impor
tante de abastecimiento de nitrégeno para la planta (79). Ac-
tualmente hay mucha preocupacién acerca del impacto ecolégico
y nutritivo de los fertilizantes de nitratos y a pesar de su
importancia agricola y biolégica son tcdavia muy recientes los
estudios detallados acerca del proceso de asimilacién de los

nitratos y de su regulacidn.

El proceso del consumo de nitratos por las plantas superio-
res difiere del de otros nutrientes inorganicos. El destino
de los nitratos en la planta puede ser acumulacién o bien con

versién (10).

En el caso de Canavalia ensiformis, las concentraciones de

nitratos y aminodcidos libres en el tallo, rafiz y hojas son
sensiblemente menores a las encontradas en los cotiledones.

Esto puede estar indicando que estos metabolitos son trans-

portados de los cotiledones a los demds tejidos para ahi ser
transformados en otros compuestos importantes para el metabo-
lismo de la planta. Con respecto a los aminodcidos libres,

Rosenthal encontr® que la reserva de canavanina en los cotile
dones de C. ensiformis llega a constituir hasta un 5% del pe
so seco total de este tejido y que a medida que los cotilede-
nes maduran dicha reserva va disminuyendo mientras que en los

otros tejidos el nivel de canavanina se incrementa (73).
La disminucién de la poza metabSlica de amonio con respec-
to al tiempo de crecimiento en todos los tejidos (a excepcién

de las hojas) puede obedecer a varias causas:

—Puede explicarse como el resultado de una alta asimilacién



70

del amonio por las enzimas de cualquiera de las tres rutas co
nocidas, como en el caso del tallo y de la raiz cuyas enzimas
de la ruta GS/GOGAT presentan una actividad elevada.

—Puede ser el resultado de exportar amonio a otros tejidos
como en el caso de los cotiledones, exportando amonio a las ho-
jas de manera que a medida que este metabolito disminuye en

los cotiledones, aumenta en las hojas.

Cualquiera que sea el destino del amonio en cada uno de los
tejidos la planta debe evitar que su concentracifn exceda las
necesidades inmediatas pues de lo contrario se convierte en un
agente téxico.

Las plantas superiores no sintetizan urea como una forma de
excresibén del nitrb6geno de desecho y la urea que se forma ge-
neralmente estd sujeta a una hidrSlisis rdpida por la ureasaa
CO, y amonio. La ureasa es una enzima ampliamente distribuida

en las plantas superiores (75).

En Canavalia ensiformis L. se ha encontrado recientemente

(72) una actividad muy elevada de ureasa en los cotiledones.
Lo anterior concuerda con los datos presentados en este estu-
dio en donde se observa una ausencia total de urea en los co-
tiledones debido a la elevada actividad de ureasa de este te
jido.

En el caso del tallo, una concentracidn importante de urea
explica la presencia de una actividad importante de ureasa (72)
y de las enzimas de la ruta GS/GOGAT en este tejido.
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111.4. DESTINO DE LOS PRODUCTOS DE DEGRADACION DE LA L-
CANAVANINA EN CANAVALTA ENSTFORMIS L.

Istudios recientes efectuados por Romdn (72) en Canavalia
ensiformis indican que el tallo es un tejido donde hay una
gran actividad de arginasa. La gran cantidad de urea produci
da par la arginasa del tallo puede ser transportada a los co
tilsZones y ser degradada ahi a amonio. E1 tallo presenta a
demds una actividad importante de ureasa y puesto que en este
estufio este tejido presenta las actividades mds importantes
para }as enzimas de la ruta GS/GOGAT, estos datos sugieren
que =1 tallo es el tejido en donde preferencialmente la reser-
va de¢ canavanina de los cotiledones es catabolizada para ser
aprovachada por la planta. Mientras que la raiz no tiene par
ticipacion alguna durante este proceso, las hojas si la tie-

nen, zunque en una pequefia proporcidn.

Un netabolismo nitrogenado de esta indole en Canavalia en
sifornis le permite regular de una manera estricta la utili-
zacidon de sus reservas de canavanina y de urea ya que se en-

cuentrzn en tejidos diferentes.
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CAPITULO IV

CONCLYUSIONES

La ruta GS/GOGAT es una via muy importante de asimilacidn
del amonio en el tejido del tallo, sequido del de Ja raiz

y después por el de las hojas, en Canavalia ensiformis L.

Cuando las rajces y el tallo se enfrentan a un exceso de

amonio (dias 3 y 4 de crecimiento), las vias de asimila-

‘cion del nitrogeno AS y GS/GOGAT sun funcionales a la

vez.

En el caso de las hojas, la importancia de la AS como ru-
ta de incorporacidon del amonio aumenta a partir del cuar-
to dia como respuesta a un incremento de la concentracidn

del amonio en este tejido.
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En el caso de los cotiledones, cuando este tejido presen-
ta la mayor concentracién del amonio (dias 0-3 de creci-
miento),la planta lo transforma en asparagina, una forma
no toxica de almacenamiento del nitrdgeno que por ser me
nos activa que la glutamina no altera al metabolismo ce-

lular.

Cuando en el tejido de los cotiledones no hay exceso de
amonio (cotiledones maduros), la ruta GS/GOGAT tiene un

papel muy importante en la reasimilacidn del amonio.

Las enzimas nitrato reductasa y nitrito reductasa deberdn
tener un papel importante en el metabolismo nitrogenado

de los cuatro tejidos de Canavalia ensiformis L., princi-

palmente en los cotiledones y en las hojas.

Los nitratos y los aminodcidos libres constituyen formas
de almacenamiento del nitrdgeno en los cotiledones de la
planta, de donde son transportados al tallo, a las raices

y a las hojas para ahi ser catabolizados.

La canavanina almacenada en los cotiledones de C. ensifor
mis L. es transportada principalmente al tallo en donde
es hidrolizada por la arginasa. Parte de la urea produci-
da de esta manera es transportada a los cotiledones en

donde es hidrolizada por la ureasa presente a amonio Yy
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la urea remanente es hidrolizada por la ureasa del tallo.

La disminucidn del exceso de amonio en los tejidos del
tallo v de la raiz ocurre mediante la accidn de las enzi

mas de la ruta GS/GOGAT.

La disminucién del exceso del amonio en los cotiledones
se efectia mediante la exportacion de este metabolito a
las hojas (principalmente) en donde tanto la via AS co-
mo la GS/GOGAT lo incorporan al metabolismo intermedia-

rio.
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