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Canavalia engsiformis 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 téxicos limitan e impiden tal uso.

Bl proyecto global de investigacién de nuestro grupo
tiene como meta obtener una variedad de Canavalia que
presente las mismas ventajas que C, engiformis pero a la
que se le hayan disminuido los compuestos téxicos para su
utilizacidn plena como alimento.

fgte estudio en particular trata sobre el comporta-
miento de las enzimas glutamato deshidrogenasa (B.C.l.4.
1.2.) y glutamino sintetasa (E.C.6.3.1.2.) durante los

primeros 7 dfas de geruinacidn con el fin de obtener um
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modelo que nos permita explicar y comprender la reasimi-
lacién 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 dfas de crecimiento y determinar la oiitogenia de
las enzimas glutamino sintetasa y glutamato deshidrogeng

sa para cada tiempo y cada téjido obtenido,



CAPITULO I
ANTECEDBNTES
I.1l. GENBRALIDADES

anggglig_ggnigggﬁig L, es una planta que se cree sea
originaria de México ¥y el sur de Brasil y Perd, que ahora
es cultivada a través de los trépicos como siembra de prg
teccién para ciertas cosechas o como abono verde (1).
Canavalia engiformis muestra importantes caracter{sti-
cas agrondmicas como son:
1. Su desarrollo total avn en climas y suelos poco favorg
bles como los del estado de Ynoatdn, con suelos altamente
alcalinos con un pH mayor de 7.5 y sumamente rocosos.
2., Su gran rendimiento en follaje, que la hace una fuen=
te potencial de forraje.
3. Es unavplanta que se enocuentra relativamente libre de

plagas y enfermedades., Tolera m4s que cualquier otra legu
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minosa, desarreglos por sequfa, hongos, insectos, pH bajo,
gal, arena, sombra, siembras en declive, virus e inunda-
clones.

4, Suprime las malezas.,

5, Las vainas son grandes y fdciles de cosechar manualmep
te.

En la zona henequenera ¥y Bajo condiciones de cuidado
nfnino y suelo sin mecanizar, en el afio de 1981, una siep
bra grande de canavalia produjo 1800 kg/ha de senillas 3g
cas, con el 30% de proteina cruda; en el afio de 1982 la
produccidn fue de 2500 kg/ha (2). Las producciones ante-
riores pueden sor comparadas con las de 1000 kg/ha y 400
kg/ha de mafz y frijol respectivamente, bajo condiciones
sinilares de cultivo (2).

Las senillas secas contienen alrededor del 24,5% de
protefna y la parte adrea de la planta contiene entre 13.8
¥y 16% de protefna cruda (1).

Uno de los problemas para utilizar a la canavalia como
alinento es el nutritivo, ya que como todas las legumino-
sas, presenta deficiencia de metionina e igoleucina, sin
embargo éste puede ser superado mediante un 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 téxicos de grupos tan di-
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versos como los alcaloides, los anflogos de aminodecidos,
los compuestos cianogénicos, las isoflavonas, los inhibi
dores de proteasas, las fitohemaglutinas, las saponinas
¥y los compuestos derivados del selenio (3).

I1 principal problema de la semilla de canavalia radi
ca en que presenta congtituyentes téxicos de dos tipos
prineipales: protefnas y andlogos de aminodcidos.

Bntre las protefnas, la toxicidad de las ritohemaglu-
tinas y de los inhibidores de las enzimas digestivas pug
de ser destrufda mediante tratamientos térmicos aplicados
al grano (4).

Zntre los andlogos de los aminoicidos encontramos prip
cipalmente a la canavanina, un anflogo estructural de la
arginina; y a la canalina que es ﬁn anflogo estructural
de la ornitina, la cual es producida por la ruptura hidrg
l{tica de la canavanina,

1.2, CLASIFICACION TAXONOMICA DE LA PLANTA

La clasificacién taxonémica de Ganavalia ensiformisg

ha sido recientemente revisada y es como sigue:

- Reino PLANTAB
~ Division  MAGNOLIOPHYTA

- (lase MAGNOLIOPSIDA



- Subclase ROSIDAZ (5)

- Orden ROSALES (6)

- Fapilia  LEGUMINOSAE

- Subfamilia PAPILIONOIDEAE

- Tribu PHASEOLEAE

- Subtribu  DIOCLEINAE

- Género CANAVALIA

- Especie  CANAVALIA ENSIFORMIS (7)

1.3, INCIDENCIA DE LA CANAVANINA EN PLANTAS SUPERIORES

Como parte de una serie de estudios llevados a cabo
desde 1929 hasta 1937, se aisldé y caracterizd quimicamep
te un aminodcido bdsico nuevo en las plantas. Se le did
el nombre de canavanina después de su aislamiento de se-
millas de Canavalia engiformig (8).

La canavanina (dcido w-amino-§~ guanidinoxibutirico),
es el compuesto principal de reserva de muchas plantas

leguminosas (9),

HOOC~§H-CH§CH§0‘NH-q=NH
NHy NH2
CANAVANINA
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gntre tales leguminosas se encuentra Canavalia engifor-
mig, Callneata y Q. obimsifolis (8, 10, 11), También se
aiglé canavanina de . arboreaceng (12), y se le ha encog
trado en los gdneros: Medicago, Ornithopus y Colutea.
Entre otras especies de leguminosa cuyas semillas cop

tienen canavanina tenemos: Anihyllla vulneraria, Caragana

¥a (13).

. Hasta el afio de 1981 se conocian aproximadamente 500
leguminogas repregentando 240 géneros que almacenan ca-
navanina (14).

La aparicidén natural de la canavanina ha dado un valor
real al entendimiento y delineamiento de las relacioneg
filogendticas en la subfamilia Papiloinoideae (14, 15),

Este grupo de leguminosa contimia siendo la inica fueg
te confirmada de este metabolito secundario.

La presencia de canavanina en semillas de . enaifor-
ml3 en concentraciones del 3 al 5% de peso seco fue el hg
cho que sugirié que su funcidn es como reserva de nitré-
geno y por lo tanto, la presencia de un sistema asociado
con su utilizacidn. La mayorfa de las semillas contienen

del 2 al 4% de este metabolito, muchas tienen cantidades
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mds pequefias, en el orden del 0,1 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 proporcidén total de
nitrégeno correspondiente a canavanina puede fdcilmente
exceder el 90% del nitrégeno total correspondiente a ami-

nodcidos solubles (16),
1.4, PROPIEDADES BIOLOGICAS Y TOXICIDAD DE LA CANAVANINA

La L-canavanina es un aminodcido no protéico con un
potente efecto antimetabblico, debido en gran medida a su

analogia estructural con la L-arginina.

HOOC -G H-CH3C H50-NH-C =NH
NH, NH,

CANAVANINA

HOOC-CH-CH5CHzCHzNH-C=NH
] 27272 ]
NH, NH.

4

ARGININA
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La marcada accidn insecticida de la canavanina, su ha
bilidad para interrumpir muchas reacciones bioquimicas
esenciales en un amplio rango de organismos procariontes
Yy eucariontes, -su apreciable almacenamiento en tejidos
tan importantes como la semilla , son consistentes con
el papel aleloquimico que se le ha asignado para la defep
sa de la planta contra insectos fitéfagos y otros hervi-
voros (17).

La canavaning inhibe a las enzimas reguladoras de la
biosintesis de la arginina y sirve como sustrato en virtual
mente todas las reacciones que utilizan arginina e inhibe
competitivamente la toma de &sta (17). La canavanina tag
bién puede ser aminoacilada por la arginil ARNt-sinteta-
sa (18, 19) lo que provoca que todas las protefnas que
contienen arginina estén sujetas potencialmente al reem-
plazo por canavanina cuando esfa dltima se encuentra pre
sente,

La evidencia de que la canavanina es incorporada en
protefnas ha gido obtenida en adenovirus (20), Z..coll
(21), Chlamydomonag reinhardii (22), células de carcino-
sarcoma Walker (23) y virus del mosaico del tabaco (24),
fn B, coll la canavanina funciona como un represor de
las enzimas que catalizan la sfntesis de la arginina (25).

Puésto que el pH isceléctrico para la canavanina es

de 8,2 mientras que para la arginina es de 10,8 esto prg
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duce una disminucidén en la basicidad, lo que altera la
interaccidn del residuo con su entorno y finalmente cam-
bia la estructura terciaria y/o cuatérnaria de la protef
na (26), Es este cambio lo que probablemente reprime el
crecimiento bacterial (27), el desarrollo de algas y le-
vaduras (28), el cultivo de tejidos humanos (29) y el de
otras lfneas celulares de mamfferos (30), Lo anterior da
crédito al concepto de que la presencia de aminodcidos no
comunes como la canavanina, ademis de actuar como alra-
cén de nitrdégeno, presenta la ventaja adaptativa de ha-
cer a la planta menos suceptible al ataque de varios ani
males y plantas superiores (31).

Las leguminosas que producen canavanina no sintetizan
canavanil-proteings en cantidades detectables (32), lo
que suglere que tienen una aminoacil AKNt sintetasa es-
peclfica para la arginina y otra para la canavanina,

Bn especies vegetales en las cuales la canavanina es
una sustancia extrafla, interfiere con el metabolismo nor
mal de la planta e inhibe su crecimiento (%3, 34, 35, 36,
37), afecta 1a induccidn de la actividad de la nitrato rg
ductasa en rafz de mafz (38) y el desarrocllo de embriones
de malz (37), pero su efecto es revertido por la adicidn
de arginina.

3n procariontes las canavanilproteinas forman un con-

jugado con el genoma bacteriano e impiden ciclos peste~
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riores de replicacidn (20, 39). Estudios realizados en
rafz de soya indican que la totalidad del metabolismo del
ADN es atenuado por este andlogo de la arginina (40),

Algunos estudios realizados en virus (41, 42) han da-
do la evidencia experimental de que se lleva a cabo una
reduccién de la sfntesis de la ARN polimerasa, mediada por
la canavanina, Si la canavanina puede disminuir significg
tivamente la produccién de ARN mensajero, y puesto que .
las moléculas existentes previamente son degradadas, la
actividad traduccional de la célunla puede ser reducida
marcadamente, lo que proveocaria que las proteinas que se
requieren para la replicacién y expresidn del genoma se
vieran fuertemente disminuldas,

Se observé que la canavaninag inhibfa la sfntesis del
ADN, del ARN y de las proteinas en Glycine max (40),
mientras que la adicién de la arginina revert{a parcial-
hente el fenémeno (40),

Adends de poseer andlogos de aminoécidos como la cang
vanina, Canavalia engiformis tiene protefnas tdxicas ep
{re las que se encuentran las lectinas como la concanavy
lina 4, cuya toxicidad esta determinada por su capacidad
de asociacién con la membrana celular. Concanavalina A
interacciona especificamente con los polisacdridos y las
glucoproteinas de la membrana celular que poseen unida-
des de «-D-glucopiranosil o de «~D~ manopiranesil., Las

lectinas aglutinan bacterias orales en la superticie de
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los dientes (43)., La concanavalina A puede unirse reversi
blemente con los factores galivales aglutinantes, preci-
pitando o formando complejos solubles e inhibiendo com--
petitivamente la aglutinacidn bacterial.

Se ha reportado que el género Ganavalia contiene las
siguientes toxinas: coling, 4cido hidrocidnico y trigone~
linas La harina de @, ensiformis contiene una toxina que
causa hemorragia en la mucosa estomacal de ratas (1),

Otra proteina téxica, conatoxina, tiene un profunio a
fecto sobre el sistema nervioso central; provocando mee
diante mecanismos a¥n desconocidos: hipotermia, ataxia y
convulsicnes (45), adem4s contiene inhibidores de enzimas
digestivas tales como la tripsina y las amilasas.

I.5. BIOSIRTESIS DE LA CANAVANINA,

Je ha demostrado que (Qanavalia ensiformig sintetiza
canavanina por wna serie de reacciones que presentan una
analogfa con el ciclo de la ornitina-urea, propuesto por
Zrebs~Henseleit, que utilizan los mamfferos para la pro-
duceién de arginina, Cada compuesto y cada enzima presén
ta su contrapartida del ciclo, que se distingue con el
nombre de eanalina-urea para la produccién de canaveni-
na (47). Todas las enzimas del ciclo de la ornitina-ureca
han sido aisladas de plantas superiores, incluyendo a la
canavalia (43),
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les b do les ipusstog del cicle ornitina<urea y junte & ellos el nombre del anélogo



1.6, MOVILIZACION DE LA CANAVANINA

La movilizacién y la utilizacién de la canavanina en
Canavalia ensiformis se 1leva a cabo mediante la hidrélj
sis de la canavanina mediada por la arginasa, la cual
produce canalina y urea (49), La urea es hidrolizada pog

teriormente por la ureasa a 002 ¥ amonio, este ¥ltimo rg

presenta una fuente importante de nitrégeno reducido.
= CH-CHC H=0-NH-C=N ARGINASA
HOOC (liH CHZCH20 (;, H 4+ H20 >

NH NH,
CANAVANINA

NH,
HOOC-CH-CHaCH;0-NH, 4 0=C_
NH, NHy
CANALINA UREA .
NH .
2 .
0=¢” “4no0 -UREASA , .0 | oNH
N 2 2 3
NH,
UREA

Durante el desarrollo de la planta de cahavalia se
produce una cafda en la cantidad de canavanina en los
cotiledones, mientras que el nivel de canavanina en los
demds tejidos se incrementa, Durante los primeros 5 dfas
. de germinacidn, se consume m4s del 40% de la canavanina
almacenada en los cotiledones, mientras que los andlisis
cromatogréficos de extractos de cotiledén de 7 dias re-

velan un gran incremento en el tamaiio y densidad de las
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manchas de aspargina, canalina y leuwcina-isoleusina, que
junto con la aparicién de un sigtema de degradacién de
canavaning altamente activo, sugiere que la canavanina
est4 siendo convertida a vanalina, amonio, asparagina y
leucina~igoleucina para su utilizacidan (50),

Otros estudios realizados revelaron un pico de acti-
vidad de ureasa en los cotiledones dentro de la primera
semana de crecimiento de la planta (51), Como ya se men-
ciond, la ureasa de canavalia completa la utilizacién
dgel nitr&géno almacenado en la moldcula de canavanina,
convirtiendo la urea a 002 ¥ NH3: de hecho existe una
correlacidn entre la cantidad de la canavanina en la se~
milla y 1la actividad de ureasa encontrada en estos teji-
dos (52),

El catabolismo de la canalina ha side poco estudiado,
lo dnico que se ha propuesto es de que sirve como fuente

de homoserina (53, 54),
I,7. PROPIEDADES BIOLOGICAS Y TOXICIDAD DZ LA CANALINA

El descubrimiento de la existencia de la canalina se
1lev$ a cabo en 1932 por Kitagawa y Yamada, que al tra-
tar de aislar la ureasa de un extracto de semilla de ca-
navalia, encontraron que la cantidad de urea producida

por la ruptura enzimédtica era demasiado alta y también
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determinaron que se producfa canalina estequiométricamente
a partir de la degradacién de la canavanina (55).

La canalina es un andlogo estructural de la ornitina

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

H
1 .
NH-0~CH=CH-C ~C OOH L-CANALINA
2 2 2%
NH2
' i | |
NH2-C HECHé'CHi(E-COOH L-ORNITINA
NH2

Como hidroxilamina sustitufda que es, la canalina se
descompone completamente en los sistemas usados para ais-
larla, 2l igual que por cromatograffa de intercambio 16~
nieo (56}, Esta propiedad ha minimizade severamente su eg
tudio a partir de fuentes naturales.

Las 500 especies conocidas que producen canavamina y
presumiblemente tambidn arginina, representan fuentes ng .
turales de este compuesto,

Los estudios de las propiedades bioldégicas de la cang
lina muestran que posee potentes propiedades insecticidas
cuando es administrado a Manduca gexta (una larva del ta-
baco) en la que provoca también empobrecimiento larval,

aumenta las malformaciones de pupas y adultes, atemia la
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supervivencia en fodos los estadios del desarrolle y dis~
minuye significativamente la totalidad de la produccién
en masa de hembras preiiadas (60),

Canalina es uno de los muchos aminodcidos no protéicos
neurotéxicos de las plantas. Por ejemplo, se han descu-
bierto ciertas propiedades neurofarmacoldgicas‘cuando se
administra a polillas adultas (57), entre otras, produce
una actividad motera contfnua, aunque su efecto es de ng
turaleza transitoria,

Como la canalina tiene una cierta similitud estructu~-
ral con el 4cido Y-aminobutfrico (GABA), serfa razonable
pensar que la canalina antagoniza con las acciones biold-
glcas mediadas por el GABA en gl sistema nervioso central,

que es donde se sugiere que actda la canalina,

H
NH{'CHEC»HQ(%-COOH ACIDO L-tAMINOBUTIRICO
H
H
NH50 - CHzCH 3 C-COOH L - CANALINA
NH,

También posee potentes propiedades reductoras del crg
cimiento (58), habiendo una reversién del efecto con un
exceso de ornitina, citrulina o arginina,

La canalina es también un poderoso inhibidor de las en
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zimag que contienen fosfato de piridoxal. La glutamato
oxalacético transaminasa y la glutamato piruvato transami
nasa de rata son inhibidas casi completamenté con 10 mh
de canalina (59), También se reduce la produccidén de glu~-
tamato generado por la vfa de la ornitina cetodcido tran-
saminasa (61).

Nientras que la canalina atenda 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 Bg
a pesar de que, como ya se dijo, la canalina es un andlo-
go estructural de la ornitina.

La reaccidn de la canalina con el fosfato de piridoxal
es la base principal para sus propiedades antimetébolicas,
Log datos de resonancia magnética nuclear obtenidos del
complejo formado por la unién de la canalina con el grupo
Bg, indican que se haya involucrada la formacidén de una
bage de Schiff en la produccién del complejo(63), al reag
cionar con el grupo aldehido de la coenzima (62, 64).

La banda de absorcidn que se produce por la interac-
¢idén covalente entre la coenzina y la apoenzima se pier-
de por el tratamiento con canalina, apareciendo un nuevo
pico en ung longitud de onda diferente, el cual es produ-
cido por la reaccida entre la canalina y el fosfato de

piridoxal, Cuando la holoenzima tratada con canalina es
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dializada exhaustivamente, el espectro de absorbancia re~
torna al de la apoenzima, y esta enzima tratada con cana-
lina pero dializada, puede ser activada normalmente, lo
que sugiere que el complejo canalina-fosfato de piridoxal

gse encuentra unido d4€bilmente a la holoenzima (63),
1.8, ASIMILACION Y TRASLOCACION DEL AMONIO

La canavanina es hidrolizada secuencialmente como ya
ge menciond, por la arginasa y por la ureasa para rendir
como producto final canalina, amonio y 002.

El anonio puede ser asimilado por dos vias diferentes:
la primera denominada via glutamino sintetesa/glutamato
sintasa GS/GOGAT se encarga de convertir el amonio pri-
mero en glutamina y después en dcido glutdmico; mien-
trag que la segunda denominada via de la deshidrogenasa
gutdmica (GDH) produce 4cido glutdmico direciamente (65).
La evidencia experimental sugiere que ambas viag operan
en plantas, dependiendo de factores como la luz ¥ la o8-
curidad, los niveles de agua, la concentracidn de 002/02
en la atmésfera, la temperatura, el tejide de la planta,
el estado figsiolégico de la misma, lag condiciones de ny
tricién a las que se encuentra sometida la planta (65. 67)
¥ probablemente los reguladores del crecimiento (68),
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As? el amonio puede incorporarse en dos clases dife-
rentes de grupos quimicos: en el primero de ellos, las
amidas, son formadas por una condensacidn en presencia de
ATP, el ejemplo mds cldsico es la formacidn de la gluta-
mina catalizada por la glutaminoe sintetasa (GS).

El segundo tipo de grupo quimico es el «-amino, que
involucra la aminacidn reductiva de un w=-oxodcido y re-
quiere un agente redﬁctor, generalmente NAD(P)H o ferre-
doxina reducida., Como ejemplo estd la formacidén del 4cido

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

HO H N@z H
- CHiCH5C c- C00™+ NHy+aTP 85, 83 5 3C-CH3CH;C-COO0™ + ADP + P,
N3 04 NH3
ACIDO GLUTAMICO L-GLUTAMINA
9 N )
"00C-CHCH5C-C00™ + ,C - CH5CH3C-C00™+ NAD(PIH + HY ———
272 y 20 (Fd red)
0 e
2-0XOGLUTARATO L-GLUTAMINA
"0, H
GOGAT, 2 c CH; CHZC C00™ + Nap(pP)
2 e (Fd ox)

3
GLUTAMATO



9 ' GDH
"OOC-'CH§CH§é:-COO'+ NH] +NAD(PIH + H' =

2 - OXOGLUTARATO

o] H
\c ~CH=CH=C=C00" + NAD(P) + H20
V4 2 24 4
NH.,
GLUTAMATO

En varias leguminosas estudiadas, la enzima predemi-
nantemente metabolizadora del amonio es la G3 eh el nddy
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 asgimilado
por la via GS/GOGAT., Antes de 1970, cuando aun no se co-
nocfa la reaccidn de la GOGAT y los nddulos de las legu-
minosas contenfan poca GDH como para explicar los rangos
conocides.de la biosintesis de los aminodcidos, la asimj
Iacién del amonio en plantas era adn mds dificil de expli
car. La GOGAT es una enzima m4s adecuada para la funcién
bioaintética que la GDH, ya que la reaccién es irrever-
sible en la direccidn de la asimilacidn del amonio (70)
¥ la formacidn total del grupo amino es mis probable por
la baja Km de la GS para el amonio,

La glutamato degshidrogenasa ocupa una posicidn central
en las vfas matabdlicas.y sirve para unir el metabolismo
de los amino4cidos con el ciclo de los 4cidos tricarbdoxi

licos, En plantas, la glutamato deshidrogenasa es una de
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las mds importantes enzimas actuwande en la incorporacién
del amonio en compuestos nitrogenados orginicos y es de
considerable interés fisiolégice (71).

Una vez que el amonic se ha incorporade al glutamato,
eg transaminado a otros oxodcidos para formar los demds

aminodcidos, mediante unas enzimas llamadas transamina-
sas (65),

AMONIO

ASPARGINASA

= o s 2 e ot ——

- - "o

QESHIDRQGENASA
NAD(PIH

ASPARGINA (ATp) [SEUTAMING GLUTAMATO

(nitrédgeno amidico) SINTETASA (nitrdgeno aminico)

GLUTAMINA
(nitrdgeno amidico) . PROTE INAS
AMINOAC 1D0S 1
AROMATICOS NUCLEOTIDOS
ALCALOIDES 1

ACIDOS NUCLEICOS
ESQUEMA II, Metabolismo nitrogenads en Jeguminosas, Con

Ifnea punteada estdn las enzimas que catalizan la reaccién.
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Una tercera v{a posible para la asimilacidén del amonio
parece ser la de la aspargino sintetasa (AS). Em esta via
la enzima toma amonio y aspartato para producir aspargina,
la cual también puede donar su grupo amido a okras moldcy
las (65).

Se éonocen dog AS, una amonio-dependiente y otra glu~
tamina-dependiente, aunque una concentracién de amonio
cuatro veces mayor a la de la glutamina, apenas produce
la mitad del rango de sintesis observado con glutamina cg
mo fuente de nitrdgeno (69)

La evidencia actual sugiere que la GDH podrfa estar ip
volucrada en el catabolismo de los amino4cédos, para pro-
ducir amonio y uy~-cetodcidos listos para reducirse, parti-
cularmente en las semillas en germinacién (72),

En general, el amonio esasimilado por la via GS/GOGAT,
La GS estd localizada tanto en el citoplasma como en el
cloroplasto de las hojas, pero la GOGAT est4 situada solo
en el cloroplasto, Cuando el amonio es asimilado en el
cloroplastc, la reaccidn es llevada a cabo utilizando el
ATP ¥ la‘ferredoxina reducida generada'por las reacclones

de la fase luminosa de la fotosfntesis (72).



24

Todos los aminodcidos protéicos pueden ser formados

a partir del glutamato, el aspartate y la alanina con el

2-ox0dcido correspondientes

*

W 2
'OOC—CH-CHECHECOO' + 'ooc-c-CHécoo‘ —
GLUTAMATO OXALOACETATO
; NH
‘OOC-C-‘CHECHECOO- + "00C-CH-CH5C00~
2-0X0GLUTARATO ASPARTATO
\Hs 9
'OOC-CH-CHQCHECOO' 4+ T00C-C-CHg4 —_——
"~ GLUTAMATO PIRUVATO
g \H,
"00C-C~CH5CH5C00° +  CHy=CH—CO0"
2- OXOGLUTARATO ALANINA

De este modo ge regenera el 2-oxoglutarato para tomar
parte en lag reacciones de la GOGAT y de la GDH, Los tres
mayores oxodecidos son gintetizados en la mitocondria du-
rante la degradacidn aerébica de la glucosa, pero la mayg
rfa de los otros esqueletos carbonados son sintetizados

en el cloroplasto por las reacciones fotosintéticas (T2),
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Durante la germinacién es esencial que la pldntula en
crecimiento tenga una fuente de aminodcidos para la sin
tesis de sus protefnas, De ahf la importancia del trans-
porte de los aminodcidos o de compuestos nitrogenados dep
tro de la planta,

Las plantas pueden ser divididas de acuerdo a los com-
puestos nitrogenados que transportan:

Losg cereales y las leguminosas de clima templado, co-
mo por ejemplo Pigum y Yigis transportan su nitrégeno
como las amidas asparagina y glutamina, que son transpor-
tadas en la mayoria de las plantas, y en menor extensidn
como arginina,

Las leguminosas tropicales como por ejemplo Glyclne,
Phageoulus ¥ Yigna utilizan los ureidos alantofna y 4oi-
do alantdico (73).

Los compuestos de transporte ge caracterizan por tener
una elevada relacién N/C, idemds deben transportar al amp
nio en una forma no t6xica. Solo canavanina y ciertos in-
termediarios de su sintesis han mostrado tener propieda-
des téxigas, pero solamente para organismos que no lo sip
tetizan,

Los compuestos de transporte deben mowerse rdpidamente
a través del floema, el xilema y otros tejidos de las
plantas, Solo asparagina y glutamina han mostrado ser

transferidos r4pldamente desde el xilema al floema (73),
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Deben utilizar al carbono eficientemente o en su defec~
to requerir pequelias cantidades de energfa para su meta-
bolismo,

La asparagina es un aminodcido transportado mayormen-
te en plantas debido a que cumple con los requerimentos
de tener una elevada relacién N/C y de que es relativamep
te ficil de sintetizar, La arginina tiene una relacién
N/C mayor, pero su biosintesis es considerablemente nés
complicada, También se transportan aminoéqidos no protéi-
cos como homosgerina, canavanina y {-metilenglutamina por
plantas espec{ficas (73).

El descenso en la cantidad de canavanina en cotileddn
durante los primeros dfas de germinacién y el aumento en
la poza de arginina, canalina.e isoleucina (50).haria sy
poner que el aminodeido transportado en la planta es ar-
ginina, 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 G, ensiformig (74;
75). S¢ podrfa esperar que la fase sintética de canavanl
na dominara cuando se requiere su concomitante trasloca-
cidn, es decir durante la antdsis floral y durante el dg
sarrollo de la semilla, Zn cambio, lo m4s 16gico es que

la fase catabdlica predominara durante la germinacién y
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el desarrollo de la pI4ntula, cuando el nitrégeno almaceg

nado es requerido para su crecimiento (16),

1.9, CARACTERIZACION Y PROPIEDADES DE LA GLUTAMINO SINTETASA

La glutamine sintetasa (GS) cataliza la conversién del
deido glutémico a glutamina con la hidrélisis de una meld
cula de. ATP,

Ho. o * N K
- GS A S -
C-CHECHQC'C00+NH4+ATP-———> C CHZCHQ(E'CDO +
4 U 4
- NH, 0 NH}
ACIDO GLUTAMICO GLUTAMINA
-f-ADP-t-Pi

La distribucidn ubicua de altos niveles de GS en los
tejidos de la planta es necesaria para evitar Ia acumlg
cién de niveles téxicos de amonio, Se ha reportado que
hay altos niveles de GS en los nédulos de muchas especies
leguminosas, La GS de nddulos de Glycine max (83) es una
molécula formada por ocho subunidades arregladas en dos
tetrdmeros planares, dando una configuracién cdbica total,
con dimensiones de 10 nm por lado, con pesos moleculares
de 376,000 daltones para la enzima nativa y 47,300 dalto-
nes para la subunidad y su verdadero sustrato es el NH3,
tal como fué demostrado en nédulos de L. angustifolius (84).
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La glutamina girve tanto en la sintesis de protefnas

como en la biosfntesis de 4cidos nucléicos y aminodcidos.

Cuando el NH; es reemplazado por la NH,OH se forma

3-glutamiihidroxamato s
HO H NH-OH H
C~CH=CH=C-C00™ + NH,OH+ATP —83—3°C _CHzCH-C~-C00™ +
P 27271 2 ? 2724,
0 0 NH
ACIDO GLUTAMICO {-GLUTAMILHIDROXAMAT O

+ADP+ﬁ

La GS de rafz de arroz muestra un pH éptimo de alrede-
dor de 7. La enzima es completamente inactivada por calep
tamiento a 65%C durante 10 minutos y con un exceso de mnt?
hay una marcada inhibicidén de la reacecidén, perc a bajas
concentraciones logra reemplazar parcialmente al Mg“. El
Co'! fue tan efectivo como el Mg“, mientras que el Cu“,
Fez+, Fep*,an*y Mo** no lo fueron e incluso la inhiben,

La Km para el L-glutamato, ATP e NH,OH fue de 3,75 mi,
0.44 mM y 0.4 mM respectivamente (77).

La GS de la planta de arroz fue fuertemente inhibida
por Cu“, ng*y Cd“'; una fuerte pero menor inhibicidn se
obtuvo con %, ca*'y " om. Los efectos inhibidores
de los metales pesados pueden deberse a su reaccién con
los grupos tiol presentes en la enzima, Estos grupos
sulfhidrile son esenciales para su actividad,
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Zn contraste con la GS de Lactobagillus arabinosus (85)
¥y B._subtilig (86), que son inhibidas por glutamina, la
GS de arroz se ve ligeramente estimulada por 20 nmll de gly
tamina, mientras que AMP, ADP, GIP e IDP son inhibidores,
en donde ADP y ANP son inhibidores competitivos con res~
pecto al ATP (77).

Se ha establecido que la sintesis de glutamina puede
ocurrir en dos compartimentos celulares de las hojas de
1a mayor{a de las plantas superiores: el cloroplasto y el
citoplasma (87, 88). También se ha demostrado la presen-
cia de dos diferentes isoenzimas de la GS en los tejidos
fotosintéticos (87, 88, 89, 90). Una enzima designada 6s)
estd localizada en el citosol, mientras que la otra, de~
signada GSp, se encuentra en el cloroplasto (88, 90, 91).
Las isoenzimas han sido caracterizadas por sus propieda-
des cindticas y regulatorias especificas, Exhiben diferep
cias en su pH dptimo, estabilidad térmica y Km para glu-
tamato (87, 89, 90).

Se pueden distinguir euatro grupos de plantas por su
contenido espec{fico de isoenzimas de la GS., En el prime~
r0o solo Gsl estd presente (por ejemplo pantas superiores
pardsitas, que son nutricionalmente dependientes de su
huéﬁped). £l segundo grupo se caracteriza por la ausencia
aparente de Gs1 (por ejemplo 1;& plantas quenopodiécegs

de varios medios ambientales, tales como la espinaca),
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Bl tercer grupo se distingue por poseer las dos lsoen-
zimas de la G5, pero la Gs1 como un componente menor (del
5 al 309 de la actividad enzimdtica total de hoja) y la
GS, como un componente mayor (del 70 al 95% de la activi-
dad enzimitica total de la hoja). Como ejemplo tenemos a
varios pastos Cz ¥ algunas leguminosas de clima templado,
Algunas especies de plantas haldéfilas también pertenecen
a este grupo, sugiriendo que la localizacién de las isoep
zimas no es necesariamente dependiente de condiciones am-
bientales,

BEn el cuarto grupo la Gsl ¥y la GS2 estdn también pre-
sentes, pero la contribucién de la GS1 es consigtentemente
nds grande que la encontrgda en el tercer grupo, Como e~
jemplos tenemos a la mayorfa de las plantas 04 ¥ algunas
leguminosas tropicales como Erythxina (92).

Se ha sugerido que la GSy es la responsable de la rea-
similacién del anonio producido durante la fotorrespira~-
cién (87, 90) y también de la sfntesis de glutamina en la
oscuridad (87). Por otro lado, también se ha propueato
que la 682 funciona principalmente en la asimilacidén pri-
maria del amonio, Esta actividad es probablemente un pro-
ceso dependiente de la luz, controlado por las concentra-
ciones de ATP, Mgz+ v H' en el estroma (87), Muy recien-
temente se ha demogtrado que el cloroplasto tiene la ca~

pacidad de reasinilar directamente el amonio liberado du-
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rante la fotorrespiracién, Ademds, se ha demostrade que
el nivel de la actividad de la GS en el cloroplasto es my
cho m4s alta que la de la glutamato sintasa (GOGAT) (93)
y podrfa jugar un papel en la desintoxicacién del amonio

en plidstidos en adicidén a su funcién asimilatoria (94, 95).

1,10, CARACTERIZACION Y PROPIEDADES DE LA GLUTAMATO
DESHIDROGENASA

Como ya se menciond, la GDH juega un papel significg
tivo en el metabolismo nitrogenado, ya que cataliza la
conversién del -cetoglutarato en dcido glutdmico y por
lo tanto, convierte al amonio en nitrégeno orgdnico, ade-
mas de que es la vYnica enzima que conecta directamente el
metabolismo del nitrégeno con el metabolismo de los car-

bohidratos (65).

0 .
- 00C —8 ~CHe CHe COO™ 4 NH* GOH
Q0C-C CHchzFOO + NH4+NAD(P)H

2-0X0GLUTARA TO"

N H - v .
//C—CHz—CHiil:é}OO 4 NAD(P) + H20

GLUTAMATO
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Se han encontrado tres formas de GDH con diferente es-
pecificidad por el cofactor: la (L-glutamato: NAD™ oxidox
reductasa (desaminante), E.C. le4.1.2.); la (L-glutanato:
NAD(P')+oxidorreductasa7(desa.minante), E.C. 1.4,1.3.) ¥ 1a
(L-glutamato: §ADPY oxidorreductasa (desaminante), B.C. 1,
4,1.4.),

Sin embargo varias enzimas, incluyendo la de rafz de
chicharo (71) presentan caracterfsticas interesantes como
es el hecho de que usan gsolamente NAD® en la direccidn dg
saminativa y presentan actividad con NADPH en la direccidn
aminativa, siendo alrededor del 10% de la velocidad obte- ;
nida con NADH,

Varias isoenzimas de la GDH est4n presentes en los di-
ferentes tejidos vegetales (96, 97, 98) y el patrdn de J
soenzimas varfa dependiendo de la fuente nitrogenada (97,
99) sugiriendo funciones especificas para cada isoenzima,

Aunque hay varios reportes sobre la regulacidén de Ia
GDH por la fuente nitrdgenada (100, 10L, 102) esta infor-
macién se deriva principalmente de plantas 03 (103, 104).
La fuente de nitrdgeno afecta el metabolismo de los car-
bohidratos tan marcadamente que loas efectos de la regula
cidén de la GDH podrian ser completamente diferentes para
plantas C,.

En callos de mafz, una planta 04, las actividades de
1s GDH aminativa y desaminativa no mostraron la misma va-
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riacidn en el perfodo de tiempo estudiado, Mientras que
la GDH-NADE did un pico principal de actividad alrededor
del dfa 17 (el estado estacionario inicial), GpE~-RAD Y
nmostrd dos picos de actividad: uno en el dfa 9 y el otro
en el dfa 14 (fase logar{tmica temprana y lineal respec~
tivamente),

La actividad de la GDH en la via aminativa (NADH) y
desaminativa (NADY) fue medida en extractos de callos
crecidos en diferentes fuentes nitrogenadas (105), Auo-
nio y nitrato 20 mM mostraron efectos opuestoss el primg
ro fue inhibitorio y el segundo estimulatorio para ambas
actividades, Sin embargo, se observaron diferentes com-
portanientos para las actividades en el medio contenien-
do N, nds citrato, clutanina o urea, La GDH-NADH no fue
afectada o tan solo moderadamente afectada por estos cog
puestos mientras que la actividad de la GDH-NADY fue
fuertemente inhibida, Las relaciones GDH-FAD'/NADE tien-
den a disminuir en cultivos con amonio (aun en presencia
de citrato) asf como con glutamina o urea, Por otro lado,
el glutamato, el cual es sustrato para la enzima, y ni-
‘trato tienden a incrementar estas relaciones (105),

En plantulas, ias raices tuvieron alrededor de 10 a
15 veces mds actividad aminativa y de 6 a 10 veces més
actividad desaminativa por miligramo de protefna que las

hojas (105), Esto es consistente con reportes anteriores
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ugando pléntulas de mafz (96)» En términos generales, la
actividad de la GDH-IIADH no varidé con la fuente de nitrg
geno en ralz, en cambio, las hojas fueron sensibles a la
fuente nitrogenada particular, La GDH-NADY varié en am-
bos tejidos (105). Una mayor estimulacién en hojas para
ambas actividades se observd cuando fue adicionada a las
plantas una fuente nitrogenada balanceada (N03 + NH4).

Zstos resultados muestran que los niveles de la GDE-
NADH y de la GDH-NAD™ no tienen una respuesta similar a
diferentes compuestos ni en callos ni en tejidos vegeta-
les, Estos datos podrfan ser explicados tanto por la prg
gencia de isoenzimasg con diferentes rangos de reacciones
aminativa y desaminativa, como por la existencia de di-
ferentes conférmeros de la misma enzima con afinidad prg
ferencial por el mad* o por el NADH, cormo se ha sugerido
recientemente para.semillas de soya en desarrollo (10f)
¥ para el alga verde Scensdesmug geutug (107). adn dos
explicaciones mds podrfan ser consistentes con estos re-
sultados: diferentes niveles de proteina y actividad y
cantidad constante de la GDH o la presencia de inhibi-
dores o activadores especificos en los cultivos,

La gran cantidad de la GDH presente en rafz compara-
da con la actividad encontrada en hojas, sugiere que bg
Jo condiclones normales, las raices son el mejor sitio

para la asimilacién de amonio en plintulas de mafz (108,
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109). El incremento en peso fresco de la hoja cueando es
administrada glutamina a las plantas es también consistep

te con esta interpretacién

Le GDH E.C, 1.,4.1.2. se ha purificado a homogensidad a
partir de rafz de chfcharo (71), pldntulas de cowpea (110)
y de nédulos de lupinus (111).

La GDH B5,C. 1.4.1.3. estéd bresente en los cloroplas~
tos de hoja de haba (112), en tanto que la GDH B.C.l.4.l.4.
se ha encontrado en log cloroplastos de la alga marina
Canlerpa gimoliciugenla (113) y en los protoplastos obig
nidos de cultivos de tabaco (114),

Se ha demostrado que los nucledtidos KAD* y NADP® se
unen en un punto especifico del sitio activo de la enzi-
ma (115), que la presencia de estas tres actividades su-
giere que hay tres isoenzimas o tres confdrmeros com difg
rente afinidad por el cofactor,

Entre las caracter{sticas investigadas de la GDH de
plantas estén la de que es una metaloenzima (68, 71) que
+iene grupos sulfhidrilo indispensables para su actividad
¥ es activada por ciertos iones divalentes (68); ademis
hay quien sugiere que Ca” puede ser un modulador de la
GDH-NADH en la mitocondria externa jn vifre y se ha suge
rido que_la calmodulina est{ involucrade en este proce-
so (116),
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La GDH tiene un peso molecular de 208,000 * 10,000 (T71)
y de 270,000 (68) y posee un pH dptimo de 8,0 tanto para
la reaccién aminativa como para la desaminativa (T1): de
8.2 para la reaccién aminativa y de 9.2 para la reaccidn
desaninativa (68), Tanbién ge encontrd que el pH para la
reaccidn desaminativa depende de la concentracidn del glu
tanato,. desde 845 hasta 9,5 cuando la concentracién de
glutanato va de 0.2 a 0.22 M (117).

£l patrdn de isoenzimas no solo difiere de acuerdo al
organelo investigado (118, 119, 120) sino que tambidn
estd influenciado por la temperatura (115) y los pardme-
tros de desarrollo (121, 122),



37

CAPITULO II

MATERIALES Y METODOS

II.1, MATERIAL BIOLOGICO

La semillas de Ganavalia engiformis L. proporcionadas
por el Certro de Investigacidn Cientifica de Yucatdn, se
pusieron a germinar en matraces con agrolita estéril, en
una incubadora con fotoperfodo de doce horas, a 30'0 en

la fase lumfnica y 25°C en la fase oscura,

II.2, MATERIAL DE VIDRIO

Todo el material de vidrio utilizade se lavd con deter

gente, se enjuagd con agua desionizada y se secd en la
estufa,

I1,3, EQUIPO

Potencidmetros: Beckman digital 3550 y Conductrdnic pH-20.



Placas de calentamiento y agitacidn
Centr{fugas: Beckman modelo J2-21' con rotor JA-20
M.S,E, modelo LR-6; Clinica IECHN-SII

Espectrofotdémetros: Pye Unicam SP6-550 UV/VIS;

Pye Unicam SP-1800 con control de tep

peratura SP 876 y programador de tiempo.
Politrén PCU-2
Baiios de temperatura constante: Colora y J.M. Ortiz
Balanzag analiticas: Mettler y Sartorius
Autoclaves A1l American Company
Horno de vacfo Presicion modelo 19
Incubadora Presicion de dobie.programa de iluminacidn

Campana de flujo laminar Clean Bench Hitachi

II.4. REACTIVOS

Los reactivos utilizados fueron todos Qe grado reacti

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

II.5, PARTE EXPERIMENTAL

a) Se pesan las semillas que se pondrdn a germinar en
frascos y matraces con agrolita estéril, se lavan con
detergente, una por una, _

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

¢) Se desinfectan posteriormente con una solucién de clo-
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ralex 1:3 durante 3 minatos,
d) Se pone cada semilla en un matraz conteniendo la agrg
1ita estéril y se tapa con un papel aluminio, desinfectz
‘do y flameado y con una liga alrededor del papel aluminio
de cada matraz,
. Nota: Los pasos b), ¢) y d) se realizan en la campana de
flujo laminar,
e) Los matraces conteniendo las semillas se colocan en la
incubadora con un fotoperfodo de doce horas, a 30°C en la
fase lunfnica y 25°C en la fase oscura.
f) Se cosechan las semillas hidratadas de doce horas y de
24 horas y las pléntulas de 2, 3, 4, 5, 6 y 7 dfas, deter
minéndose_el porcentaje de incrementoc en el peso fresco y
el peso seco para cada tejido de acuerdo a la siguiente

férmalas

= X 100

P indicial

De dondes %I 2 porcentaje de incremento en peso fresco
P final : peso 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 ge ponen en un horno al vz
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cfo a 60°C hasta obtener un peso constante de los mis-
mos, El procedimiento se realiza en frascos Gerber a pe-
go constante poniendo por separado cada tejido. Bl por-

centaje de humedad se calcula de acuerdo a:

% Rumedad - _Pago fresco - pedo geco
peso fresco

X 100
Como ya se menciond en la introduceidn, se pretende
obtener una cindtica de crecimiento de la planta duran-
te los primeros 7 dfas de crecimiento y determinar la on-
togenia de las enzimas GDH y GS para cada tiempo y cada
tejido obtenido., Para ello, ge separan los tallos, los
cotiledones, las hojas y las rafces; una parte se usa pa
ra determinar los incrementos en peso fresco y contenido
de humedad, mientras que la otra se guarda a -70°C, A
partir de estos Wltimos tejidos se preparan los extrac-
tos crudos sobre los cuales se medirén las actividades ep
zimdticas y las pozas de aminofcidos totales, nitratos,

nitritos, urea, amonio y protefna total,

II.6, PREPARACION DEL EXTRACTO ENZIMATICO

1. ¥l tejido se congeld a -70°C por 24 horas o mds
2. E1 tejido congelado se mollé en un mortero previamente

enfriado por la menos durante 24 horas, Dicho tejido se
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deberd moler hasta obtener un polvo fino al cual se le
agregd 5% (p/p) de polivinilpirrolidona,

3, Se transfirid el polvo a un tubo de ensaye de 30 -x 175
y se le agregé el tampdn de extraccidn Tris-HClL 50 mM
con Ua012.2H20 1 o y mercaptoetanol 5 mM pH 8.2, en
una relacién 1:2,5 (p/¥v).

4, La mezcla se homogeneizd por dos minutos en el poli-
trén a mixima velocidad, Este paso y el anterior deben ha
cerse en bafio de hielo. El paso 2 se¢ realizd en un cuarto
de 4% de temperatura,

5. sl extracto obtenido en el ineiso 4 se pasd por cuatro
capas de gasa.

6. #l fil*trado s2 centrifugdé a 18,000 rpm durante 30 mi-
nutos en el rotor JA-20 de la centrifuga J2-21,

7. 21 sobrenadante de la centrifugacién (extracto crudo)
fue utilizado para las determinaciones enzimfticas y la

cuantificacién de las pozas.
11,6.,1., EXTRACCION DE LIPIDOS Y DIALISIS,

El extracto de cotiledén de canavalia en todos los eg
tadios dg gerninacidén estudiados presenta gran cantidad
de 1ipidos que fueron extrafdos con cloroformo tres veces
en relacién 1 2 1 (v/v). Después de la tercera extrac-

cidn, el extracto enzimdtico se vuelve a centrifugar por
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30 minutos més a 18,000 rpm para obtenerlo completamente
transparente, como es requerido por los métodos espectrg
fotométricos empleados.

Los extractos de cotileddén (despuds de la extraccidn
con cloroformo y de la segunda centrifugacidn) y de hoja
tuvieron que ser dializados para la determinacidn de la
glutamato deshidrogenasa, con un volumen 1,000 veces ma=
yor de tanpdn de extraccidén durante 17 horas en el cvar-
to frio. -

II1.6,2, DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE LA GDH-NADH

La actividad de la GDH-NADH se determind por el méto-

do de Joy (76) con modificaciones de Loyola (68), La mez

¢la de reaccién contenfas

Tris-HCL 100 mM

1CaCl, *2H50 1mM 17 m pH 8,2
%-KG 10 mM 0,5 ml PH 7.0
NH401 100 mit 0.5 ml

NADH 160 MM 0.2 ml

Extracto L.l ml

Volumen total 34,0 ml

La mezecla de todos los componentes, excepto el NADE>se

incubé a 30%¢ por dos minutos y despuds se inicid la

reaccidn afiadiendo el NADH, Se graficé la disminucidn en
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1a absorbancia a 340 nm, Se usé solo la parte lineal de

la gréfica, La molaridad de las soluciones se refiere a
la molaridad final, excepto para el Tris, lLa velocidad de
reaccidn se expresd como nanomoles de NADH transformados
por minuto, para lo cual se utilizd la gréfica de la fi-
gura 1,

11.6,3, DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE LA GDH-NAD'o,
Para la determinacidén de la actividad de la GDH - NAD®

se usé el método de Loyola (68), La mezcla de reaceién
contenfas

ri s-HCL 100 mH 1.8 nl PH 9.4
Glu 10 mi 0.5 ml pH 8.0
Nap* 600 AM 032 ml pH 8.0
Extracto SaS ml

Volumen total 3.0 ml

La mezcla de todos los componentes excepto el HAD*; se
incubd a 30°C por dos minutos y después se inicid la reag
cidn afiadiendo el NADY, Se gralficd el ilacremento de la al
gorbancia a 340 nm, Se usé solo la parte lineal de la grg
fica, La molaridad de las soluciones se refiere a la molg
(ridad final, excepto para el Tris, La velocldad de reac¥

cidn se expresd como nanomoles de Nap* transformados por
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la absorbancia a 340 nm, Se usé solo la parte lineal de
la gréfica, La molaridad de las soluciones se refiere a
la molaridad final, excepto para el Tris, lLa velocidad de
reaccidn se expresd como nanomoles de NADH transformados

por minuto, para lo cual se utilizé la gréfica de la fi-
gura 1,

11.6.3, DETERMINACION DB LA ACTIVIDAD DE LA GDH-NAD*.
Para la determinacién de la actividad de la GDH - NAD*
se usé el método de Loyola (68), La mezcla de reaccién

contenfa:

Tris-HCL 100 md 1.8 ml PH 9.4
@Au 10 mi 0.5 md pH 8.0
NAD* 600 Al 0v2 m PH 8,0
Extracto 5wl

Volumen total 3.0 ml

La mezcla de todos los componentes excepto el NAD*; se
incubd a 30°C por dos minutos y después se inicié la reag
cién afiadiendo el NADY, Se graticd el incrsmento de la abh
sorbancia a 340 mm, Se usé solo la parte lineal de la grd
fica, La molaridad de las soluciones se refiere a la molg
lridad final, excepto para el Pris, La velocidad de reac-

cién se expresd como nanomoles de Napt transformados por
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minuto, para lo -cual se utilizé la gréfica de calibra-
cidn de la figura 1.

II,6.4. DETERMINACION D3 LA ACTIVIDAD DE GS

La actividad de la GS ge midid por el método modifica

do de Kanamori y liatsumoto (77). La mezcla de reaceidn

N

contenias

Tris-HCL 50 mM 1.8ml pH 7.5
ATP (recién preparado) 8 ' mi 0,2m@ PpHT.0
Glu-Na 3343 mil 0,2m pE 7.0
HgS0y 3343 mM 0.1 ml

NH,0H (recién preparado) 10 mM 0,3m1 pHT.0
Cisteina : 3,3 o 0,1 ml

Extracto 03 ml

Volumen total 3.0 ml

La reaccién se inicid con la adicidén del extracto cru-
do, La mezcla se incubd por 30 mimutos a 38°C, La molari-
dad de las soluciones se refiere a la molaridad final, ex
cepto para el Tris. En cada determinacién se usé un blan-
co a tiempo cero, es decir contenfa todos los reactivos y
el mismo volumen del-extracto enzingtice. pex"o la reaccién
ge detuvo a tiempo cero adicionando un mililitro del reag

tivo de eloruro férrico antes de la adicidn del extracto
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enzimdtico en la mezola de reaccidn,

El Y-glutamil hidroxamato formado se determind adicio-
nando 1 ml del reactivo de cloruro férrico (voldmenes i-
guales de Fecls~5H20 al 109 en ACL 0,2 N, 4cido tricloroa
cético al 24% y 4cido clorhidrico al 50%), que también
sirvié para detener la reaccién por el cambio de pH en
la mezcla de la misma, Se centrifugd durante 30 minutos
a 3,500 rpm y se midid el incremento de absorbancia a
540 nm con respecto a cada blanco preparado como fue des=-
crito anteriormente.

La velocidad de la reaccidén se expresdé como micromoles
de Y-glutamil hidroxamato formado por minuto, para lo
cual se utilizd la gréfica de calidracidn de la figura 4,
Una unidad enzimdtica se definid como la cantidad de en~
zima que cataliza la formacién de 1 micromol de {-glutamil,

hidroxamato por minuto bajo las condiciones del ensayo.

I1,6,5. DETZRMINACION DE PROTEINAS

Se siguid la téenica de Peterson (78) para la cuanti-
ficacién de protefnas, Se realizd una curva patrén con al
bimina sérica bovina, Il procedimiento a seguir para la
curva patrén y el ensayo de las muestras es el mismo: se
parte de una solucidn de ASB con una concentracién de

100 Ag/ml, la curva patrdn se prepara poniendo 0,1, 0.2 ml
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ete, hagta un mililitro y en los volumenes menores se com-
pleta a 1 ml con agua destilada,

Para la determinacidn de la cantidad de proteina en
el extracto crudo se ponen 20 Al de la muestra (excepto
para cotileddn, en que se ponen 40 M) del extracto diluf-
do 1;40) y se completa a 1 ml con agua destilada.

Muesatra (1 ml)

+

0.1 ml de desoxicolato de sodio al 0,15%
(reposar 10 minutos a temperatura ambiente)

+
0.1 ml de deido tricloroacdtico al 72%
(el 4cido dede estar muy frfo y la muestra también)

Centrifugar a 3,500 rpm por 15 mimutos .
Desechar el sobrenadante, Pastilla
1l nl de agua destilada
1 nl de reactivo "A"
Reposar 10 minutos a temperatura ambiente
0,5 ml de reactivo "B"

Reposar 30 minutos a temperatura ambiente y leer la absor
baneia a 750 nm

Preparacidn del reactivo "A":

~Solucién bage de cobre-tartrato-carbonato (CTC) (0.1%
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de CuSO4'SHQO con 10% de Na200 0.2% de KC4H406°4H20)

~-NaOH 0.8 B

33

~Dodecilsulfato de sodio al 109 (SDS)
~Agua destilada

Se mezclan voldmenes iguales de CTC, NaOH, SIS y agua
degtilada

Preparacidén del reactivo "B":

Un volumen de reactivo de Folin-Clocalteu es mezelado
con cinco voldmenes de agua destilada,

Se grafica el logaritmo d= la concentracidn de ABS en
Az contra el logaritmo de la absorbancia obtenida para cg

da punto de la curva patrdn. Ver grifica de calibracidn
(fizura 6).

11,6.6. DETERIINACION DE AMINOACIDOS TOTALES

Se siguid la téenica de Cocking (79)., Se realizd una
curva patrén con 4cido glutdmico, 3e partié de wuna solu-
cidn de 50 Ag/ml y se pusieron voldmenes crecientes de .
Ol ml al ml, completando a 1 ml sl cra necesario, con
agua destilada, Para la determinacidn en el extracto en-
zimftico, se tomaron 40 Ml.del extracto dilufdo 1:10 y

"ge completé a 1 ml con agua destilada.
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Muestra (1 ml en total)
-+
1l ml de reactivo de ninhidrina

!

ebullicién 30 mimutos

-+ .
2,5 nl de isopropanol al 50%

!

En reposo 15 minutos
Leer la absorbancia a 570 nm
Reactivo de ninhidrinas

-amortiguador eitratos 0.2 M pH 5 ¥0,1 (recién preparado),

~NaOH al 4%

~Solucidn A: 2,1008 g de 4cido cf{trico monohidratado + 20 ml
de NaOH al 4%, aforar a 50 ml —————— A

~Solucidén B: 0.08 g de SnCl, a los 50 ml de la golucién A—3B

0.4 g de ninhidrina en 10 ml de metilcelosolve

-+
10 ml de reactivo B

Reactivo de ninhidrina
La curva patrdn se obtiene graficando la concentracidn:

de glutama#o en microgramos contra la absorbancia a 570 mm

(figura 7).
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11,6.7, DETERMINACION DE NITRATOS

Se siguid la téenica de Nicholas y Nason (80). Se rea-
1iz$ una curva patrén con KNOB. El procediniento a seguir
para la curva patrén es el mismo para el ensayo de las
muestrag. Del.extracto enzimdtico se tomaron 20 M1 de una
dilucidn 1:2 (a excepcidn del de cotileddn, en donde la
dilueidn fue de 1:40 y también se tomaron 20 A1)

Nuestra

(se completa a 1.5 ml con. agua destilada)

-+

0.1 ml de dcido sulfamico

Dejar reposar dos minutos

-+

0.4 ml de HCIO4 al 209
Agiter ¥y medir absorbancia a 210 am
La curva patrén se obtiene graficando la concentracién

en A\g de N0y contra la absorbancia a 210 mm (figura 8),
I1,6,8, DSTERWMINACION DZ NITRITOS
Se sipuid la técnica de Nicholas y Hason (80), Se rea=- .

1iz6 una curva patrdén con NaNOz. 21l procedimionto a seguir

para la curva patrén y el ens&yo de las muestras es el .
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nismo: ge partid de una solucién 50 AM y se tomaron volyf
menes de 0,1 ml a 1 ml completando a 2 ml con agua desti
lada, Del extracto enzimitico se tomd de 1 a 2 ml

Muestra (volumen total 2 ml)

+.

1 nl de sulfanilamida

+

1 ml de naftiletilendiamina (NED) 0,02%

leer a 540 nm después de 10
ninutos de reposo
El ensayo del extracto enzimftico requiere que antes
de ser lefdo, sea centrifugado durante 20 minutos porque

hay precipitacidn de protefnas,

- Preparar una solucidn de 1 g de sulfanilamida que es

disuelta primero en 25 ml de HyS0, ¥ aforar a 100 ml con

4
ggua destilada, _

La curva patrén se obtiene grafidando la concentracidén
de NaN02 en micromoles contra la absorbancia a 540 um

(figura 9).

I11.6.,9, DETERMINACION DEZ AMONIO

B} método estectrofotonédtrico del indofenol (8l) es emplea
do para la determinacién de urea en sangre y tiene wun rag

go de deteccién desde nanomoles hasta micromoles, pasadds
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los 5 micromecles, la reaccidn pierde su linearidad, El pH
altera la intensidad del color y por lo tanto debe ser
controlado,

Para la determinacién de amonioc a través de este méto-
do, la muestra (20 Al de extracto de cotileddn, 60 M1 de
extracto de hoja, 50 Al tanto para extracto de rafz como
para el de tallo) se lleva a un volumen de 2,32 ml con a
gua destilada. Para la curva patrdén de amonio se parte de
una solucién 1 mli de NH401 ¥ se ensaya con volumenes de
0o3 ml a 2 ml completando a 2.32 ml con agua destilada y

se procede del mismo modo que con la muestra.

liuestra (volumen total 2,32 ml)

-+

5 1l de solucidn de fenol 0,106 M
con nitroprusiato de sodio 0,17 mil

_f.

5 ml de solucidn de NaOH 0,125 N
con NaCl0 11 mil

Incubar 30 minutos en dbafio de agua
tibia

Leer la absorbancia a 575 mm

La curva patrdn se obtiene graficando la concentracién
de amonio en milimoles contra la absorbancia a 575 mm (£i
gura 10) .
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11.6,10, DETZRMINACION DZ UREA

Como se menciond, para la determinacidén de urea se em-
pleé el método espectrofotométrico del indofenol, La de~
terminacién de urea se hizo a través del cuanteo del amo~
- alo liberado por la enzima ureasa al hidrolizar la urea
presente en log extractos enzimdticos, La muestra (depen-
diendo del tejido a ensayar) se llevé a 2,12 ml con tam-
pén de fosfatos 100 mif pH 7.5. Se prepard una curva patrén
de urea partiendo de una solucidén 2 mi y se ensayaron cop
centréciones de 0.0 a 3 mmoles de urea., Se procedid de la

misma manera para la curva patrdén y para las muegtras,

Muestra (2,12 m) de volumen total tamponado)

-+

0.1 ml de solucién de ureasa 0,2 mg/ml
Incubar 20 minutos a 37°C
0.3 ml de decido tricloroacdtico al 30%

.+

5 ml de solucién de fenol 0,106 M
eon nitroprugiato de sodio 0,17 mM

5 nl de solueién de NaOH 0,125 N
con NaClO 11 mi

Desarrollar color en un bafio de agua
tibia

Leer absorbancia a 575 nm
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La curva patrén se obtiene graficando la concentracién
de urea en mnoles contra la absorbancia a 575 mm (figu-

ra 11),.

I11.6,11, AJUSTZ DE LOS EN3AYOS ENZIMATICOS

Para la determinacién de la actividad de la GDH tanto
aminativa como desaminativa y de la GS, se probaron dife-
rentes voldmenes de extracto enzimdtico y diferentes tieg
pos de incubacidn. Se obtuvieron los volumenes y los tieg
pos éptimos para lograr la linearidad en la reaccién de
cada enzima.

La figura 2 nos muestra la linearidad de la velocidad
de la GDE aminativa y desaminativa con respecto al tiempo;
la figura 3. miestra la linearidad de la velocidad de
la GDH aminativa y desaminativa con respecto a la concen-
tracién de extracto enzimdtico,

Las figuras 5A y 5B nos muestran la linearidad de la
velocidad de la GS con respecto al tiempo y a la concen~

tracidn de extracto enzimdtico respectivamente,

Las concentraciones de ensayo para cada enzima desglo-
sadas en los apartados I1.6.,2.,, I1I1.6.3,.y II1,6.4, inclu-
yen: ya los tiempos de incubacién y los voldmenes dptimos

para cada determinacidn,
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FIGURA 2 Linearidad de la GDH con respec-
to al tiempo en raiz de 7 dias bajo las condi~
ciones del ensayo. A;:aminativa;B:desaminativa
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FIGURA 3.Llinearidad de la velocidad de la
GDH con respecto a la concentracion de en.
zima bajo las condiciones del ensayo A:ami_
nativa en tallo de 5 dfas.B:desaminativa en

cotiledon dializado de 7 dias.
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FIGURA 5AcLinearidad de la velocidad dela GS
con respecto al tiempo en cotiledon de 3 dias.
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FIGURA 6 CURVA PATRON DE PROTEINAS.Albimina
sérica bovina.Datos de la curva:y=mx +b, m=0931.Cuando
X=0;,y=-2,1027, Cuando y=0;x= 22583
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FIGURA 7. CURVA PATRON DE AMINOACIDOS. Se realizo
con glutamato. Datos de la curva: y= mx+b ;m=0.026675.

Cuando x=0,y=0 -~/
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FIGURA 8, CURVA PATRON DE NITRATOS. Se utilizo KN03
Datos de la curva:y=mx + b; m=0.0419.Cuando x=0;y=0
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FIGURA 9 CURVA PATRON DE NITRITOS. Se utilizd NaNO

Datos de la curva: y=mx+b;m=0 0147. Cuando y=0; x=0.27
Cuando x=0; y=0.0040
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FIGURA 10 CURVA PATRON DE AMONIO. Se utilizo NH4cl
Datos de la curva: y=mx+b ; m=0.5631.Cuando y=0 ; x=0
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FIGURA 1. CURVA PATRON DE UREA. Datos de la curva:

y=mx+b ; m=056467.Cvando y=0;x=0
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CAPITULO 111

RISULTADOS Y  DISCUSION

Como se puede observar en la figura 12, los cotiledo-
nes muestran un marcado incremento en su peso fresco a mg
dida que la planta se desarrolla, El porcentaje de incre-
mento tiene mayor importancia del primero al tercer dfa
de germinacidn, ya que.a partir del cuarto dfa tiende a
una neseta hasta el Mltimo dfa, Zste incremento en peso
de los primeros dfas se debe a la gran cantidad de agua
que toman los cotiledonzs en este periodo (figura 16B),
que es requerida para la germinacidn y la movilizacidn de
los metabolitos dentro de la planta, despuds de este tiep
po, del cuarto al séptimo dfa, el contenido de humedad en
cotiledones desciende y llega a valores aproxinadamente
constantes, ya que no se requiere que la cantidad de agua
siga aumentando para cumplir su cometido en el desarrollo

de la planta, BEn la figura 16A se puede obaservar que el
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incremento en peso en los ¢otiledones en los tre; prime-
ros dfas no es solo debido a la acumulacién de agua en
ellos, sino que también se debe a su desarrollo con la
conconitante elaboracidn de materias dtiles a la planta.

Los cotiledones presentan un color amarillo crema has-
ta el tercer dfa y a partir del 4o se vuelven verdes, in-
dicando su incipiente funcidn fotosintética, Los valores
aproximadamente constantes de peso seco en los cotiledo-
nes a partir del cuarto dfa y el ligero descenso durante
el séptimo se deben a que el cotileddn actfa como almacén
de nutrientes y que no puede mantensrse una tendencia en
ascenso porque cada vez se acerca nds al agotamiento de
y separacidn de esta reserva vegetals

En el resto de los tejidos el néximo porcentaje de in
cremento en peso fresco con respecto al dfa anterior se
ileva a cabo el cuarto dfa en todos los tejidos, pero el
que presenta mayores incrementos contfnuos es el tallo,
pero éstos solo llegan hasta el sexto dfa, ya que el por-
centaje de incremento en peso del To dfa con respecto al
60 es bajo.

La hoja presenta incrementos diarios de 173,02% el 4o
dfa, 88,07% el S0 dfay 42377% el 60 dfa y 44.0% el To dfa.
Zste porcentaje de incremento diario es menor que en tallo
pero mayor que en rafz, que en este caso es el de menor

porcentaje de incremento diario (figura 13).
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Al hacer una comparacién del porcentaje de incremen~
to en peso con respecto al tercer dfa, que es el punto de
partida de este estudio en rafz, tallo y hoja, el que prg
genta un porcentaje mayor sigue siendo el tallo, ya que
el peso del tejido en el 7o d¥a es 12,67 veces.mayor al
peso en el 3er dfa, Igualnente la hoja tuvo un incremento
10,56 veces mayor del tejido en el 7o dfa con respecto al
peso de la hoja en el tercer dfa, BEn rafz, entre el ter-
cer y el dltimo dfa hay un incremento fotal de 7,38 veces
el peso inicial (figura 14).

31 menor incremento en peso de la rafz podrfa ser ex-
plicado en base a que solamente se estudid hasta el sép-
tino dfa y tal vez la rafz tenga un mayor incremento en
peso despuds de este tiempo, ya que se hace necesario un
buen desarrollo de la rafz en las plantas para la asimila
cién de las fuentes nitrogenadas presentes en el suelos
También ge podrfa deber a la ausencia de una fuente nitrg
genada en el ncdio empleado en este estudio, tanto natu-
ral como creada artificialmente, ya que probablemente con
esta fuente el incremento en peso habrfa sido mayor como
succde para ciertas fuentes nitrogenadas en rafz de  *
mafz (105). Se podr{a esperar que la rafz de la planta
que tuviera 15 dfas y que hubiera sido sembrada en tierra
presenfara un desarrollo mejor y la formacién de nddulos

como otras leguminosas (70),
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Bl incremento en peso fresco es debido tanto a la hu-
sRedad del tejido como a la materia seca,

En todos los tejidos en estudio el porcentaje de humg
dad va en descenso a medida que la pl4ntula se desarrolls,
esto quiere decir que se estd elaborando una gran canti-
dad de materia conforme los tejidos se desarrollan y que
el incremento en peso fresco en todos los tejidos no solo
ge debe a la absorcién de agua en su interior,

Z1 tejido que presenta porcentajes de humedad mayores
es el cotileddn; ya que como se.dijo, se nuestra légico
que para la germinacidn y movilizacidn metabélica requie-
ra una gran cantidad de agua. El porcentaje de humedad
del cotileddn varfa en un rango de 60,58% a 27,079, se-
guido por la hoja donde los rangos van de 19333% a 17.69%,
luego por tallo de 15,38% a 9,33% y finalmente la rafz
donde el rango va de 12,82% a 7.94% (figura 16B).

Bl crecimiento de rafzy tallo y hoja por su aumento
en peso se muestra en la figura 15, rafz y tallo tienen
un peso similar en el tercer dfz, pero como ya se dijo,
el tallo es el tejido de mayor desarrollo de la planta;
la hoja parte de un peso mucho més pequeiio y su desarro-
1llo sigue una tendencia aproximadamente lineal ascenden-
te pero con pesos muy bajos,

El desarrollo‘de la pléntula en términos de elabora-

oidn de materia y no.de abgorcidn o contenido de humedad
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se muestra en la figura 164, en la que, a excepcién del
cotileddn, los tejidos presentan una tendencia de creci-
miento del peso seco ascendente, con el mismo patrén de
crecimiento mostrade por la planta fresca (figura 15).

3. comportamiento primeramente ascendente de cotile-
dén, seguido por umo aproximadamente constante y con un
ligero descenso final nos indica que para el To dia el
cotileddn estd{ empezando a vaciarse a pesar de que a sig

ple vista, el tejido en este dfa es bastante turgente..
POZAS

Al analizar la poza de protefna total se encuentra
que el tejido con més protefna es el cotileddén, 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). Ademéds para la cuantificacidn de protelnas en
el cotileddn fue necesario dilufr el extracto emzimitico
para poder interpolar los datos en la curva patrdn de al
bdmina sérica bhovina, cosa que no tuvo que hacerse en
ningén otro tejido,

La concentracién de proteinas en cotiledén muestra
un comportamiento cicardiano hasta el tercer dfa, des-
pués del cual comienza un ligero descenso hasta el 50

dfa, despues dél'cual la concentracidn de protefna en
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los cotiledones disminuye marcadamente, Estos descensos
son probablemente debidos a que la reserva de protefna de
los cotiledones se estd agotando y acercdndose al momento

de la absicién (figura 17).

En un rango de protefnas m4s bajo se encuentra el
tallo, con una tendencia al descenso del tercer al quinto
dfas y a partir de éste comienza una tendencia ascendente
hasta el dltimo dfa, lo que sugiere que en los primeros
dfas trgnsloca amino4cidos para despuds empezar a acumu-
lar protefnas, En rafz con una cantidad adn menor de pro-
tefna, se presenta poca variacidn de la cantidad de pro-
tefnas, pero la tendencia es ligéramente descendente,

La hoja es el tejido mds abundante en protefnas des-
pués del cotileddn y presenta un comportamiento eicardia~
noé con un nfnirio de protefnas en el 6o dfa (figura 18)..

Con respecto a la poza de aminodcidos totales, nueva-
mente el cotiledén muestra la poza m4s elevada, cuyo va-
lor desciende para 12 horas y aun mds para i dfa, después
un incremento que se mantiene hasta el 50 dfa y en el 6o
dfa hay un fuerte descenso que se mantiene constante en
el To dla probablemente porque no hay una translocacidn
considerable de aminofcidos o porque la incorporacidn de
éstos en las proteinas permanece constante durante estos

dos ltimos dfas de estudio,
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K1 descenso en las primeras 24 horas es explicado en ba-
se a una ruptura enzimftica de la canavanina, que por
ger el aminodcido mfs abundante en los cotiledones, es
el que podrfa contribuir mayoritariamente al contenido de
esta poza., Tl incremento posterior se podrfa explicar en
base a la asimilacidnu del amonio proveniente de la ruptu-
ra de la canavanina en aminodcidos como agparagina y leu~
c¢ina-isoleucina como fue propuesto por Rosenthal (50), =1
nuevo descenso en el 6o ¥y To dfas podrfa también signifi-
car parcial agotamiento de los metabolitos de los cotile-~
dones como se discutic para la poza de las protefnas, me-
diante el transporte de la canavanina o de algun otro ami
nodcidos hacia tejidos como la hoja, donde el incremento
de su poza en estos dos Yltimos dfas apoya esta proposi-
cién, On incremento mdximo en la poza de aminodcidos en
los cotiledones corresponde a un minimo en la de la hoja.
in el tallo, que es un tejido importante para el transpor
te de los awinodcidos (73), la poza de aminodeidos se
muestra aproximadamente constante con un mé:imo en el 4o
dfa, al igual que en }a rafz, en la que después sufre un
descenso de su -poza probablemente por transporte a las

hojas o incorporacidn en protefhas (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. Fuevamente el tejido con la poza m4s alta fueron
los cotiledones y presenta un comportaniento cicardiano
que tanbién muestra la hoja, pero con una poza menor y el
tallo con otra adn menor, La rafz presenta valores aproxji
madamente constantes en su poza de nitratos, Se ha propueg
to que los nitratos también son transportados en ei inte-
rior de la planta (73), esto podrfa estar sucediendo en
canavalla, ya que uno de los valores minimos de la poza
de cotileddn est4 acompailado por un méximo en la poza de
tallo ¥ en el To dfa donde la de cotiledén tiene un valor
nfnimo, hoja y tallo presentan tendencias ascendentes (fi
gura 20).

‘La poza de nitritos muestra un comportamiento cicar~
diano en los cotiledones, donde se presentan méximos don-
de la poza de nitratos muestra mfnimos y viceversa, lo
que podria significér que los nitratos son reducid&s in
gltu a nitritos donde quiz4 no haya gran actividad de ni-
trito reductasa o la poza de nitritos excede su capacidad
netabolizadora., 2n apoyo a este dltimo arguaento, encon-
tramos una gran poza de amonio en rafz, pero aguella no
solo puede deberse a una actividad alta de nitrato y ni-
trito reductasa, sino a la actividad de arginasa seguida
de ureasa que también producirfan esta elevacién en la pg

za de amonio, De acuerdo a los resultados obtenidos por
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Romén (123), hay una gran actividad de arginasa en refz,
aunque. la actividad de ureasa no parece ser tan signifi-
cativa en este tejido, Tal vez podrfa estar sucediendo
una inhibicién por producto, debido al tamafio de la poza
de amonio, La hoja mucstra una pﬁza de nitritos ascendep
te y el tallo muestra una tendencia complementaria con la
de nitratos, es decir cuando la poza de nitratvs muestra
una tendencia descendente, la de nitritos es ascendente
¥y viceversa probablemente por las razones ya discutidas

(figura 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 partir de la urea se tiene una fuente
nds de amonio (junto 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
noléculas para formar los aminodcidos,

En cotileddn no se encontrd urea y este dato concuer-
da con la gran actividad de ureasa encontrada en este te=-
jido (123) que impidid que cualquier cantidad de urea pexr
maneciera sin hidrolizar,

Tampoco fue detectada la urea en hojas de 5, 6 ¥ 7
dfas, a pesar de que la actividad de ureasa en hoja no

fue tan alta como en los cotiledones, pero fue mds alta
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que la de la rafz, donde sf se pudo detectar una poza de
urea que muestra una tendencia ascendente hasta el 6o dfa
con un descenso para el To dfa, La poza de urea en tallo
nuestra un comportaniento cicardiano durante el tiempo de

estudio (figura 22).

La poza de amonio se comporta en forma ascendente en
hoja durante el tiempo del estudio, mientras que en los
cotiledones y en el tallo muestra una tendenceia descenden
te conforme la planta se desarrolla (figura 23),.

Bl sensible descenso en la poza de amonio en tallo pQ
drfa ser explicado en base a la creciente actividad mos-
trada por la GS en este tejido (figura 24) conforme la
planta se desarrolla, que podrfa metabolizar el amonio
proveniente de nitratos y nitritos (por la accidn sucesi-
va de la nitrato y de la nitrito reductasa), de urea (por
la accidn de la ureasa)y de la poza de amonio en sf, pro-
vocando este descenso, La GDH del tallo tiene un cardcter
cicardiano en el tiempo de este estudio y por lo tanto no
es la encargada principal de la asimilacidn del amonio en

este tejido.(figura 25). La AS no interviene en la reasi-

milacidn, ya que muestra un comportamiento descendente (124)

Se podria esperar una gran cantidad de glutamina en este
" tejido y poca cantidad de asparagina por lag actividades

de las enzimas que gintetizan estos aminodecidos,
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La actividad de la GS en hoja es mayor que la de tallo

y muestra ung tendencia ascendente conforme la planta se
desorrolla y as{ wmismo una poza ascendente de amonio, por
1o que no puede aplicarse cl arguaento anterior a este te
jido, 3Zstos resultados podrfan explicarse en basze a una
actividad adn mayor de las enzimas productoras de amonia:
iil, iR y ureasa con carécter en ascenso que sobrepasara
la capacidad de la G3 péra metabolizarlo, ya que la acti-
vidad de la GDH aminativa es descendente, 3in embgrgo, la
AS de las hojas sufre incremento (124) conforme la planta
se desarrolla pero no parcce haber una disminucién signi-
ficativa de la poza ascendente de amonio por la accidn de
esta enzina,

La poza descendente en los cotiledones se debe a las
actividades de GS y GDH, que aunque son cicardianas, mueg
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
nuevanente gu comportamiento es degcendente;

La poza de anonio en la rafz muestra un comportamien-
to cicardiano, pero con ligeras variaciones.(figura 23),
al igual que la GS que podrfa contribuir a la variacién
de esta poza a pesar de que la GDH muestra una tendencia
en ascenso,

Los resultados de la variacidn de la actividad de las
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enzimas serdn explicados con mds detalle a continuacidn,
I3 tejido que moatrd mayor actividad de la GS fue la
hoja ¥ en el segundo lugar el tullo, Ambas tejldos mos-
traron patrones de actividad ascendentes durante el tiem-
po del estudio, Zn tercer lugar estuvo la rafz que preseq
ta un comportauiento cicardiano en la actividad de la G3
con un méximo en el 6o dfa para después descender en el
To dfa. I 40 y 50 dfas tienen actividades bajas .

La actividad de la G35 en cotileddn muestra ser la me-
nor de los cuatro tejidos estudiados y presenta también
un comportamiento cicardiano con un mdximo de actividad
a log 4-dfas y un minino a los 5 dfas con ascenso en el
60 dfa y posierior disminucidn en el To dfa (figura 24),

Por otro lado la GDH de hoja disminuye marcadamente
durante el perfodo de tienmpo estudiadoy mientras que la
de raiz.va en aunento a pesar de que muestra un ligero
descenso en el 50 dfa para la via amingtiva y en el 6o dia
para la via desaminativa, La GDH tanto de cotiledones co~
mo de tallo muestra un comportamiento cicardiano con una
éctividad ndxima en el sexto dfa para la via aninativa y
en el segundd dfa para la via desaminativa; en el 4o dfa
para la via aminativa y en el So dfa para la via desami-
nativa respectivamente (figuras 25; 26, 27). Al hacer el
engayo de la GDH desaminativa en los cotiledones, el blap

co, que no contenfa glutamato de sodio mostrd cambios de
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absorbancia con respecto al tiempo, lo cual quiere decir
que la poza de 4cido glutdmico dentro de la poza total de
aninodcidos en cotileddn es muy grande, Zste problema fud
resuelto mediante la didlisis del extracto enzindtico de
este tejido,

Z5tos resultados y los de Caldera (124), kan mostrado
que el amonio liberado por la ureasa y probablemente por
otras enzimas como la nitrato y 1lé nitrito reductasa, es
reasinilado en las hojas por la via GS/GOGAT, ya que la
actividad de GS en hojas es la mds grande en comparacidn
con cualquier otro tejido. Se sabe también que hay una
actividad significativa de GOGAT dependiente de ferredo-
Xxina en este tejido (124).

Por otro lado enllas'raices este amonio e¢s reasimila=~
do por la vfa GDH que adquiere en este tejido la mayor
importancia comparativamente con los otros tres, esto es
apoyado por el hecho de que la GOGAT.NADH-dependiente es
muy baja comparada con la actividad de la GIH aminativa,
gin eﬁbargo hay una actividad importante de GS. Eay que
recordar aquf que la GOGAT ha demostrado ser una enzima
nuy inestable (69), Ls glutanina formada de esta manera
no puede ser conectada directamente al metzbolismo inter-
mediario por la baja actividad de GOGAT en rafz, pero po-
drfa ser utilizada en la sfntesis de purinas, de triptd-

fano, de arginina o de histidina o podrfa ser también una
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forma de almacenamiento de nitrégeno orgdnico (69).

Bn el caso del tallo se propone que del tercer al cuax
to dfa funcionen tanto la via GS/GOGAT como la via GDH pg
ro a partir del 4o dfa la via principal de asimilacidn
del amonio es la vfa GS/GOGAT, ya que la actividad de la
GDH desciende sensiblemente a partir de este dfa.

Zn el caso de los cotiledoncs se obtienecn actividades
bajas para las enzimas involucradas en anbas vias, pudien
do sugerir que se realiza un transporte mds que uwna metu-
bolizacidn de los intermediarios, Ambas vfas responsables
de la asimilacidn del gmonio muestran una importancia si-
nilar en su funcidn, si bien la ruta GS/GOGAT adquiere un
papel nds importante a medida que los cotiledones maduran
ya que la actividad descendente de la GOGAT-~NADH estd acg
plada con un aumento consideradble de }la GOGAT-ferredoxina,

La importancia de la AS en la reasimilacidn del amonio
es mayor en los primeros dfas de germinacién en el tallo;
los cotitedones y la ralz mientras que en la hoja adquie-

re mayor relevancia en los ltimos dfas (124).

A partir de 1a tabla I que nos dd un anfliszis de la
composicion porcentual de las pozas analizadas, vemos que
el componente mayoritario en catiledén son las protefnas
y después log aminodcidos en camdbio en los tejidos restap

tes esta fltima poza es m4s abundante, con un mayor tz
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nmafio en el tallo, desgspuds en hoja y finalmente en rafz,
La poza de protefnas en estos tejidos tiene importancia
gecundaria, ﬁl tallo presenta una fuente inmensa de urea
y con un tamaiio ligeraaente menor pero igual impottancia
se encuentra la rafz. La poza de amonio es considerable-
mente mds grande en cotileddn que en cualquier otro teji-
do, seguida por la de tallo, luego la de rafz y finaluen-
te por hoja. lLas pozas de nitratos y nitritos son peque-
flas ¥ la mds grande es la de nitratos en cotileddn, de
cualquier modo, este porcentaje aunque pequeiio, es impor-

tante por ser un hecho original,
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TABLA I. Centenide de lus pezan analizadas expresade

cene peroiente/ grame de tejide

M1z TALLO HOTA

DIAS 3T 4 [ 5] 617 3l 4] 5 6] 7 3| 4| 5] 61 7

Protofnas N 0.51| 0.49 | 0.41| 0,39 0.37] 0.96] 0,7 0.43] 0.54| 0.54 1.54) .88 1.4 2,25

Auinedotdes | 1.87| 2,90 | 1.84| 1.74) 1.52] 3.17] 3.63] 2.95] 2.95| 2,95 2,98| 1.62 2,09 3.09

Nitrites 0.231 0.44 | 0.29] 0,34] 0,30] 0.21] 0.3 | 0.29] 0.27| 0,23 0,24) 0,22 0.25 0.5

Nitrates 0.20 | 0.27 | 0.26| 0.26{ 0.24] 0.61] 0.3 | 0.26 0.28] 0.3 0,37 0,5 0,36 0.54

Urea AoT4| 5452 | 7.38|28.14113.59 | 22.92|13.88) 24.85| 24,65(16.01 ~l -] - -

Anenio 50831 9,56 | 6,53 4.93] 5.47] 742 | 5.78| 3.85| 0.68] 0.4 0,38 1.55| 3.47| 4.67

Humedad 12.8219.79 | 8,391 8.8 | 7.94§15.38{11.52{10.56| 8,77| 9.33] 19.33] 26.54|16.6 |18,74)17.69

., COTILEDOR

DIAS 0 0.5 1 2. 3 4 5 [ 7 E

Pretefnan 12,9 8.8, | 14.6 10043 {1591 | 1494 | 15,35 43 3.8 E

duinedoides 6,07 5.3 2,16 3.6 413 453 5.7 2,86 2.8

Mitrites 0.34 0.13 0434 0.35 0.23 0,096 | 0.31 0.18 | 0.175

Nitrates 1.61 1.21 1,06 124 1.09 1,72 1.33 0,98 0,70

Urea - - - - - - - - - )
o

Anenie 9,72 8,28 7,29 5.78 7.65 423 5:33 2,42 1.53

Humedad - 60,58 52,68 39.23 36,53 29.75 29.5 24,15 27,07
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FIGURA 12. Porcentaje de incremento en peso
tresco en cotiledon (por cada dos cotiledones) con
respecto al peso de la semilla sin germinar
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FIGURA 16A Incremento en peso seco en los
tejidos. wRAIZ,0 TALLO, aCOTILEDON y @ HOJA
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FIGURA 16B Porciento de humedad.En %RAlIZ,
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de error estandar que NO aparecen son muy pe-
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FIGURA 17 Varigcicfn de la poza de proteina
total en cotiledon de Canavalia ensiformis en

mg/g de tejido fresco
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FIGURA 19 Poza de aminoatidos totales ex-
presada como mg de glutamato/g de tejido

tresco. ACOTILEDON, = RAIZ,@ TALLO ¥ g HOJA
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‘CAPITULO IV

CONCLUSIONES

v

El tallo es el tejido que muestra el mayor incremen-
to en su tamafio y peso en el tiempo del estudio..La raflz
es el tejido de menor incremento,

Los tejidos m4s abundantes en protefna son: los coti-
ledones en primer lugar y en segundo la hoja,

Como la poza de nitratos en el cotileddén es muy eie—
vada, se podrfa pensar que €stos pueden ser iransportados
a otras partes de la planta para su posterior reduccidén
a amonio y su incorporacién en los aminofeidos, E1 tallo,
de acuerdo a los resultados discutidos anteriormente, se
propone como sitio de la reduccidn de los nitratos trang
portados desde el cotileddn,

Se considera la posibilidad de que el amonio produci-

do por la ureasa del cotiledén sea transportado a la hoja



99
ya que la tendencia ascendente de esta poza cenforme la

planta se desarrolla, lo confirma,

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 cotileddn muestra ser la mg

nor de los cuatro tejidos estudiados,

De los resultados discutidos anteriormente se conclu-
ye que el amonio liberado por la ureasa y por otras enzi
mas productoras de éste, es reasimilado en las hojas por
la vfa GS/GOGAT, debido a que la actividad de 1a GS en
las hojas es la mayor de los cuatro tejidos,

En las rafces este amonio es reasimilado por la via
de la GDH, que adquiere en este tejidolla nayor importan
cia a comparacidén 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
glufamina formada por la GS de la ralz no puede ser coneg
tada directamente al metabolismo intermedia}io por la ba
ja actividad de la GOGAT antes mencionada, pero podria
ger utilizada en la sintesis de purinas, de triptdéfano,
de arginina o de histidina o podria ser también una for-

na de almacenamiento de nitrdgeno orgénico,
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En el caso del tallo, durante los primeros dfas se prg
pone que funcionan tanto la via GS/GOGAT como la via GDH,
pero conforme La planta se desarrolla adquiere mayor ime

portancia la via GS/GOGAT,

Pars los cotiledones se concluye que hay mayor trans-
porte que metabolizacidn de intermediarios debido a la ba
ja actividad de las enzimas inveolucradas en la reasimilg
cidn del amonio, aunque se muestra a la vfa GS/GOGAT como

la m4s importante conforme los cotiledones maduran,



101

CAPITULO V

BIBLIOGRAFIA

1) Duke, J.A. 'Handbook of Legumes of World Economic Im-
‘portance, 39-41 (1981),

2) Kessler,C. Reporte de la Facultad de liedicina Veteri-
naria y Zootecnia, fmatkuil, Yue. (Julio 1983).

3) Stanislaus J,, Kinghorn 4,0, and Balandrin i,F, Toxic

Constituents of Legume Forage Plants, Economy Botany
39, 321-355, (1981).

4) Vega A, 3 Sotelo A, Valor Mutritivo de la Semilla de
Canavalia ensifornig sola y suplementada con metionina
y cereales, Rev, 28, 92-96, (1982),

5) Cronquist, A, An Integrated Sistem of Clasification
of Flowering Plants, Columbia University Press, New,
York (1981), | |



102

6) Cronquist, A. The Evolution and Clasgification of Flg
wering Plants, Houghton Liiflin, Béston (1968),

7) Lackey, J.A. ndvances in Legume Systematics. Polhill,
R.M. & P.H. Baven (eds), Royal Botanic Gardens, New
Ingland (1981),

8) Kitagawa, M., and Tomiyama, T, A new Amino-compound in
the Jackbean and a Corresponding new Ensyme , J. Bio-
chem, Tokio, 21, 265 (1929),

9) Birdsong, B.A., Alston, R, and Turner, B,L, Distribu-
tion of canavanine in the family Leguminosae as rela-
ted to phyletic groupings, Can. J, Bot,, 38, 499-505,
(1960).

10) Kitagawa, i, J. Biochem, Tokio, 25, 23, (1937).

11) Damodaran, i, and Narayancn, K.G.A. The preparation
of canavanine from Canavalia obimsifelin, Biochem, J.
33, 1740-1742, (1939).

12) Fearom, W,R. and Bell, E.A, Canavanine: detection
and occurrence in lenigg_gzhg;ggggna, Biochem, J.
59, 221-224, (1955),



13)

14)

15)

16)

17)

18)

19)

103
Bell, 3.4, Canavanine and related Compounds in Legu-

minosae, Biochem, J, 7Q, 617-619, (1958).

Bell, 3.A., Lackey, J.A, and Pohill, R.i. Sistematic
signiticance of canavanine in the Papilionoideae (Fa-
boideae), Biochem, 3col, Syst. &, 201-212, (1978).

Lackey, J.A., Bot, J. Linn, 3oc. I4, 163, (1977).

Rosenthal, G.A. Plant Tonprotein amino and imino a-

cids, Biologlical, biochenical and Toxicological Pro-

‘perties, Acadenic Press, New York (1982),

Rosenthal, G.A. The biological effects and mode of ag
tion of Le-canavanine, a structural analogue of L-argl

nine, J. Rev, Biol. 52, 155-158, (1977).

Allende, C.C., and Aillende, J.3. Purification and subg
trate specificity of arginyl ribonucleic acid synthe-
tase from rat liver,  J,.Blol, -Chem, 239, 1102-1106,
(1964).,

Mitra, S.K. and Mehler, 4.H, The arginyl transfer ri-

bonuclelce acid synthetase of Zgcherichia coli, J.
Biol. Chem, 242, 5490-5494, (1957).



104
20) Neurath, AoRn, Wiener, F.?t’ Rnbin, B.A. and Hartzell,

R.J. Inhibition of adenovirus replication by canava-
nine, Biochem. Biophys. Res, Comnun, 41, 1509-1517
(1970).

21) Schachtele, C.F. and Rogners P, Canavanine death in
11} ] 1 ] .d, MOl- BiOl. M, 474"489' (1965)0

22) lic llahon, D. and Langstroth, P, The effects of cana-
vanine and of arginine starvation on macromolecular .
syntesis in Chlamydomonas reinhardi, J. Gen. Micro-
biol, I3, 239-250, (1972).

23) Kruse, P.F,, 7hite, P.B., Carter, H.A. and Mc Coy, T.A.
Incorporation of canavanine into protein of ‘falker
carcinosarcoma 256 cells cultured in vitro, Cancer
Res. 19, 122-125, (1959).

24) Dahlnman, D.L. and Rosenthal, G.A. Ion protein amino
acid-insect interactions-I. Growth effects and symptg
mology of L-canavanine consumption by tobacco hornwornm,

Manduca goxta (L.), SL.4, 33-36, (1975).

25) laas, #.K. Studies on repression of arsinins biosyn-
thesis in Zachorichia coli, Cold Spring Herb Symp.
Quant, Biol, 26, 183-191, (1961).



105
26) Greenstein, J,F, and Winitz, M, Chemistry of the anj
no acids Vol 1-3 Wiley, New York (1961).

27) Volcani, B.E. and 3nell, E.E. The effect of arginine
and related compounds on the growth of bacterié, Ja
Biol, Chem, 147, 803 (1948),

28) Walker, J.B, Canavanine and homoarginine as antimeta
bolites for arginine and lysine in yeast and algac,
J. Biol, Chem, 212, 207-217 (1955). )

29) Miedena, E. and Kruse, P.F., Zffect of canavanine on
proliferation and metabolism of human cells in vive,
PI‘OO. SOC. Expv Biol. ”eda m. 1220"‘1222' (1966)

30) Kruse, P,F., Carter, H.A, and "hite, P,B. .Some
effects of canavanine and canaline on arginine and
ornithine metabolism in mamalian tumor cell cultureé'
Sei, Proc, Amer, Assn, Cancer Res. 3, 336, (1962),

31) Bell, Z.A. Comparative biochemistry of non-protein
amino acids., 1In: J,B., Hardorne, B. Boulter and B,L.
Turner eds., Chemotaxonomy of the Leguginosae. Acade~-
mic Press, New York, 179-205 (1971),



106
32) Fouden, L., and FPrankton, J.B, The apecificity of ami-

© noacyl-aRNa syn%hetases with gpecial referenc: to are-

ginine activation, Phytochemistry Z, 1077-1086,(1968).

33) Lea, P.J. and Norris, R,D. The use of amino acid ang
logues in studies of plant metabolism, Phytochemistry
15, 585~595, (1976).

34) Norris, R.D. and Lea, P.J. The use of aminoacid ana-
logues in biological studies, Sei. Prog, Oxf. g3,
65-85, (1976).

35) Weaks, T.E, Jr. Iffects of canavanine on arginine u-
tilization in plants with Special reference to mito-

tic activity.. Physiol..Plant 31, 144-148,. (1974)..

36) Weakj, Tel. Jr, and fAunt, G,2. The effect of canava-
nine on the growth of isolated roots of four plant

species, Bot. Faz. 133, 45-49, (1974)

37) Wright, J.3. and 3rb, AJdl, Inhibition of growth in
naize embryos by canavanine and itz reversal, DBot.

Gaz . 112: 52‘57 ’ (1950 ) .

38) Aslanm, M., Oaks, A., and Boesel, I, 3ffect of L-ca~
navanine on nitrate reductase in corn roots, Plants

Physiol. 62, 693-695, (1978).



39)

40)

41)

42)

43)

44)

107
Schachtele, C.F., Anderson, D.L. and Rogers, P. Iso-
lation of & rapidly-sedimenting caravanyl-protein-DNA-
membrane conplex from Egcherichia coli, J. Lol., Biol.
49, 255-261, (1970).

Weaks, T.E, Jr. and Hunt, G.E. The effect of canava=-
nine on protein and nucleic acid synthesis in canava~
nine resistant and sensitive species of higher plants

Plant Physiol, - 29, 421-424, (1973),

Ranki, M, and Kg&rl#inen, L, Canavanine as an inhi-
bitor of Semliki Forest virus growth, Ann, Med, Exp,.
Fenn, ,41, 65"'72, (1969)0

Ranki, M. and Kglrldineny; L, The effect of canavani-
ne on Semliki Foreat virus RNA synthesis,. Ann, lied,
EXP o Fenn, 4‘.&; 238'245) (1970 ) .

Honaka, K., Yoghii, J., Nakamura, R, and Tsunenmitsu, A.
The effects of human saliva and conpanaValin A on the
aglutination of oral streptococei, J, Gen, Mierobiol,
gL, 127-130, (1980).

1irth, D,B., Miller,.¢.J,, Kingman, A, and Bowen, ¥.H.
Inagtivation of salivary aggregating factors by conca-
nagvalina A and fucose binding protein, J, Dent. Res,
56, Special Issue B 75 Abstract 95 (1977).



108

45) Oarlini, C,?, and Guimaraes, J.A. Isolation and chaw
racterizotion of a toxice protein from Canavelin engl-
formig (Jackbean) sceds distinet from Coneanavelin i,

Toxicon 19, 667-676, (1931),

46) sumerfield, R.J. and Bunting, i.H. Advances in legu-
me science, University of Reading. Ingland (1980),

47) Rosenthal, G.A. Lecanavanine metabolism in Jackbean
Zandvalia ensiformis L. DC. (Leguminosae), Plant
Physiol. 69, 1066~1069, (1982),

48) Thompson, J.FP. Arginine synthesis, proline synthesis
and released precesses, In B,Jd, {'iflin ed, The biochg
nistry of plants, A comprehensive treatise, Academic
Press, New York, Vol 5, 375-402, (1980).

49) Damodaran, ii, and Farayanan, Z.G.A. A comparative
study of arginase and canavase, Biochen., J. 34,

1449-1459, (1940)

50) Rosenthal, G.A, Investigations of canavanine bioche-
mistry in the Jackbean plant, Canavalia engiformis (L.)
DC, I Canavanine utilization in the developing plant

Plant Physiol, . 45, 273-276 ’ (1970 ) .



109
51) Sehgal, P.P., Naylor, A.¥. Ontogenetic study of ureg
ge in Jack beans, Ganavalia ensiformig (L,) DC, Bot,
Caz. 127, 27-34, (1966).

52) Rosenthal, G.A., J. Exp., Bot., 25, 609 (1974),

53) Tspfer, V.R., Miersch, J, and Reinbothe, H, Studies
on canavanine degradation in Pabaceae, Biochem, Phy-

siol. Pflanzen, 161, 231~242, (1970).

54) Jdohnstone, J.,H, Nitrogen metabolisn in Jack bean (Qa-
navalia engiformis), Biochem, J. 64, 21, (1956).

55) Kitagawa, M. and Yamada, H, J, Biochem, (Tokio) ]G,

56) Rosentﬁal, G.A. The biological and diochemical proper
ties of L- canaline, a naturally occurring structural
analogus of L-ornithine, Life Sei, 23, 93-96,
(1978)

57) Kamer, A., Dahlman, D.,L, and Rosenthal, G.A., Bffects
of the non-protein aminoacids L-canavanine and L~ca-
naline on the nervous system of the moth, ianduca gex~
%2 L. J. fxp., Biol, 75, 123-132, (1978).



58)

59)

60)

61)

62)

110
ROSen'thE\l, G.(\.' ;ﬂlyant, D.’l”., G’Llla'ty, K. &nd Sabh\'ll‘*

wal, P.3. Studies on the growth, Zffects of canali-
ne~-urea cycle aninoacids with Lemna piner L., Flant

Kekom#ki, i'y, Rahiala, 3Z.,~L, and R&ih&, W.C.R. Cana-
line: interfering with ornithine metabolism in the
isolated perfused rat liver, ann, lled, Zxp. Fenn,

47, 33-38, (1969).

Rosenthal, G.A. and Dahdlman, D.L., Non-protein amino
acid-insect interactions~ II, Zffects of canaline-urea
cycle amino acids on growth and development Qf the
tobacco hornworm [anduen gexta I. (Sphingidae), Comp,
Biochem. Physiol, 524, 105-108, (1975).

Xetunwou, i,, Okada, ., ilatouzawa, 7, and Ctsuka, ¥,
Studies 6n ornithine ketoacid fronsaninasc. II Role
in metabolic pathwzy, dJ. Blochen. (Tokio) 37, 445~
449, (1865),

Rahia].a, 3."11.’ Kekomﬁki, I:u, Jé‘l‘me, Jn' Raina, Al a.nd

‘Rdihi, W,C.,R, Inhibition of pyridoxal enzymes by

L-cancline, Biochim, Biophys, Acta 227, 337-343,
(2971).



111
63) Rosenthal, G.A., 4 mechanism of L-~canaline Toxicity.
Bur. J, Biochem, 114, 301-304, (1981),

64) Rahiela, Z,~L. Canaline. Caracterization of enzyic-
pyridoxal phosphate complex, Acta Chem, 3cand., 27,
3861-3267, (1973).

65) Loyola, V.V.l,, !urillo, G, y Sdnchez, Z. iletabolis-
nmo del nitrfzeno en las plantags, MNaturaleza 2, 112-

116, (1981).
66) Loyola, V.V.Ji, La Tijacién del nitrdgens, Boletin

de Educacién Bioqufmica 2, 16-23 (1983),

67) Glmez, N,I.G, Influencia de la fuente de nitrdsgenc

sobre el metabolismo nitrogenado y el contenido de

alealoides de Zatharantug rossus, Tesis_dé Licencia~
tura, Facultad de ufmica UNA!T (1984),

68) Loyola, V.V.i, iietabolismo nltrogenado en nafz, Te=
sis doctoral, Divisién de 3Istudios de Posgrade, Fa-

cultad de Quimica. UNAZI (1983),

69) Boland, li.J., Parnden, K.J.F. and Robertson, J.G. Ni
trogen fixation. Volume I1I, 3ymbiotic associations .
and cyanobacteria, V,s. lewton and W,H, Crme-~Johnson

eds, University Park Press, Baltimore (1980),



70)

71)

72)

73)

74)

112
Boland, M.J. and Benny, i.G. Onzymes of nitrogen me-
tabolism in legume nodules: Purification and proper-
ties of NADH-dependent gluiamate synthetase from lupin

nodules, Bur, J. Biochem. 79, 355-362, (1977).

Pahiich, I, and Joy, F.¥. Glutamate dehidrogenase from
pea roots: Purification and properties of the enzyme,

Can, J. Biochem., 49, 127-138, (1971),

Lea, P.J. Pization and assimilation of nitrogen from
the atmosfere and convined sources, In Technies in

hioproductivity and photosynthesis., J. Coonmps and
D.0, Lall eds, First eodition, Pergammon Press, New

Tork  (1981).

Lea, P.J. and Miflin, B.J. The biochemistry of plants.
A comprehensive Treatise Vol, 5 by B.J,. liiflin. P.X,
Stumpf and 3.3. Conn eds, Jicademic Press, llew York,

(1980).

Warren, R.P, and Funt, G.E. The biosynthesis of cang

vanine from 4

002 and. 1ts asymetric labeling in isola
ted pericarp tissue of val i3, Planta

100, 258-261, (1971),



113
75) Rosenthal, G.4. Investigations of canavanine bloche-

risztry in the Jack hesn plant, Conavalia ensiformis
" (L,) DC. II Canavanine biosynthesis in the developing

plant, Plant Physiol., 5, 328-331 (1972).

76) Joy, W.K. Control of glutamate dchidrogenase from
Pigum gativam roots, Phytochemistry 12, 1031-1040,
(1973).

77) Kauamori, T, and YMatsumoto, H, Glutamine synthetase
from rice plant roots, aArch, Biochem, Biophys, 152,
404-412, (1972),

78) Peterson G.L. A simplification of the protein assay
method of Lowry gt _al., which is more generally appli-
cable, 4nal. Biochem, 83, 346-3%56, (1977).

79) Cocking, E.C. and Yemnm, Z.Y. 23stimation of amine a~-

cids by minhidrin, Biochem, J. 58, XII (1954),

80) Mcholas, D.E, and Nason, A,A. Determination of ni-
trate and nitrite , liethods of Enzymology 23, 4Y1-
503, (1971).

81) Kaplan, A, Détermination of urea in blood, Stand, Mg
thods Clin, Chem, 5254, (1965).



114

82) Robertson, J.G., Farnden, J.F., Warhurton, X.P, and

o)
w
~r

84)

85)

86)

87)

Banks, J, Induction of glutanine synthetase during
nodule development in lupin, Aust, J, Plant Fhysiol,
2, 263-272, (1975).

lic Parland, R.H., Guevera, J.G., Becker, R.,R, and
Bvans, H.,J., The purification and properties of the
glutanine synthetase from the cytosel of soy bzan root
nodules , Biochem, J, 153, 597-606, (1976)

s
e Cormack gt al. en Boland, li.J., Farnden, ¥.J,®. and
Robertson, J.G. Nitrogen Fixation, volume II Univep
sity Park Press, Baltimore (1980),

Ravel, J .., Humphreys, J.3. and Saive, W. Control

of glutamine synthesis in Lactobagillug arabinosus.
irch, Biochem, Biophys, 111, 720-726, (1965)

Deuel, T,F, and 3tadtman, B.,R, Some lkinetic proper-

ties of Bagillug subtilis glutamine synthetase, J.
Biol. Chem. 243, 5206-5213, (1970).

Hirel, B, and Gadal, P, Glutamine synthetase in rice.
A comparative study of the enzyme from roots and lea~
ves, Plant Physiol, §§, 619-623, (1980).



115
88) Hirel, B, and Gadal, P, Glutanine synthetase in a Cy

plant: Sorshum vulgare L. Physiol, Plant 34, 69-74,
(1982),

89) Kretovich, W.L., 2vstigneeva, Z,G,, Pushkin, A,V, and
Dzokharidze, T.2. Two forms of glutamine synthetase

in leaves of Curcubita pepo, Phytochemistry 20,
625-629, (1981), .

90) Mann, A,P,, Pentem, P.4, and Sewart, G.R. Identifi-
cation of two forms of glutamine éy’nthetase in barley
(Hordeum vulgare L.), Biochem, Biophys. Res, Commun,
838, 515-521, (1979).

91) Hirel, B., Perrot-Rechenmann, C,, Susuki, H., Vidal, J.
Gadal, P. Glutamine sinthetase in spinach leaves, In-
munological sudies and inmuno-cytochemical localization

Plant, Physiol., §9, 983-987, (1982)%

92) iic Nally, 3.F. and Stewart, G.R., liodifications in the
N-metabolism of 3Jirigg associated with its parasitic
habit, Plant Physiol, &8, 105-110, (1982)%

93) Suzuki, A, and Gadal, P, Glutamate sinthetase from
rice leaves, Plant Physiol, §£9, 848-852, (1982)%



94)

95)

96)

97)

98)

99)

116
Givan, C,V, lietabolic detoxification of ammonia in

higher plants, Phytochemistry 18, 375-332, (1979).

Platt, S5.G, and anthon, G, Ammonia acumulation and
inhibition of photosynthesis ia methionine sulfoximi-
ne-treated spinach, Plant FPhysiol. 67, 509-513,
(1981).,

Gil'manov, !1,K., Yakovleva, V.I. and Kretovich, '.L.
Properties of corn seedling glutamate.dehidrogenase,

Dokl, Akad, Nauk, 3SR 175, 047-951, (1967).

Nicklisch, A. Beziehungen zwischen dem muster mul-
tipler formen an der funktion der glutamatdehidrogeng
se bein Zea niavs 1, Biochem, Physiol Pflanzen 174,
80-84, (1979).

Yue, S.B. Isoenzimes of glutamate dehfdrogenase in

plants, Plant Physiol, 44, 453-457, (1969),

Kretovich, V,L., Karayakina, 7.I., Yasykova, V.V, and
Sidel'nikoia, L.I. Industion of glutamate dehydroge-
nase by amionia in the roots of punmpkin seedlings,

Dikl, Akad, Nawk. 333R 208, 571-573, (1973).



100)

101)

102)

103)

104)

n7
Alekhina, ¥,D, and SokGIOVa, 3,4, Changes of gluip
mate dehydrogenase activity in connection with the
temperature of plant eultivation, 3ov, Flant, Phy-

giol, 220 79-‘!')’, (1985)0

Jain, A. and 3rivastava, H.3. 2Zffect of salicylic
acid on nitrate reductase and glutanate dehydrogena-
se activities in maize roots, Physiol., Plant, 353,

285-288, (1981),

Qaks, A., 3tulen, 1., Jones, ., Finspear, M.J., iig
ra, 3. and Boesel, I.L. 3ansymes of the nitrogen
assimilation in maize roots, Planta 148, 477-484,
(1980) .

Bielawsld, W, and Rafalslki, A, Glutamate dehidroge
nase and glutamine synitethase in rye seedlings suppor
ted with annoniuvm and nitrate, Acta Biochen, Fol,

26, 383395, (1979)

Kananori, T., Konishi, 3, and Takahashi, =, Indu-
oible formation of glutamate dehydrogenase in rice
plant roots by the addition of ammonia to the media,
Physiol, Plant, 2§, 1~6, (1972),



118
105) Loyola, V.V.i, and S4nchez de J.B, Differential ro-

le of glutamate dehydrogenase in nitrogen metabolism
of maize tissues, Plant Physiol, 76, 536-540,
(1984).

106) iec Kenzie, E,A, and Lees, #.J', (Gutanmate dehydro-
genase activity in .sveloping soybean seed: isolation
and characterization of three forms of the enzyue,

Arch, Biochem, Biophys. 212, 290-257, (1981).

107) shatilov, V.R. and Jand, H, Glutamate dehydrogsnase

of the unicelular green alga aggngﬁeﬁmgq acutug,
Planta 151, 367-37C, (1983).

108) Quetz, ¥?.R., Tischner, R. and Lorenzen, I, Changes
in the activity of enszymes involved in nitrogen ne-
tabolism'in maize seedlings dependent on diferent
nitrogen sources,  Biochew, Physiol, Pflanzen, 177,
567-576, (1982).

109) singhy R.P, and 3rivastava, H.S. Glutamate dehydro
genase activity and assimilation of inorgsanic nitro-
gen in nmalze seedlings, Biochem, Physiol. Pflanzen
177, 633-642, (1982), |



119
110) rfawole, i1.0. and Boulter, D, Purification and pro-

perties of glutanate dehydrogenase from Yisma unmmi-
eulata (L.) walp., Planta 134, 97-102, (2977).

111) Stone, 3.R., Copeland, L. and Kennedy, I.R. Glutama
"~ te dehidrogenase of lupin nodules: purification and

properties, Phytochemistry 13, 1273-1278, (1979).

112) Leech, R.!i. and Firk, P.R. An NiADP-dependent L-glu-
tamate dehydrogenase from chloroplasts of Yicia fadba
L. Biochem, Biophys, Res, Commun, 32, 684-690,
(1969),

113) Gayler, X.R. and liorgan, W¥.R. An NADP-dependent gluy
tamate dehydrogenase in chloroplasts from the marine
green alga Canlerpa simpliciusenla, Plant Physiol,
58, 283-287, (i976).

114; Washitani, I, and Soto, S. Studics on the function
of proplastids in the netabolism of in_vitro cultu-
ret. tobacco cells, I Localization of nitrife reduc-
tase and NAoP-dependent glutamate dehydrogenase,

Plant. Cell Phyaiol, 18, 117-125, (1977).

115) Postius, Ch, Disgeriation, University of (Uttinger
(1975).



116)

117)

118)

119)

120)

120
loore, A.L., and Akerman, I,3.0., Ca  stimulation

of the extornal AUH dehydrocenase in Jerusalenm arti
choke (Hplfanthug tmberogwy) mitochondria, Biochem.

Biophys, Res. Comwn,  1C9(2), 513-517, (1982),

Nagel, 12 and Hartmann, T. @Glutamate dehydrogenase

from {ledicazo gntiva L., purification and compara-

tive kinetic studies on the organ-sp2cific multiple

forns, Z. Naturforsch 353, 406-415, (1980).

Pahlich, 3, and Hoffman, J, On the mechanism of
action of glutamate dehydrogenase from pea seedlings
and the regulation of the activity by adenosine phog
phates, the energy charges.and ions, Planta 122,
185-201, (1975).

Hartmann, 7. Endogenously and exogenously caused al-
teration of the isoenzime pattern of NADfspecific
glutamic dehydrogenase in shoots in Pisun sativum,
Planta, 111, 129-136, (1973).

Hartmann, To' Nagel, 1fs and Illert, H.J. Org&nspe-
zificche nultiple formen der glutamatdehydrogenase

- in edicaso sativa, Planta 111, 119-128, (1973).



121)

-

(A0

i
~—

124)

121
Chou, Xuo~Howere and 3plittstoesser, W,E, Glutama-

te dehydrosenase from pumpkin cotyledons, Plant

PIWSI'.OJ.. _‘1;91 550"554. (1Q72)5

Thurman, D.d,, Palic, C, and Laycock, ii.V, Isoen-
symatic nature of L-glutamic dehidrogsnase of hizher

plants, lature 207, 193-194, (1965).

Rendn, G.i.,3, TPosis de Licenciaturas Pancidn de las
enzimas ureasa y arginasa durante los primeros esta-
diecs del desarrollo de Ganavalia ensiformis I, Facul
tad de Qufmica, UNAM, en prensa (1985).

Caldera, 7,J,8, Tesis de Licenciatura: Glutonmato
sintaszz, una eazina fundanental en ganavalias onsi-
forais L. Facultdd de Quimica, UNAM, En prensa
(1985)



INDICE ALPABETICO DE AUTORES

Akernan, i,E.0.
Alekhina, K.D.
Allendes, C,C,
Allende, J.3,
Alston, R,
anderson, D.L.,
Anthon, G.

Aslam, I,
B

Balandrin, M.P.
Banks, J.
Becker, R.R,
Bell, E.A.

Bell, E.A.
Benny, 4.G.
Bielawski, W.
Birdsong, B.A.
Boesel, I.
Boesel, i;L.

Ver lMoore, A.L. Gita 116
1100

18

Ver Allende, C,.C. 18
Ver Birdsong, B.A. ]
Ver Schachtele, C.F. 39
Ver Platt, S.G. 95
B

Ver Stanislaus, J Cita 3
Ver Roberison, J.G. 82
Ver Mc Parlahd, R.H, 83
| 13

14

31

Ver Pearon, W.R. 12
Ver Boland, N.Jd. 70
103

9

Ver Aslam, M, .38
Ver Oaks, A, 102

122

1975
1976
1958
1978
1971
1955
1977
1979
1960

~1978

1980



Boland, M.J.

Boulter, D.
Bowen, W.H.

Blmting, A-H .

Caldera, ¥.J.B.
Carlini, C.R.

Carter, H.A.

Chou, Xuo-Howere
Cocking, 2.C.
Copeland, L.

Cronquist, 4.

Dahlman, D.L.
Dahlman, D.L.
Dahlman, D,L,

Damodaran, Ii,

Deuel, T.P,

Duke, J.A.

Cita 69

70
Ver PFawole, 1i.0, 110
Ver Nirth, D.B. 44
Ver Sunerficld, R.J. 46

Cita 124

45

Ver Iruse, P.F, 23
| 30

121

79

Ver Stone, 3.R. 111

Cita 24

Ver Kamer, Ae 57

Ver Roéenthal. G. A, 60
11

49

86

Dzokharidze, T.Z. Ver Kretovich, V.L. 89

123
1980.
1977
977
1977
1980

1985
1981
1959
1962
1972
1954
1979
1981
1968

1975
1978
1975
1939
1940
1970
1981
1981



Bvans, R.J.

Ver lic Parland, R.H.

fvstiznceva, 2.G, Ver iretovich, V.L,

R

Farnden, .J.2,
Farnden, I.J.F,
Pawole, 1..0.
Pearon, J.R.
'Fentem,,P.A.
Fouden, L,

Prankton, J.B.
G

Gadal, P.

Gadal, P.
Gayler, K.R.
Gil'manov, M.K.
Givan, C.V,

deez’ N.IUG'

Greenstein, J.PF,

Guevara, J,.G,
Guimaraes, Jd.A.

Gutaty, K.

Ver Boland, IM.J.

Ver Robertson, J.G.

Ver Mann, AJF..

Ver Pouden, L,
Ver Hirel, B,

Yer Suzuki, A.

Ver llc Parland, R.H.

" Yer Rosenthal, . G.A.

Cita 83

Cita

Cita

89

69
82
110
12
90
32

88
9
93

113
96
94
67
26
83
45
58

124

1976

.1981

1980
1982
1982
1982
1976
1267
1379
1984
1961
1976
1981
1975



H&rm&m, To

Hartmann, T.
Hartzell, R.V.
Hirel, B.

Hofﬁﬂm‘l, de
Humphreys, J.3.
Hunt, G.J3.

Runt, G2,

-

Illert, H.J,

Jdainy 4.

Janne, J.
Johnstone, J.H,
Jones, ¥,

Joy, Y.i.

Joy, Heile

Ver Nagel, 1i,

Ver lNeurath, A.R.

Ver Pahlich, Z.
Ver Ravel, J.M.
Ver iarren, R.F.

Ver eaks, T.8. Jr,

Jer llartnann, T,

Vol‘ Ralliala.’ Eu-Ln

Ver Caksjy A,

Ver Pahlich, E,

Cita 119
120

117

20

87

88

9

118
85

74

40

Cita 120

Cita 101

62
>4
102
76
T1

125

1973
1973
1980
1970
1980
1982
1982
1975
1962
1971
1974
1973

1973

1981
1971
1956
1980
1973
1971



I

Kdgrliinen, L,

Kaper, 4.

Kanamori, T.

Kaplan, A.
Karayalkina, 7.I,
Katumun, N,
Vekoniki, H.
Kelondki, I,
Kenedy, I.3.
Kessler, C
Kinghorn, A.O.
Kiagnan, 4.
Xirk, P.R.

Kitagawa, M.

Konishi, S.

Kretovich, V.L.

Kretovich, V.L.

iruse, P.r,

Iruse, F.F,

Cita: 41

42

57

77

104

81

vV.L, 99
61

59

Ver Rahiala, E.~L. 62

Var Ranki, M.

Ver Xretovich,

Ver 3tone, S,.R.

Ver Stanislauz, J. 3
Ver Mirth, D.B, 40
Ver Leech, R.M, 112
10
55
104
89
99

Ver Gil'manov, I1.K. 96

Ver kg.namori, 7.

30

Ver liiedena, i, 29

126



Lackey, J.A.

Lackey, J.4. Ver Bell, Z.Ai.

Langsttroth, P,  Ver !¢ iMahon, D.

Laycocek, ..V, Ver Thurman, D,.A,
Lea, PuJd,
Lea, P, Ver Norris, R.D.

Leech, Rk,
Lees, E.l. Ver I’c Kenzie, 3.4

Loyola, 7.V

Lorenseny H, Ver Quetz, P.R.
M

LiaaS", W OK .

llann, AP,
llatsunoto, H. Ver Kananori, T.
llatsuzava, T. Ver Katunumna, N,

fo. Cormack, et al.
lic Co‘y, Tode Ver Kl‘uﬂe, PoFb

Nc Kenzie, E.A,

Cita 7
15

14

22

122

33

72

73

112
106
65
66
68
105
108

Citﬁ 25
90

7

61
84
23
106

127

1981
19717
1978
1972
1965
1976
1971
1930
1976
1969
1cel
1981
1984
1?83
1984
1982

1961
1979
1972
1965
1980
1959
1981



128

Mo Mahon, D, | | Cita 22 1972
lic Nally, S.P. 92 19862
.Mc Parland, R.0I. 83 1976
Mehler, AJHe Ver Mitra, S.K. 19 1967
Miedena, Z. 29 1966
Liderseh, J. Ver Tépfer, V.R. 53 1970
Lliflin, B.J. Ver Lea, P.J. 73 1980
liiller, C.J. Ver Mirth, D.B. 4 1977
Wirth, D.B. ' 44 1977
Misra, S. Ver Oaks, A. 102 1980
Mitra, S.X. 19 1967
Moore, A.L, 116 1982
Morgan, W.R. Ver Gayler, K.R. 113 1976
lurillo, G. Ver Loyols, V.V.MH, 65 1981
N
Nagel, M. . Cita 117 1980
Nagel, k. Ver Hartmann, T, 120 1973
Nakamura, R. Ver Nonaka, H. 43 1980
Narayanan, K.G,A. Ver Damodaran, M. 11 193¢
49 1940
Nason, A.A. Ver Nicholas, D.E. 80 1971
Naylor, A.i. Ver Sehgaly, P.P, 51 1966
Heurath, A.R. 20 1970
l Nicholas, D.E. 80 1971
Nicklisch, A, 97 1979

Nonaka, H. 43 1980



Norris, R.D.

liorris, leDe

0 aks, de
0 E\.ks’ Ao
Cl‘:(‘;d:’», 17

Utsuka, Y,

Pahlich, Z.

Falie, C,
Ferrot-R.C.
Feterson, G.L,
Flatt, 5.G.
Fonill, Riiie

Postiuz, C,
Q
Quetz, P.R.
R

Rafalski, A,
R#ihE, 7.C.2.
Rﬁhﬁ, I‘:.C.R.

Ver

Ver
Ver

Ver

Ver

Ter

Ver

Ver

Ver

Ver P\ahialﬂ, Be=L

Leay, Pude

Aslen, I,
Katunama, i,

Tatununm, i,

Thmm' D.Ae

Hirel, B.

Bell, Z.A.

Bielawski, W,

Kekondki, N,

ta 34

Cita 102
, 53
61

61

Cita Tl
118

122

1

78

95

14

115

Cita 108

Cita 103.

59
62

- 129

1976
1976

1971
1975
1965
1982
1977
1981
1978
1275

1982

1979
1969
1971



Rahiala, EQ-LQ

Rahiala, S.~L.
Raina, A,

Ranki, 1

Ravel, J.hi.
Reinbothe, H.
Robertgon, J.G.

logers, P.

Roudn, G.il.J,.

Rosenthal, G‘o Ao

Rogenthal, G,A,

Rrivastava, H.S.

Kubin, B.A.

Cita

Ver Kekomiki, li,

Ver Rahiala, IZ.~L.

Ver T¢pfer, V.R,
Ver Boland, i7.J.

Ver Schachtzle, C.F,

Ver Dahlman, D.L.
Ver Singh, RLF,

Ver fieurath, AJR.

123
16
17
47
50
52
56
58
60
63
75
24

109
20

130

1971
1973
1969
1971
1969
1970
1962
1270
1980
1965
1970
1285
1982

1977

1982
1970
1974
1978
1975
1975

- 1981

1972
1975
1982
1970



Sabharwal, P.3., Ver

Sdnchez de J.E.
Schachtele, C.TF.

3ehgal, P.P,.
Shatilov, V.R.
Shive, !, Ver
Sayant, D.il, Ver
Sidel'nikova, L.I.
Singh, R.P,.

Snell, 2.3, Ver
Sokolova, S.i. Jer
30telo, de

Soto, 3. Ver
splittstoesser, V.R.
oSrb, Al Ver
Srivasgtava, 1,8, Ver
Stadtnan, B.R. YVer
Stanislaus, J. ,
Stewart, G.d. Ver
Stewart, GJRe Ver
Stone, S.R, .

Stulen, I, Ver

Rosenthal, G.A.

Ver Loyola, V.V.!I,

Ravel, J.k.
Rosgenthal, G.A.

Ver ]\'.re‘tOVich, VoLn

Volecani, B.E.

Alelkhina, .0,

vashitani, I,

Ver Chou, Kuc-Howere
Wright, J.3,

Jain, 4.

Deuel, T.F,

maml, ACF'
I.':c anly, S.F.

Oaks, A.

Cita 58,

65
66
21

39

51
107
85
58
99
109

111
102



Sunerfield, R.d.

sund, i,
Suzuki, 4,

Suzuki, A.

Pakahashi, E..
Thonpson, J,.F.
Thurman, J.4.
Tischner, R.
Tomiyama, T.
Tspfer, V.R.
%wmmjm,A.

Turner, B.L.

i1

v

Vega, A.
Vidal, J.

Volecani, B.E.

)

:Ialker, J nB .
Warburton, M.P,

Warren, R.P,

Ver

VYer

Ver

Ver

Ver

Ver

Ver

Ver

Ver

Shatilov, V.R,

Hirel, B,
Fanamori, T,
Nuetz, P.R.

Kitagawa, N

Nonaka, H,

Birdcong, B.a.

Hirel, B.

Robertson, J.G,

Cita 46

107,

93
91

Cita 1C4
48
122
108

.
W W

Cita 4
91
27

Cita 28
82
T4

1955
1975
1971



Jaghitani, I,

deaks, T3, dr.

“hite, P.B.

Tiener, PP,
Jdinitz, I,

Jinspear, .

Wrizht, Jo3.

Yalovleva, V.1,
Yanada, f.
Yazykova, V.V,
Tenn, S,
Yoshii, J.

Tue, 3.B.

Ver

Ver
Ver
Ver
Var

Ver

Cita 114

35

36

40

Iruge, P.7. 23
30

Heurath, A.2, 20
Grecnstein, J.F. 26
Caks, 4. 102
37

Gil'uanov, M.X,. Cita 96
itagawa, M. 55
Yretovich, V.L. 99
Cocking, E.C. 79
Nonzka, H. 34
98

133
1977

1974
1974
1873
1859
1962
1970
1961
1980
1950

1967
1932
1973
1954
1980
1969



	Portada
	Índice
	Introducción
	Capítulo I. Antecedentes
	Capítulo II. Materiales y Métodos
	Capítulo III. Resultados y Discusión
	Capítulo IV. Conclusiones
	Capítulo V. Bibliografía



