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I N T R o o u e e I o N 

Can aval i a en s if o rm i s L . ta m b i é n con oc i da corno "Ja c k Be a n " , "GQ. 
tani Bean" o "Horse Bean", es una planta relativamente resisten­
te a la sequia y mis resistente a las malezas y a la salinidad 
que muchas otras leguminosas. Se desarrolla bien con una precip! 
tación pluvial de 9-12 dm por año y a una temperatura. de l5-30°c. 

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

La cosecha es atac~da por pocas plagas, entre ellas: el gusa­
no Spodoptera frugiperda y el gorgojo de las vainas, Sternechus 
tuberculatus. Las semillas son más bien resistentes a la infesta 
ción durante el almacenamiento. La enfermedad fungal más seria 
es causada por Colletotrichum lindemuthianum (23). 

2 



~avalia ensiformis se cultiva ampliamente en algunas re­

giones tropicales, princi~almente como abono verde y como cu­
bierta protectora para suelos. Con estos fines se cultiva en 

tre hileras de caña de azúcar, café, tabaco, caucho, sisal, 

cacao, palma de coco, citricos y piña. 
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En Indonesia, las hojas y las flores jóvenes 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 días en agua, se ferme~ 

tan durante tres o cuatro dias más y finalmente se cuecen an­

tes de consumirlas (23). 

La taxonomía aceptada actualmente para esta leguminosa es 

la siguiente: 

Reino: Planta e 

División: Magnol iophyta 

Clase: Magnoliópsida 

Subclase: Rosidae 

Orden: Rosales 

F ami 1 i a: Leguminosa e 

Subfamilia: Papilionoideae 

Tribu: Phaseoleae 
Subtribu: 

Género: 
Di oclei nae 

Canavalia 

} Según Cronquis, 1981 ( 1 6) . 

Según Cronquis, 1968 (17). 

Según 
Lackey, 1981 (35). 

Especie: Canavalia ensiformis 

En nuestro pais, Canaval ia ensiformis probablemente no es 

una planta nueva: en el estado de Yucatán fueron encontrados 

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

dza 1 tun, a 10 Km a 1 norte de Mérida. Hay evidencias que su-

gieren que estos restos de semillas son de Canaval ia ensifor 



mis ( 80) . 

El alto rendimiento proteico que se obtiene con~ ensifor­
~ (31.5 g proteína/100 g Vs 26. 1 g proteína/100 g en Phaseo­
seolus vulgaris) así como 1,1 facilidad con que se desarrolla 
en terrenos pobres (33) convierten a esta plánta en una impar 
tante fuente potencial de alimento para animales de interés 
económico, pílrticularmente en la zona norte de la península de 
Yucatán, adonde se observa un buen incremento en la producción 
ganadera, avícola y porcina. El tamaño grande de las semillas 
de C. ensiformis, así como su buena germinación, la hacen apr~ 

piada para las siembras manuales en los suelos rocosos de la 
zona. Las vainas son grandes y fáciles de cosechar manualmen­
te. 

El inter~s actual se centra en la perspectiva de utilizar 
la semilla de C. ensiformis en raciones para aves y cerdos. 
Tambi~n podría ser utilizada para la alimentación de rumiantes 
ya que produce cantidades impresionantes de forraje. 

Las plantas obtenidas de las semillas llevadas de Venezu~ 

la a Yucatán en 1980 tuvieron un crecimiento muy vigoroso. 
En el año de 1981, una siembra grande produjo 1 800 Kg/ha de 
semillas secas. Esta producción puede compararse con las pr~ 
ducciones de 1000 y 400 Kg/ha de maíz y frijol respectivame[ 
te, bajo condiciones s imi 1 a res ( 33). 

Este trabajo forma parte de un esfuerzo multidisciplina­
rio entre el Departamento de Bioquímica Vegetal de la Fac. de 
Química de la UNAM y el Centro de Investigaciones Científi­
cas de Yucatán (CICY) cuyos objetivos son evaluar las pers­
pectivas agronómicas y de utilización del grano en nuestro 
país, concretamente en 'lucatán, eliminar los componentes tó­
xicos que como toda leguminosa contiene y algunos que son 
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inherentes al metabolismo nitrogenado particular de esta pla! 
ta. 

El objetivo general de este trabajo es iniciar y compleme! 
tar investigación básica tendiente a comprender la regulación 
del metabolismo de los análogos tóxicos de aminoácidos, parti 
cularmente de la L-canavanina, presentes en ~ ensiformis en 
los cuatro tejidos principales de la planta (cotiledones, ho­
jas, tallo y raíz) durante los siete primeros días de su de­
sarrollo. 

El objetivo particular se detalla a continuación: 

A. Metabolismo del nitrógeno en Canavalia ensiformis L.: 
A.l. Catabolismo. 
A.1.1. Obtener las curvas de crecimiento de la planta d~­
rante sus primeros siete días de germinación y determinar 
la ontogenia de las siguientes enzimas: 
-Asparagino Sintetas, AS 
-Glutamato Sintasa, GOGAT 
para cada tiempo y cada tejido, así como la importancia 
que cada una presenta dentro de las vías respectivas de 
asimilación del amonio. 

A.2. Cuantificar las pozas metabólicas, en el mismQ períQ 
do y en los cuatro tejidos mencionados, d~: 

-Amonio -Urea 

-Nitratos -Nitritos 

-Aminoácidos -Proteína total. 
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C A P I T U L O 

A N T E C E O E N T E S 

1 .l. ASPECTOS GENERALES 

La productividad de una planta es un conjunto de caracteri~ 

ticas interconectadas. Una de éstas es la capacidad asimilato­

ria del nitrógeno, lo cual no significa solamente la toma del 

nitrógeno del suelo, sino también su transporte y transforma­

ción siendo esta última el conjunto de reacciones bioquímicas 

moleculares que llevan a la conversión del nitrógeno inorgini 

co en nitrógeno orgánico. 

El nitrógeno es uno de los elementos mis inertes y para p~ 

der reaccionar con otros elementos o compuestos requiere temp~ 

raturas y presiones muy elevadas. Sin embargo, algunos microo~ 

ganismos llevan a cabo estas transformaciones a temperaturas 

y presiones atmósféricas en las que existen los seres vivos, 
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usando energía proveniente de las plantas, o la generada por 

sí mismos. El nitrógeno atmosférico es convertido de esta ma­

nera en nitrógeno inorgánico reducido (amonio), el cual puede 

ser oxidado por la flora del suelo hasta nitrato (43). Esta es 

la forma de nitrógeno más favorable para ser asimilado por las 

plantas. Sin embargo, los nitratos no pueden ser directamente 

incorporados a las moléculas orgánicas de las plantas, deben 

ser convertidos nuevamente a amonio. 

La incorporac~ón del ión amonio en los compuestos orgánicos 

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 181) 

obtenidos después de suministrar amonio a Candida !:!_~-~~. el 

papel central de la asimilación del amonio se atribuyó duran­

te largo tiempo a la glutamato destiidrogenasa (L-glutamato : 

NAO+ ox1dorreductasa, EC 1.4.l.2, GDH). Sin embargo, después 

de los trabajos de Elliot (24), se dijo igualmente que la gl_!! 

tamino sintetasd (L-glutamato: amonio ligasa (ADPJ, EC 6.3.1.2, 

GS) podía utilizar muy eficazmente al ión amonio. 

La evidencia aportada en 1970 por Tempest (g3) acerca de la 

existencia de la glutamato sintasa (GOGAT), enzima que catali­

za la formación del ácido glutámico a partir de la r¡lutamina y 

del 2-oxoglutarato, permite conectar directamente a la glutami 



9 

na al metabolismo intermediario. Además, el par enzimático GS­

GOGAT constituye un sistema muy eficaz para la incorporación 

,del amonio en los compuestos orgánicos y a la fecha se le atri 

buye un papel superior al de la GDH en Ja formación del ácido 

glutámico en los vegetales (56). 

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

En 1970, Tempest ~ ~ (93J reportaron una nueva enzima en 
preparaciones de A.:.. aerogenes. Dicha bacteria, en condiciones 
de concentración de amonio limitadas sintetiza glutamato en un 
proceso de dos etapas que involucra primero la síntesis de gl~ 

tamina y luego la transferencia reductiva del grupo amido a la 
posición C-2 del 2-oxoglutarato formando así dos moléculas de 
glutamato. Es en este último paso donde interviene la enzima 
descubierta. El nombre original dado a esta enzima fue L-gluta 
mina (amida): 2-oxoglutarato aminotransferasa (NADP+ oxidorre: 
ductasaJ y del cual se deriva el acronimico GOGAT. 

La enzima ha recibido también el nombre trivial de glutama­
to sintasa. La reacción.catalizada por dicha enzima e~: 

GLN + 2-oxoglutarato + NADPH ---- 2 GLU + NADP+ 

La enzima de ~ aerogenes mostró una especificidad absolu­
ta por NADPH como donador ·de los electrones. Poco después su 
presencia fue demostrada en levaduras (llJ y en bacterias fij! 
doras de nitrógeno así como en los bacteroides de las plantas 
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superiores noduladas \58, 82¡. 

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

En 1974, Lea y Miflin sugirieron que la GDH no era la princ1 
pal enzima responsable de la incorporación del nitrógeno en el 
grupo a - amino de los aminoicidos (37). En el caso de las ho­
jas de las plantas superiores ya se habia acumulado evidencia 
considerable de que los cloroplastos son el sitio principal de 
la producción de nitrógeno a - amino (4, 27, 53) pero aunque 
los cloroplastos contienen GDH, el nivel de actividad encontra­
do era bajo, así como una alta Km de la enzima para amonio, ma­
yor de hecho que la concentración de amonio requerida para des! 
coplar la fotofosforilación. Los cloroplastos contienen tam­
bién GS, la cual posee una Km menor para amonio y una actividad 
mucho mayor (29, 54, 62). 

Si la glutamina producida de esta manera era una forma inte~ 

mediaria de almacenar nitrógeno, debia entonces existir alguna 
forma de transferir el grupo amido de la glutamina al grupo am1 
no del glutamato. La enzima capaz de hacer esto es la glutama­
to sintasa (L-glutamina: 2-oxoglutarato aminotransferasa \NADPH 
oxidante) EC 1.4.1.14). 

La evidencia presentada por Lea y Miflin en 1974 (37), de­
muestra 1¡ue, efectivamente, los cloroplastos pueden desarrollar 
una síntesis de glutamato dependiente de la luz y que los ex­
tractos de cloroplastos contienen una glutamato sintasa 
(EC 1.4.7.1) que utiliza ferredoxina en Jugar de piridin nu­
cleótidos (NADPH ó NADH) como donador de los electrones. 

La demostración 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 incorporación del nitrato en nitrógeno 

a - amino: 

La hoja normalmente recibe su nitrógeno inorgánico 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, NRJ y 
la nitrato reductasa (NAD(P)H: oxidcrreductasa, EC l.b.6.4, NiR) 
a amonio. Ambas reacciones son fuertemente estimuladas por la 
luz. La nitrito reductasa está local izada 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 función fotosint~ti­

ca de los cloroplastos. 

Rhodes y Rendan (68) en 1976 encontraron en Lemma minar una 
glutamato sintasa dependiente de Fd. Esta enzima es especifica 
para la glutamina como donador del nitrógeno y para 2 - oxoglu-
tarato como el aceptor del nitrógeno. Sus estudios con esta 
planta acuática muestran que cuando aumenta la disponibilidad 
del amonio ocurre un incremento en la relación actividad de GDfV 
¿1ctividad de GS, lo cual sugiere fuertemente que hay un cambio 
de la asimilación via la ruta de síntesis de glutamina seguida 
de la sintesis de glutamato a la asimilación por entrada direc­
ta a glutamato. 
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Miflin y Lea (55) reportaron que los sistemas de glutamato 

sintasa en hoja y raíz de chícharo pueden utilizar tanto Fd c~ 

mo metil vlológeno reducidos como donadores de electrones. 
Adicionalmente, la enzima de raiz podia utilizar nucle6tidos 
de nicotinamida reducidos obteniendo además una mayor activi­
dad con NADH que con NADPH. También encontraron que las enzi­
mas de hoja de raíz son especificas para glutamina y 2 -oxo­
glutarato. 

Beevers y Storey, \5) demostraron en cotiledones de chícha­
ro en desarrollo (Pisum sativum} la pre>encia de una glutamato 
sintasa que es específica para glutamina como donador amida. 
La actividad de esta enzima es mayor con NADH que con NADPH co 
mo donador de electrones. 

Fowler P.t !!_!_. \26) y Dougal (22) sugirieron que la activi­
dad con NADH y NADPH representa una falta de especificidad. 
La otra posibilidad es que la actividad de una fosfatasa de Pi 
ridin nucleótido pueda estar convirtiendo NADPH a NADH ¡25, -

lDOJ el cual puede ser el donador d<: electrones preferido. En 
cotiledones de chicharo en desarrollo la menor eficiencia del 
NADPH en apoyar la actividad de la glutamato sintasa está en 
favor de la última alternativa ¡5). Por ot1·a parte, en 1978, 

Storey y Reporter (88) ootuvieron evidencia que indicaba que 
la actividad enzim&tica con NADPH era un artefacto del ensayo 
.!..!! .'0_ t ro , de b i é n do s e a l a pre s en e i a d e u na a e t i v i dad d.e fo s fa -
tasa de piridín nucleótido. 

Resultados más recientes con preparaciones altamente purifi 
cadas indican que el NADH es el ~nico donador de electrones fi 
siológico en nódulos 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 reacc1on enzimática pero no puede usar NADPH ó Fd reducida 
(46). Por el contrario, Meers et tl· (51) indicaron que la a~ 

tividad de la glutamato sintasa en varias especies bacteria­
nas es NADPH-específica. 

El papel asignado a la glutamato sintasa va más allá de la 
simple asimilación del nitrógeno inorgánico a nitrógeno orgá 
nico. Sodek y Da Silva \83) sugirieron que la glutamato sin­
tasa juega un papel clave en la asimilación de nitrógeno en 
el endospermo de maíz ya que provee de un medio a travis del 
cual el nitrógeno transportado en forma de glutamina se vuel­
ve disponible para la síntesis de otros aminoácidos que se 
utilizan en la síntesis posterior de Ja proteína de reserva 
de la semilla o cotiledones. El origen de los aminoácidos 
utilizados en la síntesis de dichas proteinas de reserva (gl~ 

bulinas} se ha vuelto objeto de interés creciente en años re­
cientes. El balance de aminoácidos en la corriente transloc~ 
torta que abastece a la semilla en formación es muy diferen­
te de la composición de aminoácidos de las proteínas de rese~ 

va, siendo asparagina y glutamina Jos principales compuestos 
de nitrógeno que entran en las semillas (2, 40, 63). Estu-­
dios con 15N (2, 41) han demostrado que el nitrógeno amida de 
estos aminoácidos es rápidamente transferido al grupo amino 
de otros aminoácidos. Esto sugiere un papel importante para 
la biosíntesis de aminoácidos en las seiniJlas en desarrollo. 
Traba~os con 14N han establecido que las rutas de b1o~~ntesis 
de lo~aminoácidos proteicos están operando en semillas en de 
sarrowo {7, 64, 84). 

Surge la pregunta de cómo el nitrógeno amida se vuelve di! 
ponible para la biosíntesis de los aminoácidos. En el caso 
de la glutamina, Lewis {40) ha sugerido que la ruta de la gl~ 
tamato sintasa es clave para este e5quema 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-



ra la biosfntesis de otros aminoácidos vía las reacciones de 
las transaminasas. En el caso de cotiledones de chícharo en 
desarrollo, Storey y Beevers encontraron actividad de una 
GOGAT dependiente de piridín nucle6tido con mayor actividad 
con HADH que con HADPH y que dicha actividad era suficiente 
para explicar el metabolismo de todo el nitrógeno acumulado 
en las proteínas de la semilla (87). 
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En 1978, Storey y Reporter (88), al estudiar la glutamato 
sintasa de cotiledones de soya en desarrollo encontraron que 
la formación de glutamato a partir de glutamina podía utili­
zar tanto piridin nucleótido como Fd corno 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 biosíntesis .!.!!. ~~de los aminoácidos requeridos para 
la asimilación del nitrógeno y la acumulación de proteínas de 
reserva en la semilla en formación. 

Wallsgrove, (97) aisló y purificó 170 veces la GOGAT de Vi­
~ faba y encontró que era dependiente de Fd, con un peso mo­
lecular de 145,000, con especifidad respecto de sus sustratos 
y la reacción era inhibida fuertemente por la azaserina, un 
análogo de la glutamina. 

Arima (1), estudió la GOGAT en extractos de raíz de arroz. 
Esta enzima resultó ser dependiente de Fd y no podía utilizar 
al NAD(P)H corno 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 raíz de chícharo (55) y de la de cultivos de 
células de zanahoria (22). 

Hasta 1979 se había acumulado una gran cantidad de informa­
c1ón acerca de las funciones de la enzima. Sin embargo, la la­
bilidad de la enzima ha sido una característica que hace su p~ 
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rificación mas bien difícil l9,88) por lo que a excepción de 
la GOGAT de Vicia faba no se había obtenido una preparación al 
tamente purificada que proporcionara datos acerca de las pro­
piedades de la enzima. 

En 1979, (48) Matoh purificó la enzima de cotiledones de 
chícharo en desarrollo para determinar si la enzima podía uti-
1 izar NADH y/ó Fd ó si dos enzimas estaban presentes, una que 
utilizara NADH y la otra Fd. Matoh sometió una porción del e~ 

tracto enzim5tico a filtración en gel usando una colµmna de S! 
phadex G-200. En cada fracción se realizó el ensayo con NADH y 
con Fd. Las actividades dependientes de NADH (GOGAT IJ y la d! 
pendiente de Fd (GOGAT II} aparecieron como dos picos distintos. 
Los pesos moleculares estimados fueron 220,000 para la GOGAT I 
y 155,000 para la GOGAT JI. Se observaron diferentes conductas 
con diversos inhibidores tanto para la GOGAT I como para la GQ. 
GAT II. Los derivados de acridina que inhiben a las fidvc~n1i­
mas (98) inhibieron a una concentración de 1 mM únicamente a 
la actividad de la GOGAT I de un 10 a un 30%. Ambas enzimas fue 
ron inhibidas en mayor proporción por la azaserina (90% de inhi 

bici ón}. 

El peso molecular de 155,UOO estimado para la GOGAT ll de 
cotiledones de chícharo en desarrollo e~ comparable a los encon 
trados para las enzimas de hojas de Vicia faba (145,000), (97) 
y hojas de maíz (160,000) (47). El 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~ aerogenes (95). 

Ann Oaks ~E.]_. (60} estudiaron una glutamato sintasa de­
pendiente de NAD(PJH en endospermo y raíz de maiz y encontra-
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ron que con el KCl se obtenía la máxima actividad en cada te­
jido. También encontraron que lo~ cationes divalentes tales 
como el Mg+2 o el Mn+2 activan a la enzima. Ma toh et tl·, en 
1980, encontraron que el ión amonio y el ión fosfato estimula 
ban significativamente la reacción. 

La glutamato sintasa bacteriana es afectada por varias sa­
les e inhibida considerablemente por Cocl 2, CdCl 2 y NiC1 2 (57). 
Efectos similares se han encontrado para la GOGAT-Fd de clor~ 

p]astos de plantas superiores estudiada por Hal lgrove et al. 
(97) siendo el NiC1 2 el inhibidor más efectivo. 

Matoh et al. al estudiar en 1980 la GOGAT-NADH de coleoptj_ 
los etiolados de chícharo (Pisum sativurn), purificada 1400 v~ 

ces, encontraron evidencia que sugiere que la GOGAT-NADH se 
plantas superiores es una flavoprotelna 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 rnedia(n) el flujo de electrones entre el pj_ 
ridin nucleótido y la proteína catalítica, (46). 

Hasta ahora, el significado de la presencia de una GOGAT 
específica para Fd en tejidos no verdes tales corno células 
cultivadas, raíces y cotiledones no se encuentra clara por la 
ausencia de ferredoxina en estos tejidos. 

Matoh y Takahashi \45) han hecho 
al respecto y sus datos, obtenidos 
charo en desarrollo, indican que la 
predomina en hojas inmaduras. 

investigaciones recientes 
con cotiledones de chí­

glutamato sintasa-NADH 

Durante la maduración, su actividad decrece y la actividad 
dependiente de Fd se incrementa. Sus experimentos indican que 
los cloroplastos inmaduros favorecen una conversión indepen-
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diente de la luz de glutamina a glutamato mediante la GOGAT­
NAOH. Por otro lado, tanto en raíces, como en coleoptilos e­
tiolados de chfcharo la GOGAT-NADH es la más importante en el 
metabolismo del nitr6geno durante las primeras etapas del cr~ 

cimiento, mientras que la enzima dependiente de Fd es la que 

predomina durante la maduración. 

1.3. ASPARAGINO SINTETASA. IMPORTANCIA Y CARACTERISTICAS. 

A la fecha, se tiene bien establecido que en leguminosas 

en germinación hay formación de amonio mediante la desamina­

ción oxidativa de los aminoácidos liberados por proteólisis 

(18), sin embargo, el método preciso de formación del amonio 

permanece en duda. La arginina (o canavanina en el caso de 

Jack Bean) puede ser hidrolizada por la acción de la argina­

sa y de la ureasa en la mitocondria de los cotiledones de Vi 

~faba para dar amonio (34). 

Una revisión de la literatura (36) sugiere que la síntesis 

de asparagina tiene lugar cuando la planta se enfrenta a un 

exceso de amonio más que de ~itrato. El amonio puede prove­

nir de a) fertilizarites aplicados externamente, b) del nitró­

geno fijado por los nódulos de las raíces, cJ desaminación 

de aminoácidos provenientes de una proteól is is directa e, g, 

en semillas en germinación u hojas senescentes d) desamina­

ción de aminoácidos acumulados bajo condiciones de síntesis 



de protefoas reducida. El amonio puede ser extremadamente 

tóxico ya que desacopla la fotofosforilación en cloroplas­

tos {3) y reduce la síntesis de proteínas (65) y de almido 

nes (49). 

En el caso de que glutamato esté disponible, el amonio 

puede ser incorporado en glutamina mediante la acción 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 nitrógeno es transportado desde las raíces 

hasta las hojas. la síntesis de glutamina ya ha sido bien 

caracterizada en plantas (86). El mecanismo de formación 

de la asparagina por la acción de la asparagina sintetasa 

(L-aspartato: L-glutamina amida ligasa (formadora de AMP), 

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

Por otra parte, la glutamina es un metabolito extremad! 

mente activo, que dona su nitrógeno amida a un gran número 

de sustratos (12). La presencia de altas concentraciones 

de glutamina puede por tanto alterar el metabolismo celular 

y por esto se requiere de un compuesto relativamente inert~ 

capaz de almacenar nitrógeno económicamente. La asparagina 

llena estas caracter1sticas y se forma en una reacción que 

18 
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utiliza aspartato como aceptar de nitrógeno y amonio o el gr! 

po amido de glutamina como el donador de nitrógeno. 

o + 

gln 

2+ aspartato + ATP, Mg AS asparagina + AMP +PPi 
+ (glutamato) 

Webster y Varner (99), empleando un sistema de ensayo bas! 

do en altas concentraciones de aspartato e hidroxilamina, su-

girieron que la asparagina era sintetizada a partir de aspar-

tato y amonio mediante una reacción dependiente de ATP en 

plantas superiores. 

Lea y Fowden (36) encontraron en Lupinus albus una AS de­

pendiente de glutamina, cuya actividad se incrementa rápida­

mente después del primer día de germinación, 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 germinación 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 nitrógeno 

y encontraron que son inestables y que sólo es posible una 

purificación parcial si se efectúa en presencia de glicerol 

y mercaptoetanol. Si se continúa la purificación usando 



fraccionamiento con acetona o cromatografía en DEAE-celulosa 

la actividad se pierde por completo. 

D'Neal y Joy, en 1974 (61) encontraron que la reacción de 

la AS no es similar a la de la GS como sugeriría 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 PPi y tiene una Km para amonio bastante ma 

yor. 
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Rognes ( 69), Streeter (89) y Lea y Fowden (36) reportaron 

la localización de la enzima en el citosol. La acumulación 

de altas concentraciones de asparagina sugiere que es almac! 

nada en un sitio diferente de aquel en donde se sintetiza ya 

que el producto de la reacción, asparagina, inhibe su propia 

formación (36). ·Probablemente se almacena en vacuola y la 

síntesis ocurre afuera del tonoplasto o membrana vacuolar, y 

la asparagina formada es rápidamente transportada a vacuola. 

Rognes en 1975 encontró en la AS purificada de Lupinus 

luteus (71) una actividad de glutam·inasa (EC 3.4.1.2) que 

permaneció sin alteración después de todos los pasos de puri­

ficación. Streeter (89) en semillas en desarrollo de soya y 

Horowitz y Meister (30) en células turnara les de ratón habían 

reportado también una actividad de glutaminasa asociada a la 

AS. Por analogía con varias otras N-transferasas ligadas a 
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la glutamina es muy probable que la actividad de glutaminasa 

represente una reacción parcial del proceso total, posible­

mente localizada en una subunidad especial de la estructura 

enzimática. 

Las enzimas estudiadas por Streeter (89) y Rognes (71) 

presentaron varias propiedades generales en común: 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 lo cual es evidencia de que la reacción en una transfe~ 

rencia clásica del nitrógeno amida de la glutamina a una mo­

lécula aceptara (12). 

Lea y Fowden reportaron en 1975 (36) que la AS de Lupinus 

al bus no requiere de iones Cl-. Rognes en 1980 (70) encon­

tró que los iones F- y r- son activadores de la AS de !J!.E..j_­

~ luteus así como los iones NOj y CN-. Horowitz y Meis­

ter (30) reportaron un 10% de incremento en la actividad de 

la AS de células de ratón al aíladir Cl~. 

Rognes (71) purificó la AS de cotiledón de Lupinus luteus 

500 veces. La enzima era lábil y requería protecci6n con al-
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tos niveles de tioles y glicerol y encontró que los sustratos 

tambien la estabilizan. Esta enzima puede utilizar tanto 

NH4Cl como glutamina. Una concentración de NH 4Cl de 10 a 20 

veces más alta que las usadas para glutamina podia reemplazar 

a la glutamina en la formación de iguales concentraciones de 

asparagina. La Vmáx con rrn 4cl como donador de nitrógeno fue 

de un 305; la Vmáx obtenida con g 1 utamina a pH de 7 .8. La re-

1 a c i ó n de 1 a s a c t i v i d a de s d e p e n d i en t es d e amo n i o y de g 1 u tam i na 

no cambió apreciablemente durante la purificación. Cuando la 

NH 20ll reemplazaba a la glutarnina el producto identificado era 

el 8-aspartil hidroxamato. La formación del hidroxamato re­

queria de aspartato, ATP y Mg 2+ 

En los sistemas de mamíferos ( 30) se ha encontrado que la 

glutamina puede ser reemplazada por amonio como donador del 

nitrógeno. En bacterias, el amonio es la fuente primaria de 

nitrógeno para la reacción (14). 

En J 9 7 9 , S tu l en y O a k s a i s 1 a ro n y es tu d i ar o n l a AS de r a í z 

de maiz (~ ~), (91). Sus resultados indican que las acti 

vidades de la 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 sólo un poco más eficiente con glutamina 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 la 

inestabilidad de la enzima (67,69) y a la falta de un ensayo 

rápido adecuado. 

A la fecha hay suficiente evidencia presentada en favor de 

un intermediario, el aspartil adenilato, en la reacción catall 

zada por la AS dependiente de amonio obtenida de E. coli. Esta 

enzima cataliza una reacción aspartato-dependiente en la cual 

hay un intercambio ATP PPi y un intercambio de 18 0 de 

aspartato a AMP (14,52,67). 

Los compuestos que actúan como inhibidores de la AS se han 

dividido en dos grupos (67): los análogos de glutamina y los 

análogos del aspartil adenilato o aspartil B-fosfato. 

De los análogos de glutamina, la inhibición más fuerte es 

producida por la albizina. El mecanismo de inhibición no ha 

sido determinado aún pero se sabe que es competitivo con res 

pecto a la glutamina. Por otra parte, Ja Ki que se obtiene p~ 

ra albizina es s61o ligeramente más alta que la determinada 

para la glutamina (32,69,89). 

De los análogos del aspartil B-fosfato y del aspartil ade­

nilato el inhibidor más potente es el ácido L-2-amino-4-oxo-

5(5'-adenosil) fosfonopentanoico el cual tiene las siguientes 

caracteristicas que pueden contribuir a la afinidad por la en 



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

nato monoaniónico y c) una porción de adenosina. 
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Pike y Beevers han reportado (67) datos que apoyan los 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 investigación adicional al respecto. 

1.4. LA PLANTA, CARACTERISTICAS GENERALES Y SU TOXICIDAD 

Se ha observado que la harina de C. ensiformis causa hemo 

rragia de la mucosa del estómago 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 

contie~en compuestos tóxicos diversos: alcaloides, análogos 

de aminoácidos, 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: proteínas y análogos de aminoácidos. E~ 

tre las proteinas se encuentran a) las lectinas v.gr. la con­

canavalina A, cuya capacidad para asociarse con la membrana 

celular es lo que determina su toxicidad, b) conatoxina, la 
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cual mediante un mecanismo hasta la fecha no elucidado, actúa 

preferencialmente sobre el sistema nervioso central provocan­

do hipotermia, ataxia y convulsiones (13), y c) inhibidores 

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

de la quimotripsina (92). 

Con respecto a Jos aminoácidos no proteicos, en ~· ensifor­

mis se encuentran la canavanina y la canalina. La L-canavanina 

se encuentra en un gran número de leguminosas (6,8). Actúa co­

mo un potente metabolito, debido a su analogía 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 proteínas 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 biosíntesis de 

la arginina y por tanto disminuye la disponibilidad de ésta. 

c} Compite por receptores específicos de arginina e inhibe 

su incorporación y transporte. 

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

actúa como sustrato. 
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La ruptura enzimática de la canavanina da origen a la L-ca 

nalina y a la urea. La L-canalina es un análogo de la ornitina 

que inhibe fuertemente a las enzimas dependientes de fosfato 

de piridoxal (vit. B6) como las transaminasas. 

La canavanina es sintetizada por un ciclo de reacciones aná 

logo al ciclo de Krebs-Henseleit para la producción de urea 

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

enzimas del ciclo de reacciones mencionado: la canal ina carba­

mil transferasa (EC 2.1.3.3.) (21,74); la argininosuccinato 

sintetasa (EC 6.3.4.5.) (74) y la ácido argininosuccinato lia­

sa (EC 4.3.2.I) (78,96); la enzima que reutilizaría a la cana­

lina para sintetizar canavanina no ha podido ser determinada 

(75), si bien la reaccion se lleva a cabo..!.!!. vivo. Ver figura 

l. l. 

En la semilla de f. ensiformis, la canavanina constituye 

un 95% o más del nitrógeno encontrado en los aminoácidos li­

bres (76). Por otra parte, la concentración de la canavanina 

disminuye rápidamente durante la germinación y los primeros 

estadios del desarrollo. Lo anterior apoya fuertemente la 

hipótesis de que este aminoácido es una fuente, tal vez me­

taból icamente más eficiente, de reserva de nitrógeno en la 

semilla. Su movilización y utilización ocurre vía arginasa 

(EC 3.5.3.1) la cual hidroliza a la canavanina a L-canalina 

y urea (20). La urea es hidrolizada por la ureasa (EC 3.5.1.5) 
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a co2 y amonio. El amori io resultan te es una fuente importante de 

nitrógeno reducido pero que además es tóxico para la planta 

por lo que debe ser asimilado rápidamente, para lo cual seco­

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

a) La vía de la deshidrogenasa glutámica, GDH, (EC 1.4.1.2). 

b) La vía glutamino sintetasa (EC 6.3.1.2)/glutamato sintasa 

-Fd ó glutamato sintasa-NAD(P}H, (EC 1.4.7.l) ó (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 nitró­

geno para la síntesis de asparagina. 
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M A T E R 1 A L E S y M E T O D O S 

II.1. MATERIAL BIOLOGICO 

Las plantas utilizadas en los experimentos provenían de la 
germinación de semillas de Canavalia ensiformis donadas por la 
Facultad de Medicina Veterinaria de la Universidad de Yuca­
tán. El tratamiento que se les dió fue el siguiente: 

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

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

e) 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 3oºc en la fase iluminada y de 2sºc en la fase oscura. 

e) Se procedi6 a cosechar las semillas hidratadas de 12 h 
y de 24 h así como las plántulas de 2,3,4,5,6 y 7 días. Se 

30 
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separaron las raíces, los tallos, los cotiiedones y las hojas. 
Una parte se uti 1 izó para la determinación de las curvas de 
crecimiento y la otra parte se congeló a -70°c. A partir de e~ 

tos últimos tejidos se prepararon Jos extractos con Jos cuales 
se midieron las actividades enzimiticas y las pozas de amino­
ácidos, nitratos, nitritos, urea, amonio y proteína total. 

I!.2. MATERIAL DE VIDRIO 

El material de vidrio utilizado se lavó con deter9ente, se 
enjuagó con agua destilada y se secó en estufa. 

11 .3. EQUIPO 

Agitador Vortex Genie. 
Autoclave, Electric Steroclave No. 25 X. 
Balanza analítica, Mettler. 
Balanza analítica el~ctrica, OHAUS, BRAINWEIGH B 300 D. 
Baño de temperatura constante, Colora. 
Centrífugas, BECKMAN J2-21 y MSE. 
Espectrofotómetro, UNICAM SP 1805 con control de temperatu­

ra y programador de tiempo. 

Incubadora, GCA/Precision Scientific con fotoperíodo progr! 
mable. 

Micropipetas, Finnipipette, de 0-5, 5-20 y de 200-1500 ul. 
Placas de calentamiento y agitación, Thermolyne. 
Polytrón, PCU-2. 
Potenciómetro, Conductronic. 
Refrigerador de -?oºc, Kelvinator No. 100. 

I I .4. REACTIVOS 

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

II.5. METODO EXPERIMENTAL 

II.5.1. OETERMINACIOU DE LAS CURVAS DE CRECIMIENTO 

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

%IPF Peso final - Peso inicialx 100 Peso inicial 

Las unidades de peso son gramos. El incremento en el peso 
fresco puede tambifin gr!ficarse directamente como peso fresco 
(peso final) Vs tiempo. 

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

% Humedad Peso fresco - Peso secoX 100 Peso fresco 

Las unidades de peso son gramos. El peso seco se obtuvo en 
estufa a 6o0 c. 

Graficando estos datos contra el tiempo se obtienen las 

curvas de crecimiento de la planta durante los primeros sie­

te días de germinación. 
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II.5.2. PREPARACION DEL EXTRACTO ENZIMATICO 

El extracto enzimático de los tejidos empleados (hoja, c.Q_ 

tiledón, tallo ó raíz) se obtuvo mediante el siguiente proc~ 

di miento: 

1.- El tejido se congeló a -7o 0 c por 3 horas o más. 

2. - El tejido congelado se molió en un mortero pr.eviamente 
enfriado a -7o 0 c hasta convertirlo en un polvo fino. 

3.- Al tejido pulverizado se le adicionó el buffer de ex­
* tracción en una relación 1:2.5 (p/v) y 5% (p/p) de polivinil 

pi r ro 1 id o na ( P V P) . 

4.- La mezcla se homogenizó por dos minutos en un politrón 
a máxima velocidad. 

5.- El ex tracto obtenido en el paso anterior se pasó a t r'ª-
vés de 4 capas de gasa. 

6.- E 1 filtrado se centrifugó a 18,000 rpm durante 30 min!:!_ 
tos en el rotor JA-20 y a 2° e en 1 a centrifuga J2-21. En el 
caso de los cotiledones de 0-5 días, se requirió efectuar una 
extracción con cloroformo 1:1 (v/v), se agitó en un embudo de 
separación, se dejó reposar para que se separaran las fases y 

se efectuó una segunda centrifugación con las mismas condici.Q_ 
nes que en la primera ocasión. De esta maner.a se eliminó la 
interferencia por exceso de 1 ipidos en los cotiledones. 

7.- El sobrenadante de la centrifugación (extracto crudo) 
fue utilizado para las determinaciones enzimáticas. 

* a) Se usó tampón de fosfatos 50 mM, EDTA 1 mM, mercapto~ 

tanol 5 mM, pH 7.5 (para medir GOGAT-Fd y GOGAT-NAD(P)H. 

b) Se usó tampón Tris-HCl 50 mM, Cac1 2 .2H 2o 1 mM, merca.!! 
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toetanol 5 mM, pH 8.2 (para medir AS). 

Todas las operaciones se efectuaron a 0-4ºc. 

II.5.3. DETERMINAC!ON DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA DE LA 
ASPARAGINO SINTETASA 

La actividad enzimática de la AS se midió por el método de 
Stulen y Oaks (90) con modificaciones introducidas en el pre­
sente trabajo. La mezcla de reacción contenía: 

Tris-HCl 50 mM pH 7. 6 2. o. 1 . 9' 1.8' l. 7 ml 

ATP 8.00 mM pH 7.0 rp 0.2 ml 

Asp-Na 33.33 mM 0.2 ml 

MgS04 33.33 mM 0.1 ml 

NH 20H 10.00 mM pH 7.0 rp 0.3 ml 

Cisteína 3.33 mM 0.1 ml 

Extracto o .1, o. 2. o. 3' O .4 ml 

Volumen Total 3.0 ml 

(rp = recién preparado) 

La reacc1on se inició con la adición del aspartato. La me~ 

cla de reacción se incubó por 30 minutos a 37°c. La molaridad 
de las soluciones se refiere a la molaridad final, excepto p~ 

ra el Tris-HCl. En cada determinación se usó un blanco a tiem 
pocero, es decir, contenía todos los reactivos y el mismo vo­
lumen de extracto enzimático pero la reacción se detenía en 
el tiempo cero adicionando 1 ml del reactivo de cloruro fé­
rrico. 
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El~ -aspartil hidroxamato formado se: determinó adicionan­
do 1 ml del reactivo de cloruro férrico (volúmenes iguales de 
FeC1 3.6H 20 al 10% en HCl 0.2 N, TCA al 24% yHCl al 50%). 

Se centrifugó 30 minutos a 3,000 rpm y se midió el incre­
mento en la absorbancia a 540 nm respecto a cada blanco. 

La velocidad de la reacción se expresó como nmoles de 
~ -aspartil hidroxamato formados por minuto, para l.o cual se 
utilizó la gráfica de calibración de la figura 2.1. 

Una unidad enzimática se definió como la cantidad de enzi 
ma que ca tal iza la formación ~e 1 nrnol de ~-aspartil hidrox~ 

mato por minuto bajo las condiciones de ensayo. La actividad 
espe~if1ca se expresó corno unidades de enzima por miligramo 

·de proteína. Véanse las gr6ficas de 9cti~idad enzimática va­
riando el tiempo de incubación y la concentración del extrae 
to enzimático, figs. 2.2 y 2.3. 

II.5.4. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA DE LA 
GOGAT - NAD(P)H 

La actividad enzimática de la GOGAT-NAO(P)H se determinó 
por el método de Beevers y Storey (5), con las rnodificacio­

.nes introducidas por Loyola (42). La mezcla de reacción co~ 
tenia: 

Fosfatos 
rx - KG 

Glutamina 
NAD(P)H 
Extracto 
Volumen Total 

100 

10 
30 

160 

mM,pH 7. 5 l. 65' 
rnM, p H 7.0 

rnM 

uM 
o. 15' 

l. 5' 1.35' 1.20 ml 
0.5 rnl 
"5 ml 

tJ. 2 m 1 

o. 3' o. 45' O. 60 ml 
3.0 ml 
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La mezcla de todos los compon~ntes, excepto el NAD(P)H, se 

incubó a 30°C por dos minutos y después se inició la reacció~ 

añadiendo el NAD(P)H. Se graficó la disminución en la absor­

bancia a 340 nm. Se usó sólo la parte lineal de la gráfica. 

La molaridad de las soluciones se refiere a la molaridad fi­

nal, excepto para el tampón de fosfatos. Cada determinación 

fue acompañada de su respectivo blanco, el cual contenía to­

dos los reactivos (incluyendo al extracto) a excepción del 

~ - KG y de la glutamina cuyos volúmenes fueron sustituidos 

con tampón. 

La velocidad de la reacción se expresó como nmoles de 

NAD(P)H transformados por minuto, para lo cual se utilizó la 

gráfica de talibrac16n de la fig. 2.4. 

Una unidad enzimática se definió como la cantidad de enzi 

ma que produce la disminución de un nmol de NAO(P)H por min~ 

to. Véanse las gráficas de actividades enzimáticas variando 

el tiempo de incubación y la concentración del extracto, fi­

guras 2.5 y 2.6. 

II.5.5. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA DE LA 

GOGAT-FERREOOXIHA (METILVIOLOGEND) 

La actividad de la GOGAT dependiente de ferredoxina sed~ 

terminó por el método de Matoh (44), con modificaciones introduci 
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das por Gómez N. (28), La mezcla de reacción contenía: 

Fosfatos 1 O mM pH 7. 5 0.59, 0.57. 0.55, 0.50 ml (a) 
o.so, 0.40, 0.30, 0.20 ml ( b) 

ex: - KG 1 o mM pH 7.0 0.6 ml 

Glutamina 1 o mM pH 7.0 0.6 ml 

meti l viológeno 19 mM rp 0.6 ml 

Extracto 0.01, 0.03, o.os, o. 10 ml (a) 
o. 10, 0.20, 0.30, 0.40 ml ( b). 

Mezcla Na 2s 2o4 92 mM rp 0.6 ml 

Volumen Total 3.0 ml 

(a) En el caso de tejido de cotiledón se trabajó con vol~ 

menes de extracto de 0.01-0.1 ml y con volúmenes de 

tampón de fosfatos de 0.59-0.50 ml en el orden indi­

cado. 

(b) En el caso de los tejidos de tallo y hoja los volúme-

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

tampón de fosfatos de 0.5-0.2 ml en el orden indicado. 

La reacción se inició al agregar a la mezcla de los comp~ 

nentes la mezcla del ditionito de sodio y se incubó a 30°c 

por 20 minutos. Al término de este tiempo, la reacción se de 

tuvo hirviendo durante 2 minutos. 

A continuación, la mezcla de reacción se pasó por una co-
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lumna de resina Dowex (2 cm), se lavó con 10 ml de agua des ti 

lada y desionizada y se eluyó el ácido glutámico formado con 4 

ml de ácido acético 2 M. El ácido glutámico producido y aisla­

do de la mezcla de reacción de esta manera fue medido mediante 

el método de la ninhidrina. Se midió el incremento en la absor 

bancia a 570 nm respecto al blanco correspondiente, el cual 

contenía todos los componentes de la mezcla de reacción a exce~ 

ción del a - KG y de la glutarnina, cuyos volúmenes fueron sus­

tituidos por tampón. 

La molaridad de las soluciones se refiere a la molaridad fi 

nal, excepto para el tampón de fosfatos. 

La velocidad de la reacción se expresó corno nmoles de glu­

tamato formados por minuto, para lo cual se utilizó la gráfi­

ca de calibración de la figura 2.9. Véanse las gráficas de 

actividad enzimática variando el tiempo de incubación y 

y la concentración del extracto enzimático, figuras 2.7 y 

2 .8. 

ll.~.6. DETERMINACION DE LAS PROTEINAS 

Se siguió la técnica de Peterson (66). El procedimiento 

a seguir para la curva patrón y el ensayo de las muestras 

es el mismo: 



Muestra (a) + H2o destilada hasta completar 1 ml 

1 
AGITAR 

+ 

0.1 ml de desoxicolato de sodio al O. 15% 
·dejar reposar por 10 min. a temperatura 

(agitar y 
ambiente) 

+ 

0.1 ml de ácido tricloroacético al 72 %, frfo. 

j 
. 8G IJAR 

Centrifugar a 3,000 rpm por 15 minutos 

r--------- .___I ---1 
SOBRENAOANTE PASTILLA + 1 ml 

(Se descarta) Je agua destilada 

l 
AGITE 

+ 

ml de reactivo A 

A él TE 

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. 

39 
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Reactivo A: mezcla de volúmenes iguales de: 

-Solución base de cobre-tartrato-carbonato (CTC), (0.1 % 

de CuS04.SH 20, 10~ de Na 2co3, 0.2% de KC 4H406.4H20). 

-NaOH o.a N. 

-Dodeci 1 sulfato de sodio al lOX (SOS). 

-Agua destilada. 

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

mezclado con 5 volúmenes de agua destilada. 

La curva patrón se obtiene graficando la concentración de 

albúmina sérica bovina ( 10-100 ug/ml) Vs la absorbancia a 

750 nri. Ver gráfica de calibración, fig. 2.9. 

\a) Se utilizó 0.02 mi de muestra si el extracto era de 

hoja, tallo o raíz. 

Se uti 1 izó 0.05 ml de muestra di luida l :40 para el cazo 

del extracto de cotiledón. 

II.5.7. DETERMiílAC!ON OE GLUTAMATO (AMINOACIDOS) 

Se siguió el método de Cocking l 15). Se realizó una curva 

patrón con ácido glutámico de 5-50 ug de glu. El procedimie!.!_ 

to a seguir para la curva patrón y el ensayo de 1 as muestr'as 



es e 1 mismo: 

Muestra: 0,04 ml + 0.96 ml de agua destilada 
(una muestra del extracto se diluyó 1:10 y 

de ahí se tomó el volumen de 0.04 ml) 

+ 

lml de reactivo de ninhidrina ("B) 

l 
Se pone a ebullici6n 30 minutos 

+ 

2.5 ml de isoropanol al 50% 

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

Reactivo de ninhidrina: 

41 

-Reactivo "A": buffer de citratos U.2 M, pH 5,0±_0.l (re­

cién preparado). Agregar por cada 50 mi de buffer 0.08 g 

de SnC1 2 . 

-Reactivo "B": tomar 10 ml del reactivo "A" y agregarle 

0,4 g de ninhidrina previamente disuelta en 10 ml de me­

tilselosolve (eti lengl icol-monometil éter). 

Ver grafica de calibración, fig. 2.10. 

II.5.8. DETERMINACION DE NITRATOS 

se siguió el método de Nicholas y Nason (59). Se realizó 

una curva patrón con KN0 3. El procedimiento a seguir para la 



curva patrón es el mismo para el ensayo de las muestras: 

Muestra (a): 0.02 mi + 1.48 ml H2o destilada 

+ 

0.1 mi de ácido sulfámico al 10% (p/v) 
! Dejar reposar dos minutos 

+ 

0.4 ml de HC10 4 al 20% (v/v) 

Agitar y medir a!sorbancia a 210 nm 

42 

La curva de calibración se obtiene graficando concentra­
ción en ug de KN0 3 (2 ug -20 ug) Vs absorbancia a 210 nm, 
figura 2.11. 

(a¡ En todos los casos hubo necesidad de di iuir al extrae 
to; en el caso de cotiledón la di lución efectuada fue de 1:4 
y en el caso de hoja, raíz y tallo la dilución fue de 1:2. 

11.5.9. DETERMINACION DE NITRITOS 

Se siguió la técnica de Nicholas y Nason (59). Se elaboró 
una curva patrón con NaN0 2. 
la curva patrón y el ensayo 

Muestra: 2.0 mi de 
+ 

El procedimiento a seguir para 
de 1 as muestras es el mismo: 
extracto (a) 

ml ae sulfani lamida al 1% {b) 
+ 

mi de naftilendiamina (NEO) al 0.02 % 

i , 
Leer a 540 nm despues de 10 minutos 

(aJ En el caso de la curva patrón, se agrega la cantidad 
necesaria de solución patrón para cada punto y se ca~ 
pleta a 2 ml con H2o destilada. 

{b) Se disuelve 1 g de sulfanilamida en 25 ml de H2so4 y 
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se afora a 100 ml con agua oestilada. 

La curva patrón se obtiene graficando absorbancia a 540 nm 
Vs concentración de NaN0 2 en nmoles. Ver gráfica de calibra­
ción, fig. 2.12. 

!I.5.10. DETERMJNACION DE UREA Y AMONIO 

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

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

Muestra: 0.1 ml de extracto diluido 1:1 (cotiledón) 
ó 0.1 ml de extracto no diluido (hoja, tallo, raíz) 

+ 

2.12 ml de tampón de fosfatos pH 7.5, 100 mM 
(ó 2.22 ml de H O en el caso 
de la determina~ión de NH 4+) 

+ 

0.1 mi de ureasa 0.002 g/ml \disuelta en el tampón 
anterior para el caso de la determinación de urea) 

l 
Incubar la mezcla de reacción durante 20 minutos a 37ºC 
\la reacción se detiene agregando 0.3 mi de TCA al 30%) 

Posteriormente se efectúa la cuantificación del amonio liberado (o pr~ 
sente en forma natural en el tejido) mediante el método del indofenol: 

Anaoir 5 ml de solución "A" 

l 
AHaoir 5 ml de solución "B" 

Reposar 30 minutos para que se desarrol 1 e color (el indo­

fenol es un complejo que en su forma disociada es colorido). 
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-Solución "A": solución de fenal 0.106 mM con nitropru­

siato de sodio en una concentración de 0.25 g/500 ml de 

solución "A". 

-Solución "B": 40 ml de rlaClO + 25 g de NaOH se aforan a 

1 l con agua destilada. 

Se elaboraron las curvas patrón respectivas: 

Urea: de O a 3 mM de urea. 

Amonio: de O a 3 mM de amonio. 

Véanse las figuras 2.13 y 2.14. 
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CAPITULO III 

R E S U L T A D O S y D I S C U S I O tt 

III.l. CURVAS DE CRECIMIENTO 

Tanto las curvas de peso fresco como las de peso seco obtenidas con 

las raíces, el tal lo, las hojas y los cotiledones de Canavalia ensifor­

~1-i.2. L. presentaron pendientes logarítmicas durante el período de estu­

r1io (fi9. 3. l;, a excepción de la curva de peso seco de raíz en donde di 

cha tendencia se ~anifestó a partir del cuarto día. 

El tejido del tallo presentó una variación en el incremento de peso sg_ 

co mayor que la variación observada en el peso fresco con respecto al 

tiempo. Esto significa que la formación de biomasa constituye un aspecto 

importante en el metabolismo del tallo durante los primeros siete días de 

crecimiento. 

En el caso de la raíz, las variaciones en el incremento del peso fres-
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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 observó un incremento en el peso fresco li 

geramente mayor que el de peso seco con respecto al tiempo (figs. 3.3 y 

3.5). 

El tejido que presentó el mayor incremento en el peso fresco fue el de 

tallo, seguido del de raíz y del de las hojas (figs. 3.3 y 3.5). En el 

caso de 1 ta 11 o, e 1 mayor aumento en e 1 peso fresco puede explicarse por su 

mayor capacidad para sintetizar biomasa. En el caso de las hojas, la acu­

mulación de agua en el tejido es el factor que contribuye preferencial­

mente al aumento del peso fresco si bien la formación de biomasa en este 

tejido contribuye también de manera importante. En las raíces, tanto la 

síntesis 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 variación en el incremento del peso 

fresco con respecto al tiempo fue menor que la observada para los demás 

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 1 a ma­

yor formación de biomasa con respecto al tiempo de crecimiento (figs. 3.2 

y 3.4). El mayor aumento en el peso fresco de los demás tejidos es expli­

cab 1 e porque son tejidos que requieren de mayor concentración de agua para 

su funcionamiento mientras que los cotiledones constituyen principalmente 

un tejido de reserva. 
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III. 2. COMPORTAMIENTO DE LAS ENZIMAS ASPARAGINO S!NTETASA 

Y GLUTA~!ATO SINTASA DENTRO DEL METABOLISMO NITROGE 

NADO DE CANAVALIA ENSIFORMIS L. 

Para cada una de las enzimas estudiadas se determi nru:on las 

condiciones 6ptimas de ensayo, es decir, las concentraciones 

y los tiempos de incubación en donde las reacciones enziméiti­

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 

gráficas es el promedio de dos experimentos) se expone a con­

tinuación: 

Las actividades enzimáticas (actividades específicas) de 

las asparagino sintetasas de raíz, tallo y cotiledón fueron 

descendentes hasta el sexto día, siendo mayor la actividad en 

raíz ~ue en tallo y la actividad en este último mayor que en 

los cotiledones. Tanto en raíz como en tallo se observó un li 

gero incremento del sexto al séptimo día mientras que en los 

cotiledones la actividad enzimática se mantuvo en un nivel 

menor y en general con una leve tendencia a disminuir. 

El único tejido en donde la AS presentó una actividad siem 

pre ascendente fue el de hoja. Dicha actividad fue menor que 

las actividades encontradas en el tallo y en la raíz en los 

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

raíz, tallo y hojas tuvieron actividades específicas similares. 
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Por otra parte, a partir del sexto día la !ctividad de la AS 

en las hojas fue mayor gue la de la AS de los cotiledones (fi­

gura 3.6). 

Con respecto a la glutamato sintasa (GOGAT) , en Canavalia 

ensiformis se detectó la presencia de dos isoenzimas, al igual 

que en el caso de chícharo (Pisum sativum), (48). La GOGAT que 

se detectó en los tejidos no fotosíntéticos de la planta (raíz 

y los cotiledones en los primeros días de crecimiento) fue la 

que utiliza NADH como coenzima, siendo la GOGAT-NADH de raíz 

mucho más activa que la GOGAT-NADH de los cotiledones. En el 

caso de la primera, la actividad específica disminuyó hasta el 

quinto día para después incrementarse en el sexto sin sobrepa­

sar el nivel de actividad de los días 3 y 4, y volver a dismi­

nuir en el séptimo día. La actividad específica de la GOGAT­

NADH de los cotiledones disminuyó durante las primeras 12 ho­

ras para después aumentar ligeramente a las 24 horas. A partir 

de este punto se observó un descenso constante en la actividad 

de esta isoenzima (figs. 3.7 y 3.8). 

En las primeras 24 horas de genninación no se observó acti­

vidad enzimática para la GOGAT dependiente de ferredoxina de 

los cotiledones y es hasta el segundo día cuando se registró 

una actividad muy leve para esta otra isoenzima seguida de o­

tro ligero incremento en su actividad en el tercer día y que 

es comparable a la actividad de la GOGAT-NADH en los días 5 y 
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6 en los cuales se detectó la actividad más baja para la isoen­

zima dependiente de piridín nucleótido en es te mismo tejido. En 

el cuarto día de germinación, esta GOGAT-Fd manifestó un ascen­

so cqnsiderable en su actividad, S0.8 veces la actividad del día 

anterior y 13.4 veces la actividad enzimática más alta registr! 

da para la GOGAT-NADH de cotiledón (cero días). Del cuarto al 

quinto día, se observó un liqero ascenso en su actividad para 

nuevamente manifestar al sexto día un aumento notable; 3.8 veces 

la actividad del día anterior. En el s6ptimo día su actividad 

disminuyó manteniéndose sin embargo en un nivel elevado con res 

pecto a los días anteriores al sexto (figura 3. 7). 

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

tallo de Canavalia ensiformis mostraron en general una tendencia 

ascendente con respecto al tien~o de germinación, con la caract! 

rística de que, a excepción del tercer dia, las actividades esp! 

cíficas 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 día. En el sexto, se observó un máximo para 

la GOGAT-Fu del tallo, que corresponde a un mínimo en la activi­

dad de la GOGAT-Fd de las hojas. En el séptimo día la enzima de 

las hojas presentó un máximo mientras que la actividad enzimáti­

ca en el tallo descendió a un nivel en el que siguió siendo ma­

yor que en los dos primeros días. La máxima actividad r8gistrada 
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para el tallo (sexto día) fue 7.4 veces la máxima actividad ob­

servada para las hojas (séptimo día). 

Las actividades específicas de la AS en todos los tejidos 

fueron, a excepción de las hojas en el cuarto día, mayores que 

las actividades específicas de la GOGAT-NADI! de los cotiledones 

y de la GOGAT-Fd de las hojas. 

Las actividades específicas de la GOGAT-Fd del tallo y de 

las hojas y de la GOGAT-NADH de raíz fueron similares a las de 

la AS de cotiledón, tallo y hojas (exceptuando el cuarto día) 

y raíz en los días quinto al séptimo (figs. J,6, 3.7, 3.8 y 3.9). 

Para poder interpretar satisfactoriamente estos datos expe­

rimentales es necesario recurrir a estudios realizados parale­

lamente a éste con otras enzimas del metabolismo nitrogenado 

de la planta. En el caso de la GOGAT, 3U papel no puede ser e~ 

plicado completamente considerándola como una enzima aislada. 

Es necesario relacionar el comportamiento de esta enzima con 

el de su antecesora en la ruta de asimilación del amonio; la 

glutamino sintetasa. La actividad de la GS es, tanto en las 

hojas como en el tallo y la raíz, ascendente a partir del cuar 

to día de crecimiento y siempre fue mayor que la actividad de 

la GOGAT en los tejidos mencionados. Por otra parte, la activ~ 

dad de la GS de las hojas siempre fue mayor que la del tallo y 

ésta que la de la raíz a partir del cuarto día (101). 

Como ya se vi6 anteriormente, la GOGAT del tallo presentó 
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una actividad mayor que la de la raíz y ~sta mayor que la de 

las hojas, siendo el tallo el tejido en donde se encontró la 

mayor actividad para la glutamato sintasa. En estos tres tej~ 

dos, la actividad de la GOGAT siguió 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 raíz puede ser conectada directame~ 

te al metabolismo intermediario por la acción de la GOGAT en 

dichos tejidos. Siendo en estos tres tejidos la GOGAT la enzi 

rna limitante dentro de la vía GS/GOGAT, podernos decir que la 

importancia de dicha ruta en los días 4 al 7 es mayor en el 

tallo, seguido de raíz y después por las hojas. 

La ~lutamina remanente producida por la GS puede ser utili 

zada en la síntesis de las purinas, del triptofano, de la ar­

ginina o de la histidina o ¡:iodría ser también una forma orgá­

nica de almacenamientc o bien una forma de transporte del ni­

trógeno en la planta. 

En el tercer día de crecimiento, la actividad de la GOGAT 

de raíz es la más alta para este tejido y la actividad de la 

GS es lo suficientemente elevada (101) como para hacer funcio 

nal la ruta GS/GOGAT en la raíz. 

Las AS de raíz y del tallo tienen en los días J y 4 mayor 

actividad que las GOGAT de dichos tejidos por lo que podrían 

actuar en estos días corno una vía alterna a la ruta GS/GOGAT 
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para la asimilación del amonio. En los días siguientes, las 

AS de las hojas, de la raíz y del tallo muestran una activi­

dad similar a las enzimas de la ruta GS/GOGAT. Cabe mencionar 

aquí que se considera que la síntesis 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 tej! 

dos en los días 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 nitr6geno ya que es relativamente inerte. 

Investigaciones recientes efectuadas por Yañez (101) ind! 

can que la actividad de la GS de los cotiledones de JackBean 

se mantiene en niveles bajos, sobre todo en los primeros días. 

Esto, aunado a una actividad de la GOGAT muy baja en los días 

0-3 de dicho tejido (de hecho la actividad más baja encontra­

da para la glutamato sintasa) nos indica que la ruta GS/GOGAT 

no es funcional en los días mencionados o lo es en una escala 

muy pequeña. Puesto que es precisamente en estos días cuando 

los cotiledones presentan las mayores concentraciones de amo­

nio (fig. 3.14) debe existir una vía alterna o vías alternas 

para la asimilación de este metabolito. 

Observando el comportamiento de la AS de los cotiledones ve 

mos que sus mayores actividades aparecen entre los días O y 3 

del crecimiemto lo cual la convierte en una vía importante de 

asimilaci6n del amonio en los cotiledones en dichos días. 
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A medida que los cotiledones maduran (del cuarto día en ad~ 

!ante), la ruta GS/GOGi\T adquiere un papel preponderante ya que 

la actividad descendente de la GOGAT-NADH est5 acoplada con un 

incremento considerable de la GOGAT-Fd compatible con un aumen 

to en la actividad de la GS. 

III.3. POZAS METABOLICAS 

Con respecto a las pozas metab6licas, se estudi6 la presen­

cia de nitratos, nitritos, aminoácidos totales, urea y amonio 

en cada uno,de los cuatro tejidos de~· ensiformis durante los 

siete primeros días de crecimiento. Cada punto de las gráficas 

es el promedio de dos experimentos. Los resultddos se presentan 

a continuación: 

A lo largo de todos los días de estudio se encontr6 en los 

cotiledones una concentración sorprendentemente elevada de ni­

tratos, mientras que en los demás tejidos fue siempre menor. 

Tanto en tallo como en raíz y del cuarto día en adelante, la 

concentración de nitratos fue muy similar y menor que en las 

hojas, manteniéndose más bien constante en estos tres tejidos 

la concentración de este metabolito. En el tercer día de ger­

minación la concentración de nitratos en el tallo fue notable­

mente mayor que en las raíces. Ver fig. 3.10. 

En cuanto a la poza metabólica de nitritos, se encontró a 

este metabolito en los cuatro tejidos y siempre con una menor 

concentración a la de los nitratos. La relación de la menor 

concentración de nitratos encontrada en la planta (raíz) con 

respecto a la mayor concentración de nitritos (hojas) fue de 

16.7: l. 
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En general, las concentraciones de nitritos en los cotile­

dones, raíz y tallo presentaron un comportamiento circardiano 

siendo los cotiledones el tejido que present6 las mayores va­

riaciones, seguido del de la raíz y después por el del tallo. 

La concentraci6n de los nitritos en las hojas fue casi cons­

tante entre el cuarto y el sexto día presentando en el sépt~ 

mo un aumento considerable siendo ésta la mayor concentraci6n 

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

Con respecto a la poza rnetab6lica de aminoácidos en la pl.3!! 

ta, ésta fue siempre mayor que las dos anteriores. Tanto en la 

raíz como en los cotiledones se observ6 un comportamiento cir­

cardiano en la concentración de aminoácidos con respecto al 

tiempo de crecimiento, siendo los cotiledones el tejido en don 

de se encontr6 la mayor concentración de aminoácidos libres. 

La concentración de aminoác.idos en el tallo fue siempre ma­

yor que en la raíz y que en las hojas la excepción del sépti­

mo día). 

La concentración de aminoácidos en las hojas y en la raíz 

fue muy parecida los días 4 y 5 presentado las hojas un aumen 

to a partir del quinto día para tener en el séptimo una con­

centración de aminoácidos similar a'las de los cotiledones y 

del tallo (fig. 3.12). 

La poza metabólica de urea presentó particularidades que no 

se encontraron en las demás. En los cotiledones no se encon­

tró en ningún día presencia de urea mientras que en las hojas 

se encontró a este metabolito s6lo en el cuarto día. Por otra 

parte, en el tallo la concentración de urea fue siempre mayor 

que las concentraciones de nitratos, nitritos, aminoácidos y 

amonio. Lo mismo se encontró para raíz en los días 6 y 7, mi~ 

tras que en los días anteriores la concentración de urea en 
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3.13). 

68 

Las concentraciones de amonio tanto en los cotiledones co 

mo en la raíz y en el tallo mostraron una notable disminuci6n 

a medida que transcurría el tiempo de germinación. Para cada 

uno de estos tejidos se encontró en los primeros días concen­

traciones de amonio mayores a las de nitratos, nitritos y am~ 

noácidos libres siendo en los Gltimos días similares las con­

centraciones de amonio a las de los otros tres metabolitos. 

El Gnico tejido que mostró un ascenso constante en la con­

centración de amonio fue el de hoja, si bien la mayor concen 

tración encontrada para este tejido (séptimo día) no es de la 

misma mag~itud que las encontradas en los primeros días en el 

tallo, en los cotiledones y en la raíz 'de esta planta. Véase 

fig. 3.14. 

Las concentraciones de nitritos encontradas experimental­

mente en los cuatro tejidos de la planta fueron apreciableme~ 

te menores que las de los otros metabolitos estudiados, no 

habiendo además una variación importante entre los diferen­

tes tejidos. 

Puesto que la planta cuenta con una poza metabólica de ni­

tratos muy importante, sobre todo en los cotiledones, y sien­

do los nitritos un metabolito intermediario en la cadena de 

reacciones enzimáticas: nitrato reductasa- nitrito reduc­

tasa-enzimas reasimiladoras del amonio, esto nos está 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 aminoácidos libres. 

Los nitratos son la fuente principal de nitr6geno para las 

plantas de cosecha y en el caso de las leguminosas la fijación 

nodular del nitrógeno atm6sf6rico constituye una via muy impo~ 

tante de abastecimiento de nitrógeno para la planta (79). Ac­

tualmente hay mucha preocupación acerca del impacto ecológico 

y nutritivo de los fertilizantes de nitratos y a pesar de su 

importancia agrícola y biológica son todavía muy recientes los 

estudios detallados acerca del proceso de asimilación de los 

nitratos y de su regulación. 

El proceso del consumo de nitratos por las plantas superio­

res difiere del de otros nutrientes inorgánicos. El destino 

de los nitratos en la planta puede ser acumulación o bien con 

versión (10). 

En el caso de Canavalia ensiformis, las concentraciones de 

nitratos y aminoácidos libres en el tallo, raiz 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 demás tejidos para ahí ser 

transformados en otros compuestos importantes para el metabo­

lismo de la planta. Con respecto a los aminoácidos libres, 

Rosenthal encontró que la reserva de canavanina en los cotile 

dones de ~ ensiformis llega a constituir hasta un 5% del p~ 

so seco total de este tejido y que a medida que los cotiledo­

nes ma~uran dicha reserva va disminuyendo mientras que en los 

otros tejidos el nivel de canavanina se incrementa (73). 

La disminuci6n de la poza metab6lica de amonio con respec­

to al tiempo de crecimiento en todos los tejidos (a excepción 

de las hojas) puede obedecer a varias causas: 

-Puede explicarse como el resultado de una al ta asimilación 
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del amonio por las enzimas de cualr¡uiera de las tres rutas co 

nacidas, como en el caso del tallo y de la raíz 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 concentración exceda las 

necesidades inmediatas pues de lo contrario se convierte en un 

agente t6xico. 

Las plantas superiores no sintetizan urea como una forma de 

excresi6n del nitr6geno de desecho y la urea que se forma ge­

neralmente está sujeta a una hidrólisis rápida por la ureasaa 

co2 y amonio. La ureasa es una enzima ampliamente distribuída 

en las plantas superiores (75). 

En Canavalia ensiformis L. se ha encontrado recientemente 

(72) una actividad múy 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 concentración 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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Estudios recientes efectuados por Román (72) en Canavalia 

ens1formis indican que el tallo es un tejido donde hay una 

gran actividad de arginasa. La gran cantidad de urea produci 

da P'r la arginasa del tallo puede ser transportada a los e~ 

tile:Jnes y ser degradada ahí a amonio. El tallo presenta ! 

demás una actividad importante de ureasa y puesto que en este 

estu:io este tejido presenta las actividades más importantes 

para las enzimas de la ruta GS/GOGAT, estos datos sugieren 

que el tallo es el tejido en donde preferencialmente la ~ser­

vad~ canavanina de los cotiledones es catabolizada para ser 

aprov!chada por la planta. Mientras que la raíz no tiene par 

ticip~ción alguna durante este proceso, las hojas si la tie­

nen, !unque en una pequeíla proporción. 

Un ~etabolismo nitrogenado de esta índole en Canavalia ~ 

siforrris le permite regular de una manera estricta la utili­

zación de sus reservas de canavanina y de urea ya que se en­

cuentr!n en tejidos diferentes. 
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C A P I T U L O IV 

e o N e L u s I o N E s 

1) La ruta GS/GOGAT es una vía muy importante de asimilación 

del amonio en el tejido del tallo, seguido del de la raíz 

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

2) Cuando las raíces y el tallo se enfrentan a un exceso de 

amonio (días 3 y 4 de crecimiento), las vías de asimila-

. ción del nitrógeno AS y GS/GOGAT sun funcionales a la 

vez. 

3) En el caso de las hojas, la importancia de la AS como ru­

ta de incorporación del amonio aumenta a partir del cuar­

to día como respuesta a un incremento de la concentración 

del amonio en este tejido. 

86 
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4) En el caso de los cotiledones, cuando este tejido presen­

ta la mayor concentración del amonio (días 0-3 de creci­

miento), la planta lo transforma en asparagina, una forma 

no tóxica de almacenamiento del nitrógeno que por ser m~ 

nos activa que la glutamina no altera al metabolismo ce-

1 ul ar. 

5) 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 reasimilación del amonio. 

6) Las enzimas nitrato reductasa y nitrito reductasa deberán 

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. 

7) Los nitratos y los aminoácidos libres constituyen formas 

de almacenamiento del nitrógeno en los cotiledones de la 

planta, de donde son transportados al tallo, a las raíces 

y a las hojas para ahí ser catabolizados. 

8) 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 y 
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la urea remanente es hidrolizada por la ureasa del tallo. 

9) La disminución del exceso de amonio en los tejidos del 

tallo y de la raíz ocurre mediante la acción de las enzi 

mas de la ruta GS/GOGAT. 

10) La disminución del exceso del amonio en los cotiledones 

se efectúa mediante la exportación de este metabolito a 

las hojas (principalmente) en donde tanto la vía AS co­

mo la GS/GOGAT lo incorporan al metabolismo intermedia­

rio. 
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