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A.HREVIA'l'URAS 

.ADN Acido desozirribonucleico 

ADP Adenosina-5 •- difos.fato 

AMP Adenosina-5' - monofosfato 

ARN Acido ribonucleico 

ARllt AR.ti de transferencia 

AS Aspargino sintetasa 

A.SH Albiimina sérica bov-i...na 

ATP Adenosina-5' - trifos:fato 

Plantas C3 3on las que fijan e~ co2 en forma primaria 

por medio de la enzima 1,5 bofos.fato car­

baxilasa. 

Plantas c
4 

Son las que fijan el co2 en forma primaria 

por medio de la enzima piruvato carboxil:i.sa 

Pd red ?erredoxina reducida 

GABA Acido t-a.minobutírico 

GDH Deshidrogenasa glutámica 

GDH-NAD+ Deshidrogenasa glutámica NAD+-dependiente 

GDH-NADH Deshidrogenasa glutámica NADH-dependiente · 

GJ.u Acido glutámico 

Glu-Na Glutamato de sodio 

OOGAT Glutamato sin tasa 

GS Glutamino sintetasa 

GTP Trifosfato de guanosina 

IDP Difosfato de inosina 



a1.-KG w-cetoglutarato 

K~ Constante de litichaelis-Menten 

mg Miligramos 

)\g Microgramos 

ml Mililitros 

~l Microlitros 

M Molar 

mM Milimolar 

J\M Micromolar 

NAD + Nicotinamida-adenín-dinucle6tido forma oxidada 

NADH :Nicotinamida-adenín-dinucle6tido forma reducida 

NADP+ Fosfato de nicotimamida-adenin dinucle6tido for-

ma oxidada 

NADPH Fosfato de nicotinamida-aden!n-dinucle6tido for-

ma reducida 

NiR Nitrito reductasa 

nm Nan6metros 

NR Nitrato reductasa 

P1 Fosfato inorgánico 

p/p Relaci6n peso a peso 

p/v Relaci6n peso a volumen 

rpm Revoluciones por minuto 

v/v Relaoi6n volumen a volumen 



IN?RODUQQION 

Ca,nayalia enaiío¡mis es una leguminosa que presenta 

grandes ventajas como cultivo, y se piensa en ella como 

una fuente potencial de forraje, pero su contenido en 

compuestos tóxicos limitan e impiden tal uso. 

l 

~l proyecto global de investigaci6n de nuestro grupo 

tiene como meta obtener una variedad de Canavalia que 

presente las mismas ventajas que c. ensiformis pero a la 

que se le hayan disminuido los compuestos t6xicos para su 

utilizaoi6n plena como alimento. 

3ste estudio en particular trata sobre el comporta­

miento de las enzimas glutamato deshidrogenasa (E.C.1.4. 

1.2.) y glutamino sintetasa (E.C.6.3.1.2.) durante los 

primeros 7 días de germinaci6n oon el fin de obtener un 
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modelo que nos permita explicar y comprender la reasimi­

laoi6n del amonio llevada a cabo por esta planta. 

De esta manera el objetivo que se pretende es obtener 

una cinética de desarrollo de la planta durante los pri­

meros 7 días de crecimiento y deteri!linar la 0;·1togenia de 

las enzimas glutamino sintetasa y gluta:nato deshidrogenA 

sa para cada tiempo y cada tejido obtenido, 



C A P I T U L O I 

ANTECEDED TES 

I.l. GENERALIDADES 

Cauavalia ensiformis L. es una planta que se cree sea 

originaria de 1!~xico y el sur de Brasil y Perú, que ahora 

es cultivada a través de los tr6picos como siembra de prg, 

tecci6n para ciertas cosechas o como abono verde (l). 

aané!Yªlia ensiformis muestra importantes caracter!sti­

cas agrondmioas oomo son: 

l. SU desarrollo total alin en climas y suelos poco favora. 

bles como los del estado de ?uoatán, con suelos altamente 

alcalinos con un pR mayor de 7.5 y sumamente rocosos. 

2. SU gran rendimiento en follaje, que la hace una fuen­

te potencial de forraje. 

3. Es una planta que se encuentra relativamente libre de 

plagas y enfermedades. Tolera más que cualquier otra leg¡¡, 
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minosa, deaarreglos por sequ:!a, hongos, insectos, pH bajo, 

sal, arena, sombra, siembras en declive, virus e inunda­

ciones. 

4, Suprime las malezas. 

5, Las vainas son grandes y fáciles de oosechar manualmen 

te. 

En la zona henequene=a y bajo condiciones de cuidado 

m!::úno y suelo sin mecanizar, en el año de 1981, una siem 

bra grande de oanavalia produjo 1800 kg/ha de semillas 3~ 

ons, con el 30% de proteína cruda; en el año de 1982 la 

producc16n fue de 2500 kg/ha (2). Las producc1one3 ante­

riores pueden sor comparadas con las de 1000 kg/ha y 400 

kg/ha de maíz y frijol respectiva.;;iente, bajo condiciones 

sinilares de cultivo (2). 

Las semillas secas contienen alrededor del 24.5% de 

proteína y la parte aérea de la planta contiene entre 13.8 

y 16% de proteína cruda (1). 

Uno de los problemas para utilizar a la canavalia como 

alimento es el nutritivo, ya que como todas las legumino­

sas, presenta deficiencia de metionina e isoleucina, sin 

embargo éste puede ser superado ~ediante Wl balance de la 

dieta que se les de a los animales, que es como se proce­

de normalmente con todas las leguminosas. 

Por otro .lado, es sabido.que las leguminosas contienen 

una gran variedad de compuestos t6xioos de grupos tan di-
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versos como los alcaloides, los análogos de runinoáoidos, 

los cocpuestos cianogénioos, las isoflavonas, los inhibi 

dores de proteasas, las fitohemaglutinas, las saponinas 

y los compuestos derivados del selenio (3). 

n principal problema de la semilla de canavalia rad1. 

ca en que presenta constituyentes tóxicos de dos tipos 

principales: proteínas y análogos de S!!linoácidos. 

Entre las proteínas, la toxicidad de las ritohemaglu­

tinas y de los inhibidores de las enzimas digestivas p~ 

de ser destruida mediante tratamientos térmicos aplicados 

al grano (4). 

3ntre los análogos de los aminoáoidos encontramos prin 

llipal.mente a la canavanina, un análogo estructural de la 

arginina; y a la oanalina que es un análogo estructural 

de la orni tina, la cual es producida por la ruptura hidr.12.. 

J.:!tiea de la eanavanina. 

I.2. CLASIFICACION TAXON01.UCA DE LA PLANTA 

La clasificaci6n taxonómica de Canavalia ensiformis 

ha sido recientemente revisada y es como sigue: 

- Reino 

- División 

- Clase 

PLANTAR 

MAGliOLIOPHITA 

MAGNOLIOPSIDA 
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- subclase ROSIDAE (5) 

- Orden ROSALES (6) 

- Familia LEGUMINOSAE 

- subfamilia P APILIONOIDEAE 

- Tribu PHASEOLEAE 

- SUbtribu DIOCLEINAE 

- Género CANAVALIA 

- Especie CANAVALIA ENSIFORMIS (7) 

l.3. INCIDENCIA DE LA CANAVANINA EN PLANTAS SUPERIORES 

Como parte de una serie de estudios llevados a cabo 

desde 1929 hasta 1937, se aisl6 y caracterizó quimicamen 

te un aminoácido básico nuevo en las plantas. Se le di6 

el nombre de canava.llina después de su aislamiento de se­

millas de Canavalia ensifo.rm;la (8). 

La canavanina (ácido ~-amino-ó- guanidinoxibutírico), 

es el compuesto principal de reserva de muchas plantas 

leguminosas (9). 

HOOc-c¡H-C H2C H20-NH-q=NH 

NH2 NH2 

CANAVANINA 
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JSntre tales leguminosas se enC1lentra Canayalia en§ifor­

m;IJ¡,, q. lineata y q, obtusifpJ~a {8, 10, llJ. También se 

aisló oanavanina de Q. arboreaoena (12), y se le ha enco~ 

trado en los géneros: Medioago, Ornithopus y Colutea. 

Entre otras especies de leguminosa cuyas semillas co~ 

tienen canavanina tenemos: !nthyllis yulnerru:ia, Carasana 

arborescens, Coronilla emerus, Q. val.antia, ~­

;:,:,ana, Hedysaru:n. coronariwn, Indigofera serardiaru&, hlejj&a­

go echinua, M. lu:pulina, M........WiY.a., .Qnonis fruc:ticosa, 

T;rj,folium <lubiJllll, T. bibridum, T.. pratense y Vicia sati­

li (13). 

Hasta el año de 1981 se conocían aproximadamente 500 

leguminosas representando 240 géneros que almacenan ca­

navanina (14). 

La aparición natural de la oanavanina ha dado un valor 

real al entendimiento y delineamiento de las relaciones· 

filogen~tiaas en la subfSll1ilia Papiloinoideae (14, 15). 

Este erupo de leguminosa continúa siendo la única fuen 

te confirmada de este metabolito secundario. 

La presencia de canavanina en semillas de o. ensifor­

ll111i en concentraciones del } al 5% de peso seco fue el h,a. 

c·ho que sugiri6 que su f'unoi6n es como reserva de ni tr6-

geno y por lo tanto, la presencia de un sistema asociado 

con su utilización. La mayoría de las semillas aontienen 

del 2 al 4% de este metabolito, muchas tienen cantidades 
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más pequeñas, en el orden del O.l al 0.2~, pero otras son 

verdaderos almacenes de canavanina, ya que concentracio­

nes del 10 al 13% de peso seco no son descubrimientos in­

usuales. En ciertas leguminosas, la proporción total de 

nitr6geno correspondiente a canavanina puede fácilmente 

exceder el 90% del nitr6geno total correspondiente a ami­

noácidos solubles (16). 

I.4. PROPIEDADES RIOLOGICAS Y TOXICIDAD DE LA CANAVANiNA 

La L-canavanina es un aminoácido no protéico con un 

potente efecto antimetab6lico, debido en gran medida a su 

analogía estructural con la L-arginina. 

HOOC-G H-C H2C H20-NH-~ =NH 
NH2 NH2 

CANAVANINA 

HOOC-CH-C H- CH-CH-NH-C=NH 
1 2 2 2 1 

NH2 NH2 

ARGININA 
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La marcada acci6n insecticida de la canavanina, su h.a. 

bilidad para interrumpir muchas reacciones bioquímicas 

esenciales en un amplio rango de organismos procariontes 

y eucariontes, su apreciable almacenamiento en tejidos 

tan importantes como la semilla , son consistentes con 

el papel aleloquímico que se le ha asignado para la defen 

sa de la planta contra insectos fit6fa60S y otros herví­

voros tl7). 

La canavanina inhibe a las enzimas reguladoras de la 

bios!ntesis de la arginina y sirve como sustrato en virtual 

mente todas las reacciones que utilizan ar&f.nina e inhibe 

competitivamente la toma de ésta (17). La canavanina tam. 

bién puede ser aminoacilada por la arginil A!L~t-sinteta-

sa (18, 19) lo que provoca que todas las proteínas que 

contienen arginina estén sujetas potencialmente al reem­

plazo por aanavanina cuando esta dl.tima se enouentra pr~ 

sente. 

La eVidenoia de que la oanavanina es incorporada en 

proteínas ha sido obtenida en adenoVirus (20), E. ogJi 

(21), Chl.amydomonas reinhardii (22), células de carcino­

sarcoma \'falker (23) y virus del mosaico del tabaco (24). 

En E. coli la canavanina funciona como un represor de 

las enzimas que catalizan la síntesis de la a:rginina (25). 

Puesto que el pH isoeléctrico para la canavanina es 

de a.2 mientras que para la arginina ea de 10.8 esto pr.12. 



10 

duce una disminución en la basicidad, lo que altera la 

interacci6n del residuo con su entorno y finalmente cam­

bia la estructura terciaria y/o cuaternaria de la prote! 

na (26), Es este cambio lo que probablemente reprime el 

crecimiento bacterial (27), el desarrollo de algas 1 le­

vaduras (28), .el cultivo de tejidos hum.anos (29) y el de 

otras líneas celulares de mamíferos (30), Lo anterior da 

crédito al concepto de que la presencia de aminoácidos no 

comunes como la canavanina, ademt\::i de actuar como alna-

I 
cen de nitróseno, presenta la ventaja adaptativa de ha-

cer a la planta menos suceptible al ataque de varios anj., 

males 1 plantas superiores (31). 

Las leguminosas que producen canavanina no sintetizan 

canavanil-proteínas en cantidades detectables (32), lo 

que sugiere que tienen una aminoacil AHNt sintetasa es­

pedfica pa.:ra la arginina y otra para la canavanina, 

En especies veeetales en las cuales la canavanina es 

una sustancia extrafia, interfiere con el metabolismo no~ 

mal de la planta e inhibe su crecimiento (~3, 34, 35, 36, 

37), afecta la inducci6n de la actividad de la nitrato r~ 

ductasa en raiz de maíz (38) y el desarrollo de embriones 

de ~aiz (37), pero su efecto es revertido por la adición 

de arginina. 

3n. procariontes las canavanilproteínas forman un con­

jugado con el genoma bacteriano e impiden ciclos poste-
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riores de replioaci6n (20, 39). Estudios realizados en 

raíz de soya indican que la totalidad del metabolismo del 

ADN ea atenuado por este análogo de la arginina (40j. 

Algunos estudios realizados en virus (41, 42) han da­

do la evidencia experimental de que se lleva a cabo una 

reducci6n de la síntesis de la ARN polimerasa, mediada por 

la canavanina. Si la canavanina puede disLlinuir signific~ 

tivél.!!lente la producci6n de ARN mensajero, y puesto que 

las moléc~as existentes previamente son degradadas, la 

actividad traduccional de la célula puede ser reducida 

marcadame~te, lo que provocaría que las proteínas que se 

requieren para la replicaoi6n y expresión del genoma se 

vieran fuertemente disminuidas. 

Se observó q~e la canavanina inhibfa la síntesis del 

ADil, del ARN y de las proteína.a en W.wine IDM (40), 

mientras que la adici6n de la arginina revertía parcia1-

mente el fenómeno (40). 

Además de poseer análogos de aminoácidos como la can.a 

va."lina, Qanavalia ensUor:nis tiene proteínas t6xicas en 
tre las que se encuentran las lectinas como la concanavu 

lina A, cuya toxicidad esta determinada p_or su capacidad 

de asoc1aci6n con la membrana celular. Concanavalina A 

interacciona espeoiíicamente con loa polisacáridos y las 

glucoproteinas de la me~brn.na celular que poseen unida­

des de ~-D-glucopiranoail o da ~-D- manopiranosil. Las 

lactinas aglutinan bacterias orales en la superficie de 
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los dientes (43). La conca.navalina A puede unirse reversi 

blemente con los factores salivales a&iutina..~tes, preci­

pitando o formando cooplejos solubles e inhibiendo com-· 

petitivamente la aglutinación bacterial. 

Se ha report~do que el género Cauayalia contiene las 

3iguientes toxinas: colin.:r, ácido hidrociánico y trigone­

lina~ La harina de c. ensiformi~ contiene una toxina que 

cauna hemorragia en la mucosa estomacal de ratas (1). 

Otra proteína t6xica, conato.:d..na., tiene un protu.nlo ~ 

!ecto sobre el sistema nervioso central, provocando me­

diante mecanismos aún desconocidos: hipotermia; ataxia ¡ 

oonvulsicnes (4-Sh además aontiene inhibidores de enzimas 

digestivas tales como la tripsina ¡ las a.milasas. 

I.5. BIOSIN'l'E:.lIS DE LA CAHAVANINA. 

Se ha demostrado que Canavalia ensifo:rmia sintetiza 

canavani.na por una serie de reacciones que presentan una 

analogía con el ciclo de la orll.itina-urea, propuesto por 

Xrebs-Henseleit, que utilizan los mamlleros para la pro­

ducci6n de arginina. Cada compuesto y cada enzima prese¡¡ 

ta su contrapartida del ciclo, que se distingue con el 

nombre de aanalina-urea para la producci6u de oanave.ni­

na (47). Todas las enzimas del ciclo de la ornitina-urea 

han sido aisladas de plantas superiores, incluyendo a la 

canavalia (48). 
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·o-P-o-c-NH2 1 11 o- o 
CARBAMILFOSFATO 

~H2 
OH ? O 
e, H2· NAO+ cH2 

_.:.;.~--ti 1 

yH 2 NH3 ~H2 

H•C,.NH2 H·C-NH2 
1 1 
C02H C02H 

HOMOSERINA 

CANALI NA 
<Ornitinal 

~H2 
.--r.~:Q 

~H 
o 
1 

yH2 
yH2 

H-C-NH2 
1 
co~ 

0-UREIOOHOMOSER INA 
<citrulina> 

CANAVANIMA 
<Argininal 

~H2 
f:lNH 

~H 

? 
yH2 
y H2 

H·C-NH2 
C02H 

ACIOO ASPARTICO 
~H2 

HOOC-C~~H + ATP·M9 
COOH 

NH COOH 
'b·NH-CH 
1 1 

~H rH2 
O COOH 
1 

yH2 
yH2 

H-C-NH2 
1 

C02H 

ACIOO CAN VANINO SUCCINICO 
<Acido a inino succínicol 

H' 1COOH 
c=c 

HOOC / \H 

ACIOO FUMARICO 

ISQUD-U I. Cicle lle la oanalloa-ure. para la pro4ucoi~n lle oanannina. Entre par&nteeie se eno~ntran 

110 nem'bree lle les co111uesto11 del ciclo ornitina-urea 7 junte a elloo el nombre del 10,10 , 0 
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I.6. MOVILIZACION DE LA CANAVANINA 

La movilizaci6n y la utilizaci6n de la canavanina en 

Canaval1 a eugiformis se lleva a cabo mediante la hidr611. 

sis de la canavanina mediada por la arginasa, la cual 

produce canalina r urea (49), La urea es hidrolizada po,g, 

teriormente por la ureasa a co2 y amonio, este último r~ 

presenta una fuente importante de nitr6geno reducido. 
ARGINASA H 00 e-e H-CH=C H-0-NH-C=NH 

1 • 2 2 1 

NH2 NH 
CANAVANINA 2 

H OOC- CH-CH-CH· 0-N H 
1 2 2 2 + 
NH2 

C ANALI NA • 
,..NH2 

O= e, + H20 
UREASA 

NH2 
UREA 

Durante el desarrollo de la planta de canavalia se 

produce una caída en la cantidad de canavanina en los 

cotiledones, mientras que el nivel de canavanina en los 

demás tejidos se incrementa. Durante los primeros 5 días 

de germinaci6n, se ccmsume más del 40% de la canavanina 

almacenada en los cotiledones, mientras que los análisis 

cromatográ!icos de extractos· de cotiledón de 7 días re­

velan un gran incremento en el tamaño y densidad de las 



15 

manchas de aspargina, canalina y leucina-isoleusina, que 

junto con la aparici6n de un sistema de degradaci6n de 

canavanina altamente activo, sugiere que la canava.'lina 

está siendo convertida a canal.in.a, amonio, asparagina y 

leucina-isoleucina para su utilizaci6n (50). 

Otros estudios realizados revelaron un pico de aoti­

vidad de ureasa en los cotiledones dentro de la primera 

semana de crecimiento de la planta (51). Como ya se men­

cioruS, la ureasa de oanavalia completa la utilizaci6n 

del n:itr6geno almacenado en la mol~cula de canavanina, 

convirtiendo la urea a 002 y im3, de hecho existe una 

correlacidn entre lª cantidad de la canavanina en la se­

milla y la actividad de ureasa encontrada en estos teji­

dos (52). 

El catabolismo de la canalina ha sido poco estudiado, 

lo 'dnico que se ha propuesto es de que sirve como tllente 

de homoserina (53, 54). 

I.7. PROPIEDADES B!OLOGICA3 Y TOXICIDAD DE LA OANALINA 

El descubrimiento de la existencia de la canalina se 

llev6 a cabo en 1932 por Kitagawa y Yamada, que al tra­

tar de aislar la ureasa de un extracto de semilla de ca­

navalia, encontTaron que la cantidad de urea producida 

por la ruptura enzim~tioa era demasiado al.ta y tambi6n 



16 

determinaron que se producía canalina estequiométricamente 

a partir de la degradaci6n de la canavanina ( 55). 

La canalina es un análogo estructural de la ornitina 

del mismo modo que la canavanina lo es de la arginina. 

H 
1 

NH-0-CH-CH-C-COOH 
2 2 2• 

NH
2 

L- CANALINA 

H 
1 

NH-C H-C H-C H-C-COOH 
2 2 2 21 

NH2 

L-ORNI TINA 

Como hidroxilamina sustituida que es, la canalina se 

descompone completamente en los sistemas usados para ais­

larla, al igual que por cromatografía de intercambio i6-

!lico (56). Esta propiedad ha minimizado severamente su eJi. 

tudio a partir de .fuentes na~alea. 

Las 500 especies conocidas que producen canavrutl.na y 

presumiblemente también arginina, representan fuentes DA. 

turales de este compuesto. 

Los estudios de las propiedades biol6gicas ie la cana. 

lina muestran que posee potentes propiedades· insecticidaa 

cuando es administrado a Manduca sexta (una larva del ta­

baco) en la que provoca ta1I.1bién empobrecimiento larval, 

aumenta las malformaciones de pupas y adultos, atenúa la 
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supervivencia en todos los estadios del desarrollo y dis­

minuye significativamente la totalidad de la producción 

en ID.asa de hembras preñadas ( 60) • 

Canalina es uno de los I!IUchos aminoácidos no protéicos 

neurot6xicos de las plantas. Por ejemplo, se han descu­

bierto ciertas propiedades neurofarmacol6gicas cuando se 

administra a polillas adultas (57), entre otras, produce 

una actividad motora continua, aunque su efecto es de na. 

turaleza transitoria. 

Como la canalina tiene una cierta similitud estructu-

ral con el ácido l-aminobutirico (GABA), sería razonable 

pensar que la canalina antagoniza con las acciones bioló­

gicas mediadas por el GABA en el sistema nervioso central, 

que es donde se sugiere que acti!a la canalina. 

H 
1 

NH-C H-C H-C-COOH 
2 2 21 AC 100 L-tAM 1NO8UTIR 1 C O 

H 

H 
1 

NH-0-CH-CH-C-COOH 
2 2 2 1 

L-CANALINA 

NH2 

También posee potentes propiedades reductoras del cr~ 

cimiento (58), habiendo una reversión del efecto con u.n 

exceso de ornitina, oitrulina o arginina. 

La canalina es tambi~n un poderoso inhibidor de las en 
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zimas que aontienen fosfato de piridoxal. La glutamato 

oxalacético transaminasa y la glutamato piruvato tranaara1. 

nasa de rata son inhibidas casi completamente con 10 ~ 

de canalina (59). También se reduce la producción de glu­

tamato generado por la vía de la ornitina cetoácido tran­

sa.minaaa (61). 

Mientras que la canalina aten~a fuertemente la actiVi­

dad de las siete enzimas que contienen fosfato de pirido­

xal que fueron estudiadas (62), no afecta a las 3 enzimas 

que utilizan ornitina pero que no utilizan el cofactor B6 
a pesar de que, como ya se dijo, la oanalina es un análo­

go estructural de la orni tina. 

L& reacción de la canalina con el fosfato de piridoxal 

es la base principal para sus propiedades antimetábolicas. 

Los datos de resonancia magnética nuclear obtenidos del 

complejo formado por la unión de la canalina con el grupo 

B6, indican que se h¡¡ya involucrada la formación de una 

base de Schiff en la producci6n del complejo(63), al rea~ 

cionar con el gru~o aldehido de la coenzima (62, 64). 

La banda de absorción que se produce por la intera~­

ci6n covalente entre la coenzima y la apoenzima se pier­

de por el trata:niento con canalina, apareciendo un ~uevo 

pico en lL~~·lonGitud de onda diferente, el cual ea produ­

cido por la reacción entre la canalina y el fosfato de 

piridox3l. ~'llando la holoenzima tratada oon cannlina es 
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dializada exhaustivamente, el espectro de abgorbanoia re­

torna al de la apoenzima, y esta enzima tratada con cana­

lina pero dializada, puede ser activada normalmente, lo 

que su&Lere que el complejo canalinn-fosfato de piridoxal 

se encuentra unido débilmente a la holoenzima (63). 

I ,8 • A3Ir.IILACIOH Y TRASLOCACION DEL AMONIO 

La cann.vanina es hidrolizada secuencialmen·te como ya 

se mencion6, por la arginasa y por la ureasa para rendir 

como producto final canalina, runonio y co2• 

El auonio puede ser asimilado por dos vías diferentes: 

la primera denominada v!a glutamino sintetasa/glutamato 

sintasa GS/GOGAT se encarsa de convertir el amonio pri­

mero en glutamina y después en ácido glutrunico; mien-

tras que la segunda denominada v!a de la deshidrogenasa 

glutrunica (GDH) produce ácido glutámico directamente (65). 

La evidencia experimental sugiere que ambas vías operan 

en plantas, dependiendo de factores como la luz 1 la os­

cüridad, los niveles de agua, la concentraoión de C02"02 
en la atmósfera, la temperatura, el tejido de la planta, 

el estado fisiol6gi.co de la mimna, las condiciones de Dl1 

trioión a las que se encuentra sometida la planta (66, 67) 

1 probablemente loa reguladores del crecimiento (68). 
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Así el amonio puede incorporarse en dos clases dife­

rentes de grupos químicos: en el primero de ellos, las 

amidas, son formadas por una condensación en presencia de 

ATP, el ejemplo más clásico es la formación de la gluta­

mina catalizada por la glutamino aintetasa (GS). 

El segundo tipo de grupo químico es el ~-amino, que 

involucra la aminación reductiva de un ~-oxoácido y re­

quiere un agente reductor, generalmente NAD(P)H o ferre­

do.xina reducida, Como ejemplo está la formación del ácido 

glutámico catalizada por la GDH o por la GOGAT (69). 

O NH2 H 
11 ' 1 ·ooC-CH·CH-c-coo· t C - CH=CH- r-coo· + NAO( P 'H + W 

2 2 ~ . "2 2 T + ( Fd rctdl 
O NH3 

2-0XOGLUTARATO L-GLUTAMINA 

·o H 
GOGAT 2 'e - CH- CH-e-coa· 

// 2 2, + 
O NH3 

GLUTAMATO 

+ NAO< P l+ 
( Fd OX) 



·-0oc-c H2cH2 E-coa·+ NH; +NAO< P lH + H+ 

2 - OXOGLUTARATO 

·o H 
\. 1 + 
C-CH-CH-c-coo· + NADCPJ + H20 

o~ 2 2 NH; 
G LUTAMATO 

2l 

GDH 

En varias leguminosas estudiadas, la enzima predomi­

nantemente metabolizadora del amonio es la G3 en el nód.J¡ 

lo, lo cual junto con el alto nivel de la GOGAT con res­

pecto al de la GDH en esta parte de la planta sugiere 

fuertemente que la mayor parte del amonio es asimilado 

por la vía GS/GOGAT. Antes de 1970, cuando aún no se co­

nocía la reacci6n de la GOGAT y los n6dulos de las legu­

minosas contenían poaa GDH como para explicar log rangos 

conocidos.de la bios!ntesis de los aminoácidos, la asim;i 

laci6n del amonio en plantas era aún más dificil de expJ.1 

car. La GOGAT es una enzima más adecuada para la funci6n 

biosintética que la GDH, ya que la reacción es irrever­

sible en la dirección de la asimilación del amonio (70) 

y la formación total del grupo amino es más probable por 

la baja Km de la GS para el amonio. 

La glutamato deshidrogenasa ocupa una posici6n central 

en las vías ~atabdlicas.y sirve para unir.el metabolismo 

de los aminoácidos con el ciclo de los ácidos tricarboJCi 

licos. En plantas, la glutamato deshidrogenasa es una de 
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las más importantes enzimas actuando en la incorporaci6n 

del a¡nonio en compuestos nitrogenados orgánicos y es de 

considerable interég riaiol6g:lco (71). 

Una vez que ~l amonio se ha incorporado al glutamato, 

es transaminado a otros oxoácidos para formar los demás 

aminoácidos, mediante unas enzimas llamadas transamina-

sas (65). 

ASPARGINA 
(nitrógeno amí dico l 

AMONIO 

GLU TAM INA 
(nitro'gano amÍdicol 

~! AMINOAC IDOS 
AROMATICOS NUCLEOTIOOS 

ALCAL°'S 1 
ACIOOS NUCLEICOS 

Q.l:.L!.l.~~J_Q 

Dl;_~!:iJDRQQi;:.NASé 
NADCPlH 

GLUTAMATO 
(ni t rógrzno amínicol 

.M1Lf':!9_­
I~-~~-§EE=.. 
.RA~é~ 

AM 1 NOAC IDOS 

l 
PROTEINAS 

ESQUEMA II. Metabolismo nitrogenado en leguminosas. C'on 

l:!nea punteada están las enzi:mas que ~c.a-ta:t-l'zan la reaeci6n. 
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Una tercera vía posible para la asimilaci6n del amonio 

parece ser la de la aspargi.no sintetasa (AS). Es esta vía 

la enzima toma amonio y aspartato para producir aspargina, 

la cual también puede donar su grupo amida a otras moléc]l 

las (65). 

Se conocen dos AS, una amonio-dependiente y otra glu­

tamina-dependiente, aunque una concentración de amonio 

cuatro veces mayor a la de la glutamina, apenas produce 

la mitad del rango de síntesis observado aon glutamin11 e~ 

mo fuente de ni tr<Sgeno (69h 

La evidencia actual sugiere que la GDH podría estar in 

volucrada en el catabolismo de los aminoáotdoe, para pro­

ducir amonio y ~-cetoáoidos listos para reducirse, parti­

cularmente en las semillas en germinación (72), 

.lSn general, el amonio es asimilado por la vía GS/GOGAT, 

La GS está localizada tanto en el citoplasma como en el 

cloroplasto de las hojas, pero la GOGAT está situada solo 

en el cloroplasto. Cuando el amonio es asimilado en el 

cloroplasto, la reacción es llevada a cabo utilizando el 

ATP y la,ferredo:d.na reducida generada por las reacciones 

de la fase luminosa de la fótos!ntesis (72). 
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Todos los aminoácidos protéicos pueden ser .formados 

a partir del gluta:mato, el aspartate y la ala.nina con el 

2-gxoáoido correspondientes 

NH+ 
1 3 

·ooc-cH-cH2cH2coo· + 
GLU TAMATO 

o 

o 
n -·ooc-c-CH-COO 

2 
OXALOACE TATO 

+ 

11 -·ooc-c- e H- e H-coo 2 2 
2-QX.QGLUTARA TO 

NH
3 + ·ooc- cH-c~coo­

ASPARTATO 

+ 
~H3 

·ooc-cH-cH-cH-coo· + 2 2 
. GLU TAMA TO 

o 
- 11 -ooc- e- CH2CH2c 00 + 

2- OXOGLUTARATO 

o 
11 -ooc-c-cH3 

PIRUVATO 

NH+ 
1 3 

e H -cH-coo-3 
ALANINA 

De este modo se regenera el 2-oxoglutarato para tomar 

parte en laa reacciones de la GOGAT y de la GDH. Los tres 

mayores oxoácidoa son sintetizados en la mitocondria du­

rante la degradaoi6n aer6bica de la glucosa, pero la may.Q.. 

ría de los otros esqueletos carbonados son sintetizados 

en el cloroplasto por las reacciones .fotosintéticas (72). 
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Durante la germinación es esencial que la pltfutuJ.a en 

crecimiento tenga una fuente de aminoifoidos para la s:!n 

tesis de sus proteínas. De- ahí la importancia del trans­

porte de loa aminoácidos o de compuestos nitrogenados deJl 

tro de la planta. 

Las plantas pueden ser diVididas de acuerdo a los com­

puestos nitrogenados que transportan: 

Los cereales y las leguminosas de clima templado, co­

mo por ejemplo llwlm y 11.gia transportan su ni trdgeno 

como las amidas asparagina y glutamina, que son transpor­

tadas en la mayoría de las plantas, y en menor extensidn 

como arginina. 

Las leguminosas tropicales como por ejemplo (jlycine, 

Phaseoulus y Y1.gna utilizan los ureidos alanto!na y áci­

do al.a.nt6ioo (73). 

Loa compuestos de transporte se caracterizan por tener 

una elevada relaci6n N/C. Además deben transportar al aJl1l2.. 

nio en una forma no t6xica. Solo canavanina y ciertos in­

termediarios de su síntesis han mostrado tener propieda­

des t6xi~as, pero solamente para organismos que no lo siZl 

tetizan. 

Los compuestos de transporte deben m~erse rápidamente 

a través del noema, el xilema y otros tejidos de las 

plantas. Solo asparagina y glutamina han mostrado ser 

transferidos rápidamente desde el xilema al tloema (73). 
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Deben utiliz~ al carbono eficientemente o en su defec­

to requerir pequeñas cantidadea de energía para BU meta­

bolismo, 

La asparagina es un aminoácido transportado mayormen­

te en plantas debido a que cumple con los requerimentos 

de tener una elevada relaai6n N/C y de que es relativa.man 

te f~cil de sintetizar, La arginina tiene una relaci6n 

N/C ma.Yor, pero su biosintesis es considerablemente más 

complicada, Tambi6n ae transportan aminoáqidos no protei­

cos como homoserina, c:i...~avanina y ~-metilenglutamina por 

plantas específicas (73). 

El descenso en la cantidad de canavanina en cotiledón 

durante los primeros días de germinación y el aumento en 

la poza de arginina, canalina.e isoleucina (50).haría SY. 

poner que el aminoácido transportado en la planta es ar­

g:l..nina, aunque canavanina se considera también como un 

compuesto de transporte (73), 

La canavanina es sintetizada en las hojas y en la pa­

red de la vaina, en el pericarpio y posiblemente en menor 

cantidad en las semillas maduras de p. ensifomia (74, 

75), Se podr!a esperar que la fase sint~tica de canavanj. 

na dominara cuando se requiere BU concomitante trasloca­

ci6n, es decir durante la a.ntésis noral y durante el d,a 

sarrollo ile la semilla, E!Jl cambio, lo más l&gico es que 

la .fase catabcSlica predominara durante la germinacidn y 
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el desarrollo de la plántula, cuando el nitr6geno almac.e, 

nado es requerido para su crecimiento (16). 

I.9, CARACTERIZACION Y PROPIEDADES DE LA GLUTAMINO SINTETASA 

La gluta.mino sintetasa (GS) cataliza la conversi6n del 

ácido· glutámico a glutamina con la hidr61isis de una mel.ti 

cul.a de . ATP. 

HO, ~ _ + 

C-CH2-CH2· c-coo +NH4 + AT p 
? 1 + 

O . · NH3 

GS 

AC IDO GLUTAM IC O 

N~2 ~ -
• c-cwc1-1:r.-coo + q 2 ·-Lr,,. 

O Nn3 
GlUTAM INA 

+ADP+P. 
1 

La distribuci6n ubicua de altos niveles de GS en los 

tejidos de la planta es necesaria para evitar la acunru.l.¡i. 

ci6n de niveles t6.xi~s de amonio. Se ha reportado que 

hay altos niveles de GS en los nódulos de much~s especies 

leguminosas. La GS de n6dulos de Glycine ma.x (83) es una 

molécula formada por ocho subunidades arregladas en dos 

tetrámeros planares, dando una con:figuraci6n cdbica total, 

con dimensiones de 10 nm por lado, con pesos moleculares 

de 376,000 daltones para la enzima nativa 1 47,300 dalto­

nes para la subunidad 1 su verdadero sustrato es el ~, 

tal como fué demostrado en n6dulos de L. angustifoliys (84}. 
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La glutamina sirve tanto en la síntesis de proteínas 

como en la biosíntesi~ de ácidos nucléicos y aminoácidos. 

Cuando el NH} es reemplazado por la NR'20H se :forma 

f-glutamilhidroxamato: 

HO H 
' 1 -
.l.c-c~CH29-COO + NH20HtATP 

0
7 

N~ 
ACIOO GLUTAMICO 

+ ADP +P. 
1 

La GS de raíz de arroz muestra un pH 6ptimo de alrede­

dor de 7. La enzima es completamente inactivada por calen 

tamiento a 658 0 durante 10 minutos y con un exceso de Mn'+ 

hay una marcada inhibición de la reacci6n, pero a bajas 

concentraciones logra reemplazar parcialmente al f,!g:z. .... El 
-&+ • a.+ 2.-t Co fue tan efectivo como el Mg , mientras que el Cu , 
a.+ ;,"' "" •+ . Fe , Fe ,Zn y Mo no lo fueron e incluso la inhiben. 

La Km para el L-glutamato, ATP e NH20H fue de 3. 75 mM, 

0.44 mM y 0.4 mM respectivamente (T7). 

La GS de la planta de arroz fue fuertemente inhibida 
&+ Z.+ 2.+ • por Cu , Hg y Cd ; una fuerte pero menor inhibic16n se 

:.+ .&.+ a.+ obtuvo con Zn , Ca y Ni (77). Los efectos inhibidores 

de los metales pesados pueden deberse a su reacción con 

los grupos tiol presentes en la enzima. Estos grupos 

sulflú.drilo son esenciales para su actividad. 
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En contraste con la GS de Lactobasillus arabinoauG (85) 

y B. subtili~ (86), que aon inhibidas por glutamina, la 

GS de arroz se ve ligeramente estimulada por 20 mr.r de gl:¡¡ 

tamina, mientras que AMP, ADP, GTP e IDP son inhibidores, 

en donde ADP y ~dP son inhibidores competitivos con res­

pecto al AT.P (77). 

Se ha establecido que la síntesis de glutamina puede 

ocurrir en dos compartimentos celulares de las hojas de 

la mayoría de las plantas superiores: el cloroplasto y el 

citoplasma (87, 88). Tambi~n se ha demostrado la presen­

cia de dos diferentes isoenzimas de la GS en los tejidos 

fotosintéticos (87, se, 89, 90). Una enzima designada GS
1 

está localizada en el citosol, mientras que la otra, de­

signada Gs21 se encuentra en el cloroplasto (88, 90, 91). 

Las isoenzimas han sido caracterizadas por sus propieda­

des cinéticas y resulatorias específicas. Exhiben diferen 

cias en su pH 6ptimo, estabilidad tármica 1 Km para glu­

t8lll8.to (87, 89, 90). 

Se pueden distinguir cuatro grupos de plantas por su 

contenido específico de isoenzimas de la GS. En el prime­

ro solo GS¡ está presente (por ejemplo pantas superiores 

parásitas, que son nutrici~nalmente dependientes de su 
I 

huesped). El seBUlldo grupo se caracteriza por la ausencia 

aparente de GS¡ (por ejemplo laa plantas quenopodiáceas 

de varios medios ambientales, tales como la espinaca). 



El tercer grupo se distingue por poseer las dos .isoen­

zimas de la GS, pero la G31_ como un componente menor (del 

5 al 30~ de la actividad enzimática total de hoja) y la 

GS2 como un componente mayor (del 70 al 95% de la activi­

dad enzimática total de la hoja). Como ejemplo tenemos a 

varios pastos c3 y algunas leguminosas de clima templado. 

Algunas especies de plantas hal6filas también pertenecen 

a este grupo, sugiriendo que la localizaci6n de las isoen 

zimas no es necesariamente dependiente de condiciones am­

bientales. 

En el cuarto grupo la Gs
1 

y la GS
2 

están también pre­

sentes, pero la contribuci6n de la GS1 es consistentemente 

más grande que la encontrada en el tercer grupo. Como e­

jemplos tenemos a la mayoría de las plantas C4 y algunas 

leguminosas tropicales como ErYtbrina (92). 

Se ha sugerido que la GSi es la responsable de la rea- 1 

similaci6n del amonio producido durante la fotorrespira­

ci6n (87, 90) y también de la síntesis de glutamina en la 

oscuridad (87). Por otro lado, también se ha propuesto 

que la Gs2 funciona principalmente en la asimilación pri­

maria del amonio. Esta actividad es probablemente un pro­

ceso dependiente de la luz, controlado por las ooncentra-
a.+ + ciones de ATP, Ug y H en el estroma (87). Muy recien-

temente se ha demostrado que el cloroplasto tiene la ~a­

pacidad de reasiuilar directamente el amonio liberado du-
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rante la !otorrespiraci6n. Además, se ha demostrado que 

el nivel de la actividad de la GS en el cloroplasto es mu 

cho más alta que la de la glutamato sintasa (GOGAT) (93) 

y podria jugar un papel en la desintoxicaci6n del amonio 

en plástidos en adici6n a su :f'unci6n así.lllilatoria (94, 95). 

1.10. CARACTERIZACION Y PROPIEDADES DE LA GLUTAMATO 

DESHIDROGENASA 

Como ya se mencion6, la GDH juega un papel signific~ 

tivo en el metabolismo nitrogenado, ya que cataliza la 

conversi6n del -cetoglutarato en ácido glutámico y por 

lo tanto, convierte al amonio en nitrógeno orgánico, ade­

mas de que es la única ~nzima que conecta directamente el 

metaboliSlllo del nitrógeno con el metabolismo de los car­

bobidratos (65). 

o 
" --ooc -e -cH-CH-COO 2 2. . .. 

+ NH; +NAO< Pl H 
GDH 

2-0XOGLUTARA ro· 

o, . ~ -
C-CH2C~ ~-eco + 

o9 N!-13 

GLUTAMATO 



Se han encontrado tres :formas de GDH con diteren.te es-
+ 

pe~ifioidad por el. co.tactor: la (L-glutamato: NAD oxido~ 

reductasa (desaminante), E.e. l.4.l.2.): la (L-glutamato: 

NAD(P
1

)+oxidorreductasa (desaminante), E.e. 1.4.1.3.) 7 la 

(L-glutamato: NADP+ oxidorreductasa (desaminante), &.c. l. 

4.1.4. )'. 

Sin embargo varias enzimas~ incluyendo la de raíz de 

chÍcharo (71) presentan características interesantes como 

es el hecho de que usan solamente llAD+ en la direcci6n d$1. 

saminativa y presentan actividad con NADPH en la dirección 

andnativa, siendo alrededor del 10% de la velocidad obte-

nida con llADH. 

Varias isoenzimas de la GDH están presen.tes en los di­

ferentes tejidos vegetales (96, 97, 98) y el patrón de 1 

soenzimas varía dependiendo de la fuente nitrogenada (97, 

99) sugiriendo func.iones espeo:!i'icas para cada isoenzima. 

Aunque hay varios reportes sobre la regulación de la 

GDR por la fuente nitrógenada (100, 101, 102) esta infor­

maci6n se deriva principalmente de plantas c
3 

(103, 104). 

La fuente de nitrógeno afecta el metabolismo de los car­

bohidratos tan marcadamente que los efectos de la regula, 

ci6n de la GDH podrían ser completronente diferentes para 

plantas c4• 

En callos de maíz, una planta c4, las actividades de 

la GDH aminativa y deaaminativa no mostraron la misna. va-

, 
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riación en el período de tiempo estudiado. Mientras que 

la GDil-NADH dió un pico principal de actividad alrededor 

del día 17 (el estado estacionario inicial), GDH-NAD+ 

mostró dos picos de actividad: uno en el día 9 ¡ el otro 

en el d!a 14 (fase logarítmica temprana y lineal respec­

tivamente). 

La actividad de la GDH en la vía a.minativa (JTADH) y 

desaminativa (NAD+) f'ue medida en extractos de callos 

crecidos en diferentes .fuentes nitroeenadas (105). Ar~o­

nio y nitrato 20 mM mostraron efectos opuestos: el primt:. 

ro :f'ue inhibitorio y el segundo estimulatorio para ambas 

actividades. Sin embargo, se observaron diferentes com­

portamientos para las actividades en el medio oontenien-
+ do Nll4 más citrato, cJ.utamina o urea. La GDH-ITADH no :f'ue 

afectada o tan solo moderadamente afectada por estos oom 

puestos mientras que la actividad de la GDH-NAD+ fue 

f'uertemente inhibida. Las relaciones GDH-NAD+/NADR tien­

den a disminuir en cultivos con amonio (aún en presencia 

de citrato) así como oon glutam.ina o urea. Por otro lado, 

el glutamato, el cual es sustrato para la enzima, y ni­

trato tienden a incrementar estas relaciones (105)'. 

En plántulas, las raices tuvieron alrededor de 10 a 

15 veces más actividad aminativa y de 6 a 10 veces m~s 

actividad desaminativa por miligramo de proteína que las 

hojas (105). Esto es consistente con reportes anteriores 



usando plántulas de ma:!z (9~h En ~rminoa generales, la 

actividad de la GDH-1TADH no vari6 con la fuente de ni tr.si 

geno en raíz, en cambio, las hojas fueron sensibles a la 

fuente ni troeenada particúlu.r, La GDH-NAD+ varió en am­

bos tejidos (105). Una raayor estiraulaci6n en hojas para 

ambas actividades se observó cuundo fue ~dicionada a las 

plantas una fuente nitrogenada balanceada 0103 + NH4). 

Zstos resultados muestran que los niveles de la GDH­

UADH y de la GDH-NAD~ no tienen una respuesta similar a 

diferentes col!lpuestos ni en callos ni en tejidos vegeta­

les. Estos datos podrían ser explicados tanto por la pr~ 

sencia de isoenzimas eón diferentes rangos de reacciones 

aminativa y desaminativa, como por la existencia de di­

ferentes conf6rmeros de la misma enzima con afinidad pr~ 

ferencial por el NAD • o por el MADH, col!!o se ha sugerido 

recientemente para semillas de soya en deséll'l'ollo (10€.) 

y para el alga verde 3cen0desmus acutus (107). Al!n dos 

explicaciones más podrían ser consistentes con estos re­

sultados: diferentes niveles de proteína y actividad y 

cantidad constante de la GDH o la presencia de inhibi­

dores o aotivadores específicos en los cultivos. 

La gran cantidad de la GDH presente en ra!z compara­

da con la actividad encontrada en hojas, sugiere que ba 

jo condiciones normales, las raices son el mejor sitio 

para la asimilación de amonio en plántulas de maíz (108, 
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109). El incremento en peso fresco de la hoja cuando es 

administrada glutamina a las plan·tas es también consisten 

te con esta interpretaci6n 

La GDH E.e. 1.4.1.2. se ha purificado a homogeneidad a 

partir de ra!z de chícharo (71), plántulas de oowpea (110) 

y de n6dulos de lupinus (lll). 

La GDH E.e. 1.4.l.3. está presente en los cloroplas­

tos de hoja de haba (112), en tanto que la GDH E.C,l.4.l.4, 

se ha encontrado en los cloroplastos de la al&a marina 

Q.;•tlerpa simpliciusc1lla, (113) y en los protoplastos obt.Q. 

nidos de cultivos de tabaco (114). 
+ 

Se ha demostrado que los nucle6tidos ilAD-t- y NADP se 

unen en un punto específico del sitio activo de la enzi­

ma (115), que la presencia de estas tres actividades su­

g:i.ere que hay tres isoenzimas o tres coní6rmeros con'dif~ 

rente afinidad por el cofactor. 

Entre las características investigadas de la GDH de 

plantas están la de que es una metaloenzima (68, 71) que 

tiene grupos sulfhidrilo indispensables para su actividad 

y es activada por ciertos iones divalentes (68); además 
1.+ 

hay quien sugiere que Ca puede ser un modulador de la 

GDH-UADH en la mi tooondria externa in vitro y se ha su~ 

rido que la oalmodulina está involucrada en este proce­

so (116). 
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La GDH tiene un peso molecular de 208,000 ! 10,000 (71) 

y de 270,000 (68) y posee un pH óptimo de 8,0 tanto para 

la reacción aminativa como para la desaminativa (71): de 

8.2 para la reacción ~"!linativa y de 9.2 para la reacci6n 

desru:únativa (68). También se encontró que el pH para la 

reacci6n desaminativa depende de la concentración del gJ.n 

tamat o,. desde 8. 5 . has ta. 9. 5 cuando la caneen tración de 

glutacato va de 0.2 a 0.22 M (117). 

El patrón de isoenzimas no solo difiere de acuerdo al 

organelo investigado (118, 119, 120) sino que también 

estñ influenciado por la temperatura (115) y los paráme­

tros de desarrollo (121, 122). 
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C A P I T U L O II 

MATERIALES y METO DOS 

II,l, MATERIAL BIOLOGICO 

La semillas de Canavalia ensitormis L. proporcionadas 

por el Centro de Investigación Científica de Yucatán, se 

pusieron a germinar en matraces con agroli ta es.téril, en 

una incubadora con fotoperíodo de doce horas, a 301 C en 

la fase luminica y 25°c en la fase oscura, 

II,2, MATERIAL DE VIDRIO 

Todo el material de vidrio utilizado se lavó con dete;C. 

gente, se enjuag6 con agua desionizada y se secó en la 

estufa, 

II.3. EQUIPO 

Potencidmetros: Beclanan digital 3550 1 Conductrónic pH-20 



Placas de calentaiaiento y agitación 

Centrífugas: Beckman modelo J2-21' con rotor JA-20 

M.S.E. modelo LR-6; Clínica IEC!W-SII 

Espectrofotómetros: Pye Unicam SP6-550 UV/VIS; 

Politrdn PCU-2 

Pye Unicaill SP-1800 con control de tem 

peratura .SP 676 y ·programador de tiempo. 

Baños de temperatura constante: Colora y J.M. Ortíz 

Balanzaa analíticas: Mettler y Sartorius 

Autoclaves All American Company 

Horno de vacío Presicion modelo 19 

Incubadora Presicion de doble programa de iluminación 

Campana de flujo laminar Clean Bench Hi tachi 

II.4. REACTIVOS 

Los reactivos utilizados fueron todos de grado react1 

vo de las casas J.T. Baker, Merck y Sigma. 

II.5. PARTE EXPERIMENTAL 

a) Se pesan las semillas que se pondrán a germinar en 

!rascas y matraces con agrolita estéril, se lavan con 

detergente, una por una. _ 

b) Se desinfectan con etanol al 70% durante 3 minutos. 

c) Se desinfectan posteriormente con nna soluci6n de clo-
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ralex 1:3 durante ; minutos. 

d) Se pone cada semilla en un matraz conteniendo la agrQ 

lita estéril y se tapa con un papel aluminio, desinfectg 

do y flameado y con una liga alrededor del papel aluminio 

de cada matraz. 

Nota: Los paso~ bJ, e) y d) se realizan en la campana de 

nujo laminar. 

e) Los matraces conteniendo las semillas se colocan en la 

incubadora con un fo·tope-ríodo de doce horas, a 30•0 en la 

fase lum:!.nica y 25º0 en la fase oscura. 

f) Se cosechan las semillas hidratadas de doce horas. y de 

24 horas y las plántulas de 2, 3, 4, 5, 6 y 7 d!as, detei: 

minándose.el porcentaje de incremento en el peso fresco y 

el peso seco para cada tejido de acuerdo a la siguiente 

.f'&rmuJ.a: 

%I : P final - P 1ni~ia1 X 100 
P inicial 

De donae: %I : porcentaje de incremento en peso fresco 

P final : pe.s-0 final expresado en gramos 

P inicial : peso inicial expresado en gramos 

La cantidad de humedad se obtiene por diferencia en­

tre el peso fresco del tejido y el peso seco del mismo. 

Para obtener los tejidos secos se ponen en un horno al V.fi 
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cío a 60°0 hasta obtener un peso constante de los mis­

mos. El procedimiento se realiza en frascos Gerber a pe­

so constante poniendo por separado cada tejido. El por­

centaje de humedad se calcula de acuerdo a: 

~ Humedad : feso fresnn - ~n.~o seco 
peso :fresco X: 100 

Como ya se mencionó en la introducción, se pretende 

obtener una cinética de crecimiento de la planta duran­

te los primeros 7 días de crecimiento y determinar la on­

togenia de las enzimas GDB y GS para cada tiempo y cada 

tejido obtenido. Para ello, se separan los tallos, los 

cotiledones, las hojas ¡ las raíces; una parte se usa p.a. 

ra determinar los incrementos en peso fresco y contenido 

de humedad, mientras que la otra se guarda a -70ºc~ A 

partir de estos lfltimos tejidos se preparan los extrac­

tos crudos sobre los cuales se medir!Úl las actividades en 

zimáticaa y las pozas de alllinoácidos totales, nitratos, 

nitritos, urellJ amonio y proteína total. 

II.6. PREPARAOION DEL EXTRACTO ENZIMlTICO 

l. El tejido se congeló a -7oºo por 24 horas o más 

2. El tejido congelado se molió on un mortero previamente 

enfriado por.la menos durante 24 horas. Dicho tejido se 



deberá moler hasta obtener un polvo fino al cual se le 

agreg6 s;& (p/p) de polivinilpirrolidona. 
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} 0 Se transfiri6 el polvo a un tubo de ensaye de 30 x 175 

y se le aereg6 el tamp6n de extracción Tris-HCl 50 mM 

con uau1
2

.2H
2
o l mu y mercaptoetanol 5 mM pH 8.2, en 

una relación 1:2,5 {p/v). 

4. La mezcla se homogeneiz6 por dos minutos en el poli­

tr6n a máxima velocidad. Este paso y el anterior deben hA 

cerse en baño de hielo. El paso 2 se realizó en un cuárto 

de 4º0 de temperatura, 

5 • .1.ü extracto obtenido en el inciso 4 se pasc5 por cuatro 

capas de gasa. 

6. ~l filtrado se centrifug6 a 18,000 rpm durante 30 mi­

nutos en el rotor JA-20 de la centrifuca J2-21. 

7. Bl sobrenadante de la centrifugación (extracto crudo) 

fue utilizado para las determinaciones enzimáticas y la 

cua.~tificaci6n de las pozas. 

II.6.1. EXTRACCIOU DE LIPIDOS Y DI.ALISIS. 

El exnacto de cotiled6n de canavalin en todos los e.a 

tadios de germinación estudiados presenta eran cantidad 

de lípidos que fueron extraidoa con cloroformo tres veces 

en relaci6n 1 : 1 (v/vJ. Despu~a de la tercero. extrnc­

ci6n, el extracto enzimático se vuelve a centrifugar por 
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30 minutos más a 18,000 rpm para obtenerlo completamente 

transparente, como es requerido por los métodos espectr~ 

fotométricos_empleados. 

Los extractos de cotiled6n (después de la extracción 

con cloroformo y de la segunda centrii'ugación) y de hoja 

tuvieron que ser dializados para la deter.rainación de la 

glutamato deshidrogenasa, con un volwnen 1,000 veces ma­

yor de tampón de extracción durv.nte 17 horas en el cu.ar­

to fr:!o. · 

II.6.2. DETEBMIUAOION DE LA ACTIVIDAD DE LA GDH-NADH 

La actividad de la GDH-NADH se determin6 por el máto­

do de Joy (76) con modificaciones de Loyola (68). La me~ 

ola de reacción contenía: 

Tris-HCl 100 mM 
iCaCl2 ·2~0 1 mM l.7 ml pH 8.2 

~KG 10 mM 0.5 m1 pH 7.0 

NH4Cl 100 mM 0.5 m1 

NADH 160 '4]I. 0.2 ml 

Extracto c.J mJ 

Volumen total 3.0 ml 

La mezcla de todos los componentes, excepto el NADJ? se 

incubó a 30º0 por dos minutos y después ee inició la 

reacción añadiendo el NADH. Se graficó la disminución en 
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la absorbancia a 340 nm. Se us6 solo la parte lineal de 

la gráfica. La molaridad de las soluciones se refiere a 

la molaridad final, excepto para el Tris. La velocidad de 

reacci6n se expresd como na.nomoles de ~ADH transformados 

por minuto, para lo cual se utilizd la grá:f'foa de la fi­

gura l. 

ll.6,3. DETER!.IINACION DE LA ACTIVIDAD DE LA GDH-NAD•. 

Para la determinaci6n de la actividad de la GDH - NAD+ 

se us6 el método de Loyola (68). La mezcla de reaccidn 

contenía: 

Tria-HCL 100 mu 1.8 ml. pli 9 .4 

Glu 10 mt! o.s ml pB a.o 
?UD+ 600 ~ 0.2 ml pH a.o 
Ex.tracto Q.5 ml 
Volumen total ;.o ml 

La mezcla de todos los componente;:; excepto el MAD +, se 

incubd a :;oºc por dos minutos y después se inició la re~ 

ci6n añadiendo el MAD+, Se grai'io6 el incremento de la aj¡ 

sorbancia a 340 nm. Se usd solo la parte lineal iie la e;rs/. 
fica, La molaridad de las soluciones se refiere a la mola 

ridad final, excepto para el Tris, La velocidad de reac­

ción sa expresó como nanomoles ~e NAD+ tranaformad?S por 
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Extracto Q.5 ml 
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La mezcla de todos los componente;:; excepto el NAD +, se 

incub6 a ;oºc por dos minutos y después se inici6 la renQ. 

ción añadiendo el llAD+, Se grai'io6 el incremento de la aJ¡ 

sorbancia a 340 nm. Se us6 solo la parte lineal ne la gr/. 
fica, La molaridad de las soluciones se refiere a la mola 

ridad final, excepto para el Tris, La velocidad de reac­

cicSn sa expresó como nanomoles ~e NAD+ trans:t'ormados por 
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minuto, para lo·cual se utilizó la gráfica de calibra­

ción de la figura l. 

II 0 6 0 4, DETERJ',fllfACION DZ LA ACTIVIDAD DE GS 
' 

La actividad de la GS se midió por el método modifica 

do de Kanamori y Matsumoto (77). La mezcla de reacci&n 

contenia: 

Tris-HCl 50 mM 1.8 ml pH 7.5 

ATP (recién preparado) 8 mM 0.2 ml pH 7.0 

GJ.u-Na 33.3 mli1 0.2 ml pH 7.0 

MgS04 }3.3 mM 0.1 ml 

N~OH (recién preparado) 10 mM 0.3 m1 pH 7.0 

Oisteína 3.3 mr.t 0.1 ml 

Extracto Q.i ml. 

Volumen total 3.0 ml 

La reaooi6n se inició con la adición del extracto cru­

do, La mezcla se inoub6 por 30 minutos a 38ºc. La molari­

dad de las soluciones se refiere a la molaridad final, e& 

cepto para el Tris. En cada determinaci6n se uscS un blan­

co a tiempo oero, es decir contenía todos los reactivos y 

el mismo volumen del•. extracto enzini¡Ítico_ pero la reacción 

se detuvo a tiempo cero adicionando un mililitro del rea.e. 

tivo d~ cloruro rérrioo antes de la adición del extracto 
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enzimático en la mezcla de reacci6n. 

El 1-glutamil hidroxamato formado se determin& adicio­

.nando l m1 del reactivo de cloruro férrico (vol'1Inenes i­

guales de F'eC1
3

•pH2o al 10% en HCl 0.2 u, ~cido tricloro.a 

cético al 24% y ácido clorhidrico al 50%), que también 

sirvi6 para detener la reacci6n por el cambio de pH en 

la mezcla de la misma. Se centrif'ugd durante 30 minutos 

a 3,500 rpm y se midi6 el incremento dé absorbancia a 

540 nm con respecto a cada blanco preparado como fue de~­

cri to anteriormente. 

La velocidad de la reacci6n se expresó como micromoles 

de t-glutamil hidroxrunato formo.do por minuto, para lo 

cual se utilizó la grúfica de calibraci6n de la figura 4, 

Una unidad enzimática se definió como la cantidad de en­

zima que cataliza la formaci6n de 1 micromol de i-glutamil 

hidroxamato. por minuto bajo las condiciones del ensayo, 

II.6,5. DETERMIIiACION DE PROTEI?fAS 

Se sigui& la t~cnica de Peterson (78) para la cuanti­

ficación de proteínas, Se realizó una curva patr6n con al 

b\1mina sérica bovina. Zl procedimiento a sesuir para la 

curva patrón y el ensayo de las muestras es el mismo: se 

parte de una solución de ASB con una concentración de 

100 ~ml, la curva patrón se prepara poniendo O.l, 0.2 ml 
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etc. hasta un mililitro y en los volmnenes menores se com­

pleta a l ml con a8tla destilada. 

Para la determinnci6n de la cantidad de proteína en 

el extracto crudo se ponen 20 ~l de la muestra (excepto 

para cotiled&n, en que se ponen 40 "1,1 del extracto dilUí­

do 1;40) y se completa a l ml con agua destilada. 

Muestra (l ml) 

.T 
O.l ml de desoxicolato de sodio al 0.1)% 

(reposar 10 minutos a temperatura ambiente) 

+ 
0.1 ml de ácido tricloroacético al 72% 

(el ácido debe estar muy frío y la muestra también) 
¡ 

Oentrii'uga.r a 3, 500 rpm por 15 minutos . 

l 
Desechar el sobrenadante. Pastilla 

l 
1 ml de agua destilada 

¡ 
l ml de reactivo "A" 

l 
Reposar 10 minutos a temperatura ambiente 

! 
0,5 m1 de reactivo "B" 

1 
Reposar 30 minutos a temperatura. ambiente y leer la absoi: 

bancia a 750 ma 

Preparación del reactivo "A 11 z 

-Solución base de cobre-tartrato-carbonato (CTO) (0.1% 



de cuso4·5~0 con 10% de na2co
3

; 0.2% de KC4H4o6•4H20) 

-NaOH o.a N 

-Dodecilsulfato de sodio al 10~~ ( SDS) 

-Agua destilada 
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se mezclan volmnenes ieuales de CTC, N'aOR, SDS '1 aGUa 

destilada 

Preparación del reactivo "B": 

Un volumen de reactivo de Folin-Ciocalteu es mezclado 

con cinco volllinenes de agua destilada. 

Se graf'ica el log~ritmo de la concentración de ABS en 

J\.3 contra el logaritr:lo de la absorbn.ncia obtenida para CA 

da punto de la curva patr611, Ver gráfica de calibración 

(fisura 6). 

II.6.6. DETER1lllUCIOU DE AMIHOACI:OOS TOTALES 

Se siguió la técnica de Cocking (79). Se realizo una 

curva patrón con ~cido glutámico. Se partió de una solu­

ci6n de 50 >1,g/ml y se pusieron volúmenes crecientes de :. 

O.l m1 a l ml, completando a l ml si era necesario, con 

agua destilada. Para la determinación en el extracto en­

zimático, se tomaron 40 ~1..del extracto diluido 1:10 y 

· se completó a l ml con aeua destila~a. 



Muestra (l ml en total) 

+ 
l ml de reactivo -de ninhidrina 

i 
ebullici6n 30.minutos 

+ 
2,5 ml de isopropanol al 50% 

l 
En reposo 15 minutos 

t 
Leer la absorbancia a 570 nm 

Reactivo de ninhidrina: 
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-amortiguador citratos 0.2 M pH 5 tO,l (reci~n preparado)~ 

-NaOH al 4% 

-Soluci6n A: 2 ,1008 g de ácido cítrico monohidratado + 20 ml 

de HaOH al 4:~, aforar a 50 ml A 

-Soluci6n B: O .08 fJ de SnCl2 a los 50 ml de la soluci6n A _.,B 

0.4 g de ninhidrina en 10 ml de metilcelosolve 

+ 
10 ml de reactivo B 

¡ 
Reactivo de ninhidrina 

La curva patrón se obtiene Braficando la concentración· 

de glutamato en microgramos contra la absorbancia a 570 nm 

(:f.'igu:ta. 7). 



49 

II.6. 7. DETBRMIUACION DE NITRATOS 

Se siguió la Mcnica de Uicholas y Nason (80). Se rea­

lizó una curva patrón con Kim
3

• El procedimiento a seguir 

para la curva patrón es el mismo para el ensayo de las 

muestras. Del. extracto enzimático se tomaron 20 Al de una 

dilución 1:2 (a excepción del de cotiledón, en donde la 

dilución fue de 1:40 y también se tomaron 20 "\l) 

Muestra 

(se completa a 1.5 mJ. con aBUa destilada) 

+ 
O.l ml de ácido sulfúmico 

! 
Dejar repos.'.lr dos minutos 

+ 
0.4 ml de HCJ.0

4 
al 20% 

i 
Agitar y medir absorbancia a 210 nm 

La curva patrón se obtiene e;raficando la concentración 

en ~ de nro3 contra la absorbancia a 210 nm (figura 8). 

II.6.8. DSTZRi.iIIlACI01l D3 IHTllITOS 

Se si~ió la Mcnica de Nicholas y lTason (80). Se rea­

lizó una curva patrón con .rrano2• El procedimiento a seguir 

para la curva patrón y el ensayo de las muestras es el . 
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nismo: se partió de una solución 50 ,al.ir y se tomaron vol,ú 

menes de O.l ml a 1 ml completando a 2 ml con agua desti 

lada. Del extracto enzimático se tomó de 1 a 2 ml 

Muestra (volumen total 2 ml) 

+ 
1 m1 de sulfanilamida 

+ 
1 ml de naftiletilendiamina (NED) 0.02% 

! 
leer a 540 nm después de 10 

minutos de reposo 

El ensayo del extracto enzimático requiere que antes 

de ser leído, sea centrif'ugado durante 20 minutos porque 

hay precipitación de proteínas, 

"".' Preparar una solución de 1 g de sulf'anilamida que es 

disuelta primero en 25 ml de H2so
4 

y aforar a 100 m1 con 

agua destilada. 

La curva patrón se obtiene graficando la concentración 

de Nal102 en micromoles contra la absorbancia a 540 nm 

(figura 9). 

II,6,9, DET.ERMilfACIOU DE AMOlfIO 

El mátodo estectrofotomátrico del indofenol (81) es emplea, 

do para la determinación de urea en sangre 1 tiene un ra,u 

go de detección desde nanomoles hasta mioromoles; pasados 
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los 5 mioromoles, la reacción pierde su linearidad. El pH 

al.tera la intensidad del color y por lo tanto debe ser 

controlado. 

Para la determinación de amonio a trav&s de este méto­

do, la muestra (20 Al de extracto de cotiled6n, 60}\l de 

extracto de hoja, 50 ~1 tanto para extracto de raíz como 

para el de tnllo) se lleva a un volumen de 2o32 ml con A 

61.lª destilada. Para la curva patrón de amonio se parte de 

una solución 1 mtr de NH4 Cl y se ensaya con volúmenes de 

0.3 ml a 2 ml completando a 2.32 ml con aeua destilada y 

se procede del mismo modo que con la muestra. 

Muestra (volumen total 2,32 ml) 

+ 
5 ml de soluci6n de fenol O .106 M 
con nitroprusiato de sodio o.17 mI.t 

+ 
5 ml de solución de NaOH O .125 N 

con NaClO 11 mI.I 

·! 
Incubar 30 minutos en baño de agua 

tibia 

l 
Leer la absorbancia a 575 nm 

La curva patr6n se obtiene graficando la concentración 

de B.I!lonio en milimoles contra la absorbancia a 575 nm. (:ti 

gura 10), 
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Il.6.lO. DETZRMINACIOH Di!: UREA 

Oomo se mencion6, para la determinación de urea se em­

pleó el método espectrofotom~trico del indofenol. La de­

terminación de urea se hizo a trav~s del cuanteo del amo­

nio liberado por la enzima ureasa al hidrolizar la urea 

presente en los extractos enzimáticos. La muestra (depen­

diendo del tejido a ensayar) se llevd a 2.12 ml con tam­

pón de fosfatos 100 m!.r pH 7.5. Se preparó una ourva i:atr6n 

de urea partiendo de una solución 2 mM y se ensayaron con 

centraciones de o.o a 3 mmoles de u:rea. Se procedi6 de la 

misma manera para la curva patr6n y para las muestras .• 

Muestra (2.12 ml de volumen total tamponado) 

+ 
0.1 ml de soluci6n de ureasa 0.2 mg/ml 

t 
Incubar 20 minutos a 37°0 

+ 
0.3 ml de ácido tricloroaoético al 30% 

+ 
5 ml de soluoi6n de fenol 0.106 M 

con ni troprusia.to de sodio 0.17 mM 

+ 5 ml de soluci6n de NaOH 0,125 N 
con NaClO 11 mr.~ 

L 
Desarrollar color en un baño de agua 

tibia t 
Le~r absorbanoia a 575 nm 
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La curva patr6n se obtiene graficando la concentraci6n 

de urea en moles cont:ra la absorbancia a 575 nm (figu­

ra 11). 

II.6.ll. AJUSTZ DE LOS ENSAYOS EUZIMATICOS 

Para la determinaci6n de la actividad de la GDH tanto 

am.inativa como desaI!ll.nativa y de la GS, se probaron dife­

rentes voltúnenes de extracto enziuático y diferentes tie~ 

pos de incubación. Se obtuvieron los volúmenes y los tiem 

pos 6ptimos para lograr la linearidad en la reacci6n de 

cada enzima. 

La figura 2 nos muestra la linearidad de la velocidad 

de la GDH aminativa y desaminativa con respecto al tiempo; 

la figura :·3. muestra la linearidad de la velocidad de 

la GDH aminativa y desaminativa con respecto a la concen­

tración __ de extracto enzimático. 

Las figuras 5A y 5B nos muestran la linearidad de la 

velocidad de la GS con respecto al tiempo y a la conoen~ 

traci6n de extracto enzimático respectivWllente. 

Las ooncentraoiones de ensayo para cada enzima desglo­

sadas en los apartados I~.6.2., II.6.3 •. y II.6.4. inclu­

yen: ya los tiempos de incubación y los volrunenes óptimos 

para cada determinación. 
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FIGURA fl CURVA PATRON DE PROTEINAS.AlbÚmina 
séric.a bovina.Datos de la curva:y:::.mx +b, m=0.931.Cuando 
x:: O¡ Y=-2 .1027. CuMdo y= O; x. = 2.2563. 
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O A P I T U L O III 

.RJSULTADOS Y DISCUSIOU 

Como se puede observar en la fiGUra 12, los cotiledo­

nes muestra..~ un marcado incremento en su peso freoco a m~ 

dida que la planta se desarrolla. El porcentaje de incre­

mento tiene mayor importancia del primero al tercer día 

.de germinación, ya que a partir del cuarto d:fa tiende a 

una meseta haata el l!l timo d:[a .- Este incremento en peso 

de los primeros dias se debe a la gran cantidad de azua 

que toman los cotile~ones en este periodo (!iQ.tra 16B), 

que es requerida para la germinHci6n y la movilizaci6n de 

los metabolitos dentro de la planta, despu&s de este tiem 

po, del cuarto al s6ptimo día, el contenido de hnmcdad en 

cotiledones desciende y llega a valores aproximadamente 

constantes, ya que no se requiere que la cantidad de aeua 

siga aumentando para cumplir su cometido en el desarrollo 

de la planta. En la figura l6A se puede observar que el 
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incremento en peso en los cotiledones en los tre.s prime­

ros d!as no es solo debido a la acumulación de agua en 

ellos, sino que también se debe a su desarrollo con la 

conco~itante elaboración de materias ~tiles a la planta. 

Los cotiledones presentan un color amarillo crema has­

ta el tercer d!a y a partir del 4o se vuelven verdes, in­

dicando mi incipiente fu."lción fotosintética, Los valores 

aproximadamente constantes de peso seco en los cotiledo­

nes a partir del cuarto d!a y el lieero descenso durante 

el séptimo se deben a que el cotiÍed6n actúa cooo almacén 

de nutrientes y que no puede manteMrae una tendencia en 

ascenso porque cada vez se acerca oás al agotnmiento de 

y separación de esta reserva veeetal1 

En el resto de los tejidon el L'láximo porcentaje de in 

cremento en peso fresco con respecto al d!a anterior se 

lleva a cabo el cuarto d!a en todos los tejidos, pero el 

que presenta mayores incrementos continuos es el tallo, 

pero datos solo llega.'1 hasta el sexto día, ya que el por­

centaje de incremento en peso del 7o d!a con respecto al 

60 es bajo. 

La hoja presen·ta incrementos diarios de 173.02% el 4o 

d:!a, 88 .01% el 5o día;· 429 77% el 60 d:l'.a y 44. 0% el 7o día. 

~ate porcentaje de incremento diario es menor que en tullo 

pero mayor quo en raíz, que en este caso es el de menor 

porcentaje de incremento diario (fisura 13). 
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Al hacer una comparación del porcentaje de incremen­

to en peso con respecto al tercer d!a, que es el punto de 

partida de este estudio en raíz, tallo y hoja, el que pr~ 

senta un· porcentaje mayor sigue siendo el tallo, ya que 

el peso del tejido en e1·70 día es 12.67 veces,mayor al 

peso en el 3er día. Igualmente la hoja tuvo un incremento 

10.56 veces mayor del tejido en el 7o d!a con respecto al 

peso de la hoja en el tercer d!a. En raíz, entre·e1 ter­

cer y el '11 timo día hay un incremento total. de 7 ,;a ·.reces 

el peso inicial (figura 14). 

~l menor incremento en peso de la raíz podr:!a ser ex­

plicado en base a que solasente se estudi6 hasta el sép­

timo día y ·tal vez la ra!z tenga un mayor incremento en 

peso después de eote tiempo, ya que se hace necesario un 

buen desarrollo de la r:úz en las plantas para la asimila. 

ci6n de las fuentes nitrogenadas presentes en el suelo~ 

También De podría deber a la ausencia de una fuente nitr~ 

ganada en el ocdio empleado en este estudio, tanto natu­

ral como creada artificialmente, ya que probablemente con 

esta fuente el incremento en peso habr:!a sido mayor como 

sucede para ciertas fuentes nitroeenadas en raíz de 

maíz (105). Se podría esperar que la raíz de la planta 

que tuviera 15 d:!as y qne hubiera sido sembrada en tierra 

presentara un desarrollo mejor y la formaoi6n de n6dulos 

como otras leguminosas (70), 
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El incremento en peso fresco es debido tanto a la hu­

sedad del tejido como a la materia seca. 

En todos los tejidos en estudio el porcentaje de hum.e. 

dad va en descenso a medida que la plántula se desarrolla, 

esto quiere decir que se está elaborando una gran canti­

dad de materia oon:f'orme los tejidos se desarrollan y que 

el incremento en peso fresco en todos los tejidos no solo 

se de be a la absorci6n de agua en su interior •. 

iII. tejido que presenta porcentajes de humedad mayores 

es el ootileddn; ya que como se dijo, se muestra ldgico 

que para la germinación y moVilizaci&n metab6lica requie­

ra una gran cantidad de agua. El porcentaje de humedad 

del cotiledón varia en un rango de 60.58% a 27.07%, se-

8Uido por la hoja donde los rarrsos van de 19~33% a 17.69%, 

luego por tallo de 15.38~~ a 9.33% y finalmente la raíz 

donde el rango va de 12,82% a 7.94% (figura 16B). 

El crecimiento de raiz·;· tallo y hoja por su aumento 

en peso se muestra en la figura 15, raíz y tallo tienen 

un peso similar en el tercer día, pero como ya se dijo, 

el tallo es el tejido de mayor desarrollo de la planta; 

la hoja parte de un peso mucho más pequeño y su desarro­

llo sigue una tendencia aproximadamente l.illeal ascenden­

te pero con pesos m\cy' ba~os. 

El desarrollo'de la plb.tula en t~rm:tnos de elabora­

ci&n de materia ¡ no de absorci&n o contenido de humedad 
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se muestra en la figura 16A, en la quep a exaepci6n del 

cotiled6n, los tejidos presentan una tendencia de creci­

miento del peso seco ascendente, con el mismo patr6n de 

crecimiento mostrado por la planta fresca (fiBUra 15). 

El comportamiento primeramente ascendente de ootile­

ñ6n, seguido por uno aproximadamente constante y con un 

ligero descenso final nos indica que para el 7o día el 

cotiled6n est4 empezando a vaciarse a pesar de que a si¡¡ 

ple vista, el tejido en este d!a es bastante turgente •• 

POZAS 

Al analizar la poza de proteína total se encuentra 

que el tejido con más prote:!na es el cotiled6n, como era 

de esperarse por ser el tejido de reserva de la planta y 

el que va a actuar como soporte del desarrollo poste-· 

rior (73). Adem~s para la cuant:l.ficación de proteínas en 

el cotiled6n .i'ue necesario diluir el e~tracto enzimático 

para poder interpolar los datos en la curva patr6n de al, 

bWnina séric~ bovina, cosa que no tuvo que hacerse en 

ninglin otro tejido. 

La concentraci6n de proteínas en cot1led6n muestra 

un comportamiento cicardiano hasta el tercer d:!a, des­

pués del cual comienza un ligero descenso hasta el 5o 

día, despues del cual la ooncentracidn de proteína en 



los cotiledones disminuye maroadamento. gstos descensos 

son probablemente debidos a que la reserva de proteína de 

los cotiledones se está agotando y acercándose al momento 

de la absición (figura 17). 

En un rango de proteínas más bajo se encuentra el 

tallo, con una tendencia al descenso del tercer al quinto 

dias y a partir de ~ste comienza una tendencia ascendente 

haata el último d!a, lo que sugiere que en los primeros 

días transloca runinoácidos para después empezar a acumu­

lar proteínas. En ra:!z con una cantidad a'lin menor de pro­

teína, se presenta poca variación de la cantidad de pro­

teínas, pero la tendencia es ligeramente descendente. 

La hoja es el tejido más abundante en proteínas des­

pués del cotiledón y presenta wi comportamiento cicardia­

nó con un m!nitio de proteínas en el 60 día (~igura 18) •• 

Con respecto a la poza de aminoácidos totales, nueva­

mente el cotiledón muestra la poza más elevada, cuyo va­

lor desciende para 12 horas y a'IÍn más para 1 d!a, después 

un incremento que se mantiene hasta el 5o d!a y en el 60 

d!a hay un fuerte descenso que se mantiene constante en 

el 7o día probablemente porque no hay una translocacidn 

considerable de aminoácidos o porque la incorporaci6n de 

éstos en las proteínaa permanece constante durante estos 

dos 'l1ltimoa días de estudio. 
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El descenso en las primeras 2~ horas es explicado en ba­

se a una ruptura enzimática de la canavanina, que por 

ser el aminoácido más abundante en los cotiledones, es 

el que podría contl'ibuir mayoritariacente al contenido de 

esta pozai El incremento posterior se podría explicar en 

base a la asilnilaci6n del amonio proveniente de la ruptu­

ra de la canavanina en aminoácidos como asparaeina y leu­

cina-isoleucina como f'ue propuesto por Rosenthal (50). El 

nuevo descenso en el 60 y 7o d!as podría también si&ni!i­

car parcial agotamiento de los metabolitos de los cotile­

dones como se discutió para la poza de las proteínas, me• 

diante el transporte de la canavanina o do algdn otro ami 

noácidos hacia tejidos como la hoja, donde el incremento 

de su poza en estos dos '\U.timos días apoya esta proposi­

ci6n. Un incremento máximo en la poza de aminodcidoa en 

los cotiledones corresponde a un minimo en la de la hoja. 

:m el tallo, que es un tejido import/lllte para el transpo;¡: 

te de los aminoácidos (73), la poza de a.minodcidos se 

muestra aproxi~adamente constante con un m<i:d.mo en el 4o 

d:!a; al igual que en la raíz, en la que después sufre un 

descenso de su·poza probablemente por transporte a las 

hojas o incorporaci<5n en proteínas (figura 19). 

La cantidad de nitratos en los tejidos muestra consi­

derable importancia ya que no se esperaba que fuera tan 
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elevada. Nuevamente el tejido con la poza más alta fueron 

los cotiledones y presenta un comportaoiento cicardiano 

que tanbién muestra la hoja, pero con una poza menor y el 

tallo con otra atin menor. La raíz presenta valores aproxi 

madamente constantes en su poza de nitratos, Se ha propueA 

to que los nitratos turibién son transportados en el inte­

rior de la planta (73), esto podría estar sucediendo en 

canavalia, ya que uno de los ve.lores DÚlÜl!los de la poza 

de cotiled6n está acompru1ndo por un máximo en la poza de 

tallo y en el 7o dta donde la de cotiled6n tiene un valor 

c!nimo, hoja y tallo presentan tendencias ascendentes (f1 

gura 20). 

·ta poza de nitritos muestra un comportamiento cicar­

diano en los cotiledones, donde se presentan oáximos don­

de la poza de nitratos muestra'm:!nitlos y viceversa, lo 

que podría significar que los nitratos son reducidos iil 

Ai.tJ.l a nitritos donde quid no haya gran actividad de ni­

trito reductasa o la poza de nitritos excede su capacidad 

metabolizadora. En apoyo a este '111 timo aTGtuaento, encon­

trnmos una eran poza de amonio en raíz, pero aquella no 

solo puede deberse a una actividad alta de nitrato y ni­

trito reductasa, sino a la actividad de arginasa seeuida 

de ureasa que tambidn producirí~.n estn elevación en la p~ 

za de amonio~ De acuerdo a los resultados obtenidos por 
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Rom~ (123), hay una eran actividad de arginasa en ra:!z, 

aunque la actividad de ureasa no parece ser tan si¿;nifi­

cativa en este tejido. Tal vez podría estar sucediendo 

una inhibició11 por producto, debido al tamaño de la poza 

de amonio. La hoja muestra una poza de nitritos ascenden 

te y el tallo muestra una tendencia complementaria con la 

de nitratos, es decir cuando la poza de nitratv$ muestra 

una tendencia descendente, la de nitritos ea ascendente 

y viceversa probablemente por las ra?.ones ya discutidas 

(i'igura 21). 

Pozas de gran interds en este estudio fueron las de 

urea y amonio, ya que dependiendo de la actividad de ar­

ginasa y ureasa, a partil' de la urea se tiene una .fuente 

más de amonio (junte con la que producen las enzimas ni­

trato y nitrito reductasa al actuar sobre-nitratos y ni­

tritos respectivamente) que puede ser incorporado a las 

moUculas para formar los aminoácidos,. 

.tn cotiled6n no se encontró urea y este dato concuer­

da con la gran actividad de ureasa encontrada en este te­

jido (123) que impidió que cualquier cantidad de urea pe~ 

maneciera sin hidrolizar. 

Tampoco fue detectada la urea en hojas de 5, 6 y 7 

días, a pesar de que la actividad de ureasa en hoja no 

fue tan alta como en los cotiledones, pero tu.e más alta 
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que la de la raízt donde sí se pudo detectar una poza de 

urea que muestra una tendencia ascendente hasta el 60 día 

con un descenso para el 7o d!a. La poza de urea en tallo 

muestra un cooportar.rlento cicardiano durante el tiempo de 

estudio (figura 22). 

La poza de a.morúo se comporta en forma ascendente en 

hoja durante el tiempo del estudio, mientras que en los 

cotiledones y en el tallo muestra una tendencia desccnden 

te con.forme la planta se desarrolla (figura 23). 

El sensible descenso en la poza de amonio en tallo p~ 

dria ser explicado en baJe a la creciente actividad mos­

trada por la GS en este tejido (figura 24) con.forme la 

planta se desarrolla, que podría metabolizar el amonio 

proveniente de nitratos y nitrito's (por la accicSn sucesi­

va de la nitrato y de la nitrito reductasa), de urea (por 

la acción de la ureasa)y de la poza de amonio en sí, pro­

vocando este descenso. La GDH del tallo tiene un carácter 

cicardiano en el tiempo de este estudio y por lo tanto no 

es la encargada principal de la asimilación del amonio en 

este tejido. (figura .. 25). La AS no interviené én la' re asi­

milación, ya que muestra un comportamiento descandente (124) 

Se podría esperar una gran cantidad de glutamina en este 

tejido y poca cantidad de asparag:ina por la~ actividades 

de las enzimas que sintetizan estos arainoúcidos. 
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La actividad de la GS en hoja es mayor que la de tallo 

y muestra lL'la tendencia ascendente conforme la planta. se 

des::'.l'rolla y asi lti.sno una poza ascendente de amonio, por 

lo que no puede aplicarse 01 ar3Ulacnto éUlt0rior a es~c t~ 

jido, 3stos re3Ultados podrían explicarse en base a una 

actividad aún mayor de la3 enzimas productoras de ru:ionio: 

H.i1, 1TiR y urca.;;a con carácter en ascenso que sobrepasara 

la capMidaC. de la G3 para metabolizarlo, ya que la acti­

vidad de la GDH aminativa es descendente, Sin emb¡µ'go, la 

AS de las hojas sufre incronento (124) conforme la planta 

se desarrolla. pero no parece haber u.na disminuci6n signi­

ficativa de la poza ancendente de amonio por la acci6n de 

eata. enzima, 

La poza descendente en los cotiledones se debe a las 

actividades de GS y GDH, que aunque son cicardianas, muea, 

tran una tendencia ascendente y complementaria, ya que en 

los valles de actividad de una, hay crestas de actividad 

de la otra (figuras 24, 26) •. La AS no interViene porque 

nuevar.icnte su cooportamiento es descendente, 

La poza de a.nonio en la raíz muestra un comportamien­

to cicardiano, pero con ligeras variaciones.(figlira 23), 

al igual que la GS que podría contribuir a la variación 

de esta poza a pesar de que la GDH muestra una tendencia 

en ascenso. 

Los resultados de la variaci6n de la actividad de laa 
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enzimas seriin explicados con máa detalle a contiuunción, 

El tejido que mostró mayor actividad de la G8 fue la 

hoja y en el segundo lu,sar el tullo. Ambas tejidos mos­

traron patrone3 d8 actividad asc~ndentes durante el tiem­

po del e3tudio, ai tercer luüar estuvo la raíz que prescn 

ta ru1 comportaLiiento cicardiano en la actividad de la G3 

con u.~ mi."dmo en el 60 día pura después descender en el 

7o día. 31 4o y 5o i1Ía3 i·ienen actividades bajas • 

La actividad do la GS en cotiledón muestra ser la me­

nor de los cuatro tejidos estudiados y presenta también 

un conport~1iento cicardiano con un máximo do actividad 

a los 4 días y un mínimo a los 5 días con ascenso en el 

60 día y posterior disminución en el 7o día (figura 24), 

Por otro lado la GDH de hoja disminuye marcadamente 

durante el período de tieopo estudiadoJ,· mientras que la 

de raíz Ya en aumento a pesar de que muestra un ligero 

descenso en el 5o día para la vía aminativa y en el 60 día 

para la via desruainativa, La GDH tanto de cotiledones co­

mo de tallo muestra un comportamiento cicardiano con una 

actividad máxima en el sexto día para la v:!a aninativa y 

en el segundm día para la vía desuminativa; en el 4o día 

para la vta aminativa y en el 5o día para la v:!a desami­

nativa rcspectivrunente (figuras 25; 26, 27). Al hacer el 

ensayo de la GDH desaminativa en los cotiledones, el blan 

co, que no contenía glutamato de sodio mostró cambios de 
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absorbancia con respecto al tiempo, lo cual quiere decir 

que la poza de ácido g.lutámico dentro de la poza total de 

aninoácidos en cotiled6n es muy grande. Este problema fué 

resuelto mediante la diálisis del extracto enzimático de 

ente tejido, 

Jatos resultados y los de Caldera (124), kan mostrado 

que el a.rlonio li b3rado por la ureasa y pro bablemen"t•3 por 

otrai::; enzimas como lá. ni trato y la ni tri to reductasa, es 

reasir.!ilado en las hojas por la vía GS/GOGAT, ya que :i.n 

actividad de GS en hojas es la más erande en compnración 

con cualquier otro tejido. Se sabe también que hay una 

actividad significativa de GOGAT dependiente de ferredo­

:d.na en este tejido (124). 

Por otro lado en las ·raíces este umonio es reasimila-

do por la v!a GDH que adquiere en este tejido la mayor 

importancia comparativamente con los otros tres, esto es 

apoyado por el hecho de que la GOGAT llADH-dependiente es 

muy baja comparada con la actividad de la GDH aminativa, . 
sin embargo hay una actividad importante de GS. Ray que 

recordar :¡,qu! que la GOGAT ha demostrado ser una enzima 

muy inestable (69). Ls elutar:tina .formada de esta manera 

no puede ser conectada directamente al metabolismo inter­

mediario por la baja actividad de GOGAT en raíz, pero po­

dría ser utilizada en la síntesis de purinas, de tript6-

fano, de arginina o de histidina o podría ser también una 
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.forma de almacenamiento de nitróGeno oreá.'lico (69). 

En el caso del tallo se propone que del tercer al cun¡: 

to día funcionen tanto la vía GS/GOGAT como la vía GIE p,e. 

ro a partir del 4o día la vía principal de asimilación 

del amonio es la v:l".a GS/GOGAT, ya que la actividad de la 

GDH desciende sensiblemente a partir de este d!a. 

En el caso de los cotiledones se obtienen actividades 

bajas pa.ra las enzimas involucradas en ambas víaz, pudicn 

do su~erir que se renliza un transporte más que una metü.­

boli zación de los intermediarios; Ambas vías responsables 

de la asimilación del ª1J10nio muestra..~ una importancia si­

milar en su función, si bien la ruta GS/GOGAT adqui~re un 

papel más importante a medida que los cotiledones maduran 

ya que la actividad descendente de la GOGAT-HADH está acQ. 

plada con un aumento considerable de la GOGAT-ferredoxina, 

La importancia de la AS en la reasi.ll1ilación del ::unonio 

es mayor en los primeros d!as de eerm.inación en el tallo; 

los cotiledones y la raíz mientras que en la hoja aqquie­

re mayor relevancia en los últimos d!as (124). 

A partir de la tabla I que nos dá un análisis de la 

composicion porcentual de las pozas analizadas, vemos que 

el componente mayoritario en cotiledón son las proteínas 

y después los aminoácidos en cambio en los tejidos restan. 

tes esta tU tima poza es· más abundante, con un mayor ta. 
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maño en el tallo, deopués en hoja y finalmente en raíz. 

La poza de proteínas en estos tejidos tiene importancia 

secundaria. El tallo presenta una fuente inmensa de urea 

y con un tamaño ligeramente menor pero igual impo:irtancia 

se encuentra la raiz. La poza de amonio es considerable­

mente más erande en cotiledón que en cualquier otro teji­

do, seguida por la de tallo, luego la de ra!z y finalmen­

te por hoja. Las poz~s de nitratos y nitritos son peque­

fias y la m~s grande es la de nitratos en cotiledón, du 

cualquier modo, este porcentaje ~unque pequeño, es impor­

tante por ser un hecho original. 
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·CAP I TUL O IV 

CONCLUSIONES 

--.,/' 

El tallo es el tejido que muestra el mayor incremen­

to en su tamaño y peso en el tiempo del estudio. La ra:!z 

es el tejido de menor incremento. 

Los tejidos más abundantes en proteína son: los coti­

ledones en primer luear y en segundo la boja. 

Co~o la poza de nitratos en el cotiledón es muy ele­

vada, se podría pensar que éstos pueden ser transportados 

a otras partes de la planta para su posterior reducción 

a amonio y su incorporación en los aminoácidos.· El tallo, 

de acuerdo a lo~ resultados discutidos anteriormente, se 

propone como sitio de la reducción de los nitratos tran~ 

portados desde el cotiledón. 

Se considera la posibilidad de que el amonio produci­

do por la ureasa del cotiledón sea transportado a la hoja 
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ya que la tendencia ascendente de esta poza ceni"orme la 

planta se desarrolla. lo conrirma, 

El tejido que tiene mayor actividad de la GS fue la 

hoja y en segundo lugar el tallo, Ambos tienen patrones 

de actividad ascendentes durante el tiempo de estudio. 

La actividad de la GS del cotiledón muestra ser la m~ 

nor de los cuatro tejidos estudiados, 

De los resultados discutidos anteriormente se conclu­

ye que el amonio liberado por la_ureasa y por otras enz1 

mas productoras de éste. e& reasimilado en las hojas por 

la vía GS/GOGAT, debido a que la actividad de la GS en 

las hojas es la mayor de los cuatro tejidos, 

En las raíces este amonio es reasimilado por la vía 

de la GDH, que adquiere en este tejido la mayor importa.u 

cia a comparación de los restantes, Se concluye esto con 

mayor seguridad porque la GOGAT-NADH dependiente es muy 

baja comparada con la actividad de la GDH aminativa. La 

glutamina formada por la GS de la raíz no puede ser coneQ. 

tuda directamente al metabolismo intermediario por la b.a. 

ja actividad de la GOGAT antes mencionada, pero podría 

ser utilizada en la síntesis de purinas, de triptófano, 

de arginina o de histidina o podría ser también una for­

ma de almacenamiento de nitrógeno orgánico, 
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En el caso del tallo, durante loa primeros d!ag se pr~ 

pone que funcionan tanto la vía GS/GOGAT como la vía GDH, 

pero conforme la planta se desarrolla adqujere mayor im­

portancia la v:!a GS/GOGAT. 

ParP los cotiledones se concluye que hay mayor trans­

porte que metabolizaci.óri de intermediarios debido a la ba 

ja actividad de las enzimas involucradas en la reasimil.a. 

oi6n del amonio, aunque se lllUestra a la vía. GS/GOGAT como 

la más importante conforme los cotiledones maduran. 
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