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}lESUMJ~N 

Con el fin de determinar el mecanismo por el cual 

los cul.tivos de tejidos de Canavalia ensiformis manejan 

su nitr6geno, se midi6 la actividad enzimática de urea

sa y a.rginasa y en algunos casos las pozas metabólicas 

de amonio, urea, nitratos, nitritos y cl.orofila en cul

tivos de tejidos de esta planta crecidos en medina con

teniendo una mezcla de nitratos y amonio, arginina o 

urea como fuente de nitr6geno y en condiciones de oscu

ridad e iluminaci6n. Con excepci6n de los cultivos cre

cidos en medios conteniendo argjnina, en todos los ca

sos se detect6 actividad enzimática de arginasa, siendo 

la actividad específica máxima detectada de 142 unida

des. En ninguno de l.os casos se detect6 actividad enzi

mática de ureasa, observándose una acumulación en la 

poza •etabólica de urea a lo largo del ciclo de creci

miento de estos cultivos. Se concluye que la vía argi

nasa-ureasa que opera en la planta para el metabolismo 

de la canavanina, no está presente en los cultivos de 

tejidos de Canavalia ensiformis. 



A N T E C E D E N T E S 

I 

generalidad es 

La f'amilia de las leguminosas está conatituída por más 

de 550 géneros y aproximadamente 1500 especies de plantas, 

de éstas un n~mero muy limitado ea cultivado y empleado 

con f'ines alimenticios. 

Canavalia ensiformis es una planta que pertenece a la 

familia de las leguminosas, subfamilia : Papilionaceae (L2 

toideae, Fabaceae), género : ~anavalia, especie : ensifoP

mis. 

Canavalia ensiformis es originaria Je América Central, 

se le conoce con los nombres comunes de jack bean y alber-

j 6n, crece en f'orma de un pequeño arbusto y presenta compor 

tamiento anual, si se siembra al inicio ct~ las lluvias en 

mayo o junio, empieza a f'lorcar en agosto y las vainan empi!! 

zan a madurar en diciembre. La semilla que produce ns c;ra!:.! 

de y de color blanco (17 ). 
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Esta planta puede cultivarse en climas tropicales, ba

jo riego de temporal, en suelos rocosos y alcalinos (pH 

7.5 - 8.0). En parcelas experimentales se han obtenido re~ 

dimientos de 2600 Kg/Ha con un promedio de 9 vainas por 

planta, 8 semillas por vaina y con un peso de 1.65 e por 

semilla. En cult,.ivos extensivos se ha obtenido un rcndimie~ 

to de 2500 Kg/Ha, durante estas pruebas se observó que el 

porcentaje de germinación era de 90 aproximadamente ( 17). 

Canavalia ensiformis produce una gran cantidad de biom~ 

sa, 230 días después de la siembra la planta produce alre

dedor de 2500 Kg/Ha de materia seca, de la cual la mitad 

corresponde a las vainas y semillas ( 17 ). 

La siembra de Q. ensiformis no implica problemas de 

transferencia de tecnolo~ía, ya que las prácticas de campo 

para su cultivo son básicamente iguales que las del maíz. 

Esta leguminosa es menos sensible que el maíz a plaeos y s~ 

quías, por el tamaño de sus se;nillas se presta para la sie!!) 

bra, cosecha y desgrane manual ( 17 ). 

Comparando los rendimientos .mfiximos obtenidos hajo if~U~ 

les condiciones. se tienen para el maíz 1000 Kg/l!a de gr~no 

con un contenido proteínico del 10% y para canavalia 2500 

Kg/Ha de grano con un contenido del 29.5% de proteína (17 ). 

El grano de esta leeu:r.inosa reprP.senta una fuente valio-
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sa de proteína y energía. Los valores promedio del análi

sis proximal en base seca son : extracto etéreo 19 g/Kg, 

proteína cruda 295 g/Kg, extracto libre de nitrógeno 571 

g/Kg, fibra cruda 90 g/Kg y cenizas 25 g/Kg ( 22 ). 

Este grano es también una fuente importante de minera

les y cuenta con un alto contenido de f6sforo ( 22 ). 

Aunque algunos autores sugieren que los carbohidratos 

no estructurales de los granos de las leguminosas no son 

bien utilizados en animales monogástricos ( 4 ), existen 

datos que indican que los carbohidratos de la canavalia 

son suceptibles de ser utilizados como fuente energética 

( 19 ).y que el almid6n de este grano debe ser similar en 

valor nutritivo al almid6n de otras leguminosas ( 16 ). 

El contenido de aminoácidos de la proteína de la semi

lla de Canavalia ensiformis es similar al de la pasta de 

soy~, pero con un contenido un poco menor de lisina y como 

muchas leguminosas, es pobre en aminoácido azufrados ( 22). 

No obstante sus cualidades alimenticias, el empleo de 

este grano para la alimentaci6n humana o animal so ve sev2 

ramente restringido debido a la presencia de diversos facto 

res antinutricionales. Además de una alta actividad ureási

ca se encuentran presentes inhibidores de tripsina y quimo

tripsina, factores comunes en las leguminosas. Asimismo Q. 
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ensiformis contiene l~s lectinas concanavanina A y B, y 

los aminoácidos tóxicos canavanina y canalina ( 8 ). Ue 

estos t6xicos todos son suceptibles al calor o a la extras 

ciún acuosa, sin emb·o<rgo dadas las altas t<?mperaturas de 

descomposición de la L-canavanina (184ºC) y de la L- cana

lina (204ºC), s6lo se ha lo~rado la detoxificación parcial 

de la semilla al someterla a tratamientos fisicoquímicos 

(121°c, 1 lb/plg2 , 60 min), sin resultados exitosos en tó~ 

minos de comportamiento animal ( 5 ). 

La L-canavanina (ácido 2-~mino 4-guanidinoxi butírico) 

es un aminoácido no protéico, análogo estructural de la L-

arginina, en la semilla de Q. ensiformis constituye aproxi. 

madamente el 5% del peso seco y el 90% del nitr6geno lihre 

( ?7 ) • 

L-c ana van i na L-argini.na 
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Este aminoácido exhibe potentes propi~dartes antime

tabólicas sobre una gran variedad de organismos que van 

desde virus y procariotes hasta animales ( 26 ), Se ha 

observado que la L-canavanina puede interferir con las 

enzimas involucradas en la síntesis de arginina ( 19 ), 

puede competir con este aminoácido en las reacciones que 

lo utilizan como sustrato ( 9 ), además puede inhibir 

a las enzimas que utilizan sustratos que tienen relaci6n 

estructural con la arginina, la canavanina puede ser to

mada por la arginil- ARNtasa e incorporada a las cadenas 

polipeptídicas, dando lugar a proteínas con aJtnraciones 

estructurales y funcionales ( 12, 33). 

La L- canalina (ácido 2-amino 4-aminoxibutírico) es 

un análogo estructural de la L-ornitina, es producido 

por la hidrólisis de la L-canavanina mediada por argina

sa ( 11 ), 

~H2 
r~ 
yH2 
<(H2 

H- ?-NH2 
COOH 

L-ornitina L-nanaJina 
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Este aminoácido es un agente neurofarmacol6gico en cie~ 

tas especies ( 14 ) y se sabe que inhibe a las enzimas que 

utilizan como cofactor al fosfato de piridoxal dada su hab;!; 

lidad para formar con este último una base de Schiff ( 29 ). 

La L-canavanina se ha detectado en aproximadamente 500 

especies de leguminosas (26 ), la ocurrencia de este amin2 

ácido está restringida a la subfamilia Papilionaceae ( 2 ). 

Se ha propuesto que la presencia de la L-canavanina re

presenta una ventaja adaptativa para la planta, h~ciéndola 

menos suceptible al ataque de depredadores, además de que 

este aminoácido funciona como un metabolito de reserva de 

nitr6geno ( 6 ). 
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Canavanina ontogenia 

En Canavalia ensiformis 1a síntesis de la canavanina 

comienza durante la germinaci6n, con la primera hoja que 

emerge del embri6n ( 27 ). Durante la maduraci6n de la s~ 

milla, la canavanina es sintetizada en las hojas, vaina e 

incluso en el pericarpio y es transportada de las hojas y 

la vaina a la semilla ( 28 ), 

Se ha propuesto que la síntesis de aminoácidos no pr2 

téicos se debe a una alteraci6n en el gen responsable de 

dirigir la síntesis de los aminoácidos cruciales (10 ). 

Dada la analogía estructural entre la arginina y la cana

vanina, es posible pensar que la vía para la síntesis de 

la canavanina surgi6 de una modificación del ciclo ornit! 

na-urea para la síntesis de la arginina ( 27 ), Se ha re

portado en estudios realizados en ~· ensiformis la capac! 

dad de las enzimas del ciclo ornitina-urea para metaboli-
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zar a la canavanina y a los intermediarios correspondien

tes 27 ). Así, se ha propuesto la e~istencia de una vía 

cana1ina-urea para 1a síntesis de canavanina, cuya princ! 

pal diferencia con el ciclo ornitina-urea radica en los 

intermediarios (figura 1). Todas las enzimas involucradas 

en este ciclo han sido aisladas de Q. ensiformis y otras 

plantas superiores ( 36 ). 

Dada la abundancia de L-canavanina en muchas semillas, 

su rápido consumo durante la germinaci6n, así como su a1to 

contenido de nitr6geno y la elevada relaci6n N/C, se ha 

considerado a este aminoácido como un metabolito de reser

va ( 3 ), Estudios realizados en Q. ensiformis, revelan 

que la movilizaci6n del nitrógeno alnacenado en el grupo 

guanidinoxi de la canavanina se realiza por la ~cci6n hidr~ 

lítica de la arginasa (Eo. 3.5.3.1) formando canalina y u

rea, con la producci6n posterior de amonio y bióxido de 

carbono por la acción hidrolítica de la ureasa (Ec. 3.5.1. 

5) sobre la urea ( 27 ). El amonio liberado representa una 

importante fuente de nitrógeno reducido que es asimilado e 

incorporado a la biosíntesis de los amino~cidos ( 30 ). 

Se ha demostrado que la L-canavanina es transportada el~ 

los cotiledones a las regiones en crecimiento de la nueva 

planta ( 30 ). Gon base en estudios realizados en Q. ~-
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formis durante 1os primeros días de su desárrol1o, se ha 

propuesto un modelo para e1 transporte y la utili7.'3.Ci6n 

de este aminoácido (figura 2). 



º· 
CARBAMIL( 
FOSFATO 

~. 

UREIDOHOMOSERINA / ACIDO 

( Cit~1ina) \ ASPARTICO 

CANALINA.) 

( Orni tina ) 

ACIDO CANAVANISUCCINICO 

( A.cido arginosucc!nico) 

UREA ~ A ACIDO PU~RICO 
CANA VANINA . 

( Arginina ) 

PIGURA 1. Metabolismo de la canavanina dentro del cjclo 
análogo de Kr.ebs-Henseleit ornitina-urea (según Fowden, 
Lea y Bell 1979). 

Los metabolitos indicados en paréntesis son los del 
ciclo convencional Krebs-Henseleit. 



. GOGAT-Fd AS 
Glu Gl.n--!> Asn 

Cotiled6n 

GluGOGAT-Fd Gln 

Canavanina 

Canavanina 

ÁARGINASA• 
Canalina 

GS"-._ NH4 

Urea 

Hoja 

Tallo 

Cotil.ed6n 

Raíz 

FIGURA 2. Modelo propuesto para el metabolismo nitrogen~ 
do en plantas de Q. ensiformis de 7 d!~s. GOGAT-Fd, glut~ 

mato sintetasa dependiente de ferredoxina; AS, asparagino 
sintetasa; GDH, deshidrogenasa glutámica ( 31 ). 
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Canavalia enslformis cultivo de tejidos 

El t'rmino "Cultivo de tejidos veeetoles" se refiere 

de una ::ianera muy amplia al cultivo iJ:l ~de cualquier 

parte de una planta, desde una célula hasta un tejido u 

órgano, bajo condiciones asépticas. Las técnicas de cult! 

vo de tejidos vegetales son una poderosa herramienta para 

estudios básicos y problemas aplicados en biología exper! 

mental, ya que presentan aspectos únicos y ventajas sobre 

el uso de plantas completas. Los cultivos de tejidos veg~ 

tales presentan poblaciones consistentes de un número li

mitado de genotipos, tienen ~élulas sin divisi6n de labo

res ni sistemas de transporte, se puedP.n mantener libres 

de microorganismos y asimis.:::io pue,len someterse a una p;ran 

variedad de condiciones ambientales y nutricionales. Es

tas ventajas repr~sentan una simplificación de los siete-
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mas existentes en las plantas completas ya que eliminan 

muchos aspectos de la compleja organizaci6n y especiali

zaci6n de éstas. Los estudios con cultivos de tejidos pu~ 

den contestar un gran número de preguntas concernientes 

al metabolismo general de las plantas y no al de una cél~ 

la específica o tipo celular localizado. La habilidad de 

las células de algunas especies aisladas en cultivo de t2 

jidos de producir plantas completas. representa una evi

dencia circunstancial que demuestra que todo el genoma 

original de la planta está representado en ·1as células en 

cultivo ( 18 ) • 

El cultivo de tejidos vegetales podría representar 

una valiosa herramienta para la obtenci6n .je mutantes de 

Q. ensiformis que no sintetizen L- canavanina. Actualmente 

el cultivo de tejidos de esta plant·c se encuentra bién e!! 

tablecido ( 25 ) 0 no obstante para poder ser empleado en 

la obtenci6n de mutantes se requiere primeramente conocer 

su metabolismo nitrogenado. 

Como un intento inicial para conocer el mecanismo por 

el cual los cultivos de tejidos de Canavalia enRiformis 

manejan su nitr6geno 0 el presente trabajo tiene como obj2 

tivo determinar la actividad enzimátic~ de arginasa y de 

ureasa así co~o las pozas metab61icas durante el ciclo de 
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crecimiento de estos cultivos en diferentes fuentes nitr2 

ganadas y en condiciones de obscuridad e iluminaci6n. 



1'!ATER.IAL y METODÓS 

Los cul.tl.vos de tejidos empl.eados en este trabajo fu~ 

ron aportados por él. Centro de Investigación Científica de 

Yucatán, se obtuvi~ron de anteras de Q. ensiformis y fue

ron mantenidos en medio de Linsrneyer y Skoog, bajo luz co~ 

tínua (5000 lux) a 2aºc (. 25 ) • 

Para l.os experimentos de enverdécirniento, los cul.tivos 

fueron mantenidos en l.a oscuridad dos meses antes de su 

utilización (cultivos no fotosintéticos). 

Los medios de cul.tivo empleados en l.as curvas de cree! 

miento fueron el de Linsmeyer y Skoog gel.ificado con 0.8% de 

agar y el de Linsmeyer y Skoog gelificado como se menciona 

y en el cual la fuente original de nitrógeno, una mezcla 

de nitratos y amonio, fue sustituída por arginina 1 y 5 rnM 

o urea 5 mM, este úl.timo se util.izó además adicionado de 1 

mgtl. de cloruro de níquel. 
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Em medio de Linsmeyer Skoog se prepar6 partiendo de 

las siguientes soluciones de nutrientes : 

Soluci6n A; NH4 No 3 ... 150 mM 

KN03 ..... 415 mM 

KH2P04 .... 36 mM 50.0 ml/l 

CaCI2 .2H20 72 mM 

Mgso4 .?H20 32 mM 

Soluci6n B¡ FeS04 • 7H20 20 mM 
5.0 ml/l 

EDTA 25 mM 

Solución C¡ MnS04 17 mN 

Znso4 5.5 mM 5~0 ml/l 

H3 Bo3 14 mM 

Sol.uci6n D¡ KI ...... 10 mM 

Na2 Moo4 . 3.4 mM 
0.5 ml/l. 

Cuso4 .5H20 0.72 mM 

CoC12 .6H20 0.75 mM 

Solución E; Tiamina ... 3.7 mM 1 .o ml/l 

Soluci6n F¡ Piridoxina. 5.9 mM 0.5 ml/l 

Soluci6n G; Inositol 138 mM 10.0 ml/l 

Solución H; Bencilaminopurina 4.6 mM ~.O ml/l 
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Para cada litro de medio de cultivo se adicionaron. a 

un volumen aproximado de 500 ml de agua destilaia. loa v2 

lúmenes indicados de cada soluci6n. el pH fue ajustado a 

5.8 con HCl dilu!do. se adicionaron 25 g de sacarosa y el 

volumen se aforó a 1000 ml, a la solución resultante se le 

añadieron 8 g de agar-y se calentó, con agitación. hasta 

que el agar se fundió completamente. Este medio de culti

vo se vertió en tubos de fondo plano los cuales se taparon 

con papel aluminio, posteriormente se esterilizaron en au

toclave manteniendo una presión de 1 Kg/cm2 (121°c) dura~ 

te 15 minutos y se guardaron en refrigeración hasta el m2 

mento de su utilización. 

Loa medios de cultivo en los cuales se sustituyó la 

fuente de nitrógeno por arginina o urea se prepararon como 

se menciona para el medio de Linsmeyer Skoog. sustituyendo 

en la solución A al nitrato de amonio por arginina o urea 

respectivamente. El nitrato de potasio fue sustituido por 

la cantidad equivalente en peso de cloruro de potasio, con 

el fin de mantener constante el equilibrio de potasio. El 

medio con urea. conteniendo además níquel, se preparó de 

la misma manera excepto que se adicionó junto con las soly 

clones indicadas i ml de una solución de cloruro de níquel 

conteniendo 1 mg del reactivo. Con el fin de evitar la de-
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gradaci6n de la arginina o de la urea, los medios de cul

tivo que contenían estos compuestos fueron esterilizados 

a través de una membrana de 0.22 m. 

El manejo de los cultivos se realizó en forca asépti

ca en campana de flujo laminar. 

Para las curvas de crecimiento se colocaron 0.2 g del 

cultivo en cada uno de los tubos conteniendo 8 m1 del me

dio de cultivo estéril y se mantuvieron en un cuarto de 

crecimiento bajo luz contínua a 2sºc. Para cada curva se 

prepararon 80 tubos y se tomaron muestras por triplicado 

a partir del inicio, con intervalos de dos días, las mues

tras fueron pesadas y congeladas a -10°c r.asta su poste

rior procesamiento. 

Para la determinaci6n del crecimiento acumula.::l.o de los 

cultivos, se procedi6 como para laR curvas de crecimiento, 

excepto que se efectuaron resiembras de los cultivos cada 

18 días y las muestras fueron tomadas entre cada resiembra. 

Para los experimentos realizados en la oscurida~, las 

condiciones fueron las mismas que para las curv~s de creci

miento, manteniendo los cultivos al abrigo de la 1U7.. 

Para la preparaci6n de los extractos enzimáticos, el 

tejido congelado fué molido en un mortero frío con una can-
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tidad de polivinilpirrolidona equivalente al 5~ en peso 

del tejido y con 2.5 ml de solución tampón de extracci6n 

(KH2 P04 2oo·mM pH 7.5) por gramo de tejido. El extracto 

resultante se filtr6 a través de gasa, el filtrado se ce~ 

trifugó a 18000 rpm durante 30 minutos a 4ºc, el sobrena~ 

dante fué separado y en éste se realizaron las determina

ciones de las actividades enzimátcas, de proteínas, de pg 

zas metabólicas y de clorofila. 

La determinación de la actividad enzimática de la ~re~ 

sa se realizó por el método propuesto por Hogan ~ 

( 13 ) modificado en el presente trabajQ. La actividad se 

midi6 por la cuantificación del amonio liberado, a través 

del método espectrofotométrico del indofenol ( 15 ). 

La reacción enzimátic.i se llevó a cabo a 28°0 en un m2 

dio constituído por 1.7 ml de solución tampón KH2 Po4 100 

mM pH 7.5 y por 0.1 ml de extracto enzimático. La reacción 

se inici6 con la adición de 0.2 ml de una solución de urea 

200 mM. Transcurrido el tiempo de incubación, la. ·reacci6n 

se detuvo con la adici6n de 0.3 ml de ácido tricloroacéti-· 

co al 30%, una vez detenida la reacción, r•ara neutralizar 

el medio se adicionaron 0.32 ml de solución da NaOH 2 M + 

KH2 P04 250 mM. Para cada extracto la mezcla de reacción se 

incubó por períodos de 5, 10 y 20 minutos. 
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Para la cu~ntificaci6n del amonio liberado se adicion! 

ron a la m~zcla de reacción 5 .. m1 de solución de fenal 

0.106 M + nitroprusiato de sodio 0.17 mMy 5 ml de solu 

ci6n de NaOH 0.125 N + Nac104 11 mM. Después de 30 minutos 

para el desarrollo de color, la reacción se midió espectrg 

fotométricamente a 570 nm. Cada muestra se compar6 contra 

un blanco que se preparó adicionando el ácido tricloroacé

tico antes que la urea a la mezcla de reacci6n. 

Para la interpolación de los datos de absobancia se e~ 

pleó una curva patrón de amonio (gráfica1 ) la cual se 

prep,>r6 sustituyendo en la mezcla de reacción al extracto 

enzimático por diferentes volúmenes de soluci6n de cloruro 

de amonio 1 mM. 

La velocidad de reacción se expresó como micromolee de 

amonio formados por minuto. Una unidad enzimática se defi

nió como la cantidad de enzima que cataliza la formación 

de un micromol de amonio por minuto bajo las condiciones 

del ensayo. La actividad específica se definió como unida

des de enzima por microgramo de proteína total. 

La actividad enzimática de la arginaaa se determinó s2 

gún el método propuesto por Roubelakis Kliewer ( 32 ) para 

~ vinífera~· en el cuál se cu~ntifica la ornitina pr2 

sente en la mezcla de reacción. La ornitina fue cuant,ific!! 
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da a través del método calorimétrico de Chinard modificado 

por Roubelakis Klie1>'er 7 ) • 

La reacci6n enzimática se llev6 a cabo a 38°c en un m~ 

dio constituido por 1.3 ml de soluci6n tamp6n de tria 100 

mM pH 9.7, 0.1 ml de MnC12 .5H2o 10 mM y por 0.1 ml de ex

tracto enzimático. La reacci6n se inició· con la adición de 

1 ml de soluci6n de arginina 50 mM pH 9.7 y tranocurrido 

el tiempo de incubaci6n, se detuvo al adicionar 2 ml de 

HC104 al. 7%. Para cada extracto la mezcla de reacci6n se 

incub6 por períodos de 5, 10 y 20 minutos. 

Para la cuantificaci6n de la L-ornitina libernda en la 

reacción, se tomó una alícuota de 0.2 ml de la mezcla de 

reacción y se llev6 a 1 ml con a~ua desionizada, se adici2 

naron 2 ml de ácido acético alacial y 1 ml de solución de 

ninhidrina (25 g/ml. en una mezcla de ácido acético, ácido 

fosfórico y agua en relación 3: 1: 1, v/v), se calentó a e

bullición en baño maría por 30 minutos para el desarrollo 

del. color, transcurrido este tiempo los tubos sn enfriaron 

en a~a y ae leyó nu absorbancia en un espectrorotómntro a 

515 nm. Los blancos para cada una de las muestras sa prep:l! · 

raron como se indicó, adicionando e:J, ácido pcrclÓt:'ico antes 

que la arbinina a la mezcla de reacci6n. 

Los d•'3.tos de absorb,incj_a :fu·'>ron interpolados en una 



curva patrón de L-ornitina (gráfica 2 \ 
I • 
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La velocidad de reacción se expresó como cilimoles de 

L-orni tina formados por minuto. Una unid·:.d enzim;J.tica se 

definió como la cantidad de enzima que c:italiza la forma

ción de un milimol de L-ornitina por minuto bajo las condi 

ciones de la reacción. La actividad específica se expresó 

como unidades de enzima por milieramo de proteína total. 

La determin~ción de proteínas se realizó por el método 

de Peterson ( 23 ). 0.1 ml de extracto enzimático fueron 

llevados a un volumen total de 1 ml con aeua desionizada, 

se adicionó 0.1 ml de solución de •lesoxicol'.'lto de sodio al 

1% , se mezcló y se dejó reposar en hielo duran~e 15 minu

tos, pasado este tiempo se adicionó 0.1 ml de ácido tricl2 

roacético al 72% frío, se mezcló y se centri~ugé a 3000 

rpm por 20 minutos, el sobrenadante fue descart.;:.do y la 

pastilla se dizolvió en 1 ml de agua y 1 ml de U."la solu -

ción constituída por partes iguales de agua, do"iecil sulf~ 

to de sodio al 10~, NaOH 0.8 N, y una Mezclri de -::uso4 • 

5H2 0 al 1% + tartrato :le pot:;.sio al 2% + Na?.co3 "'·d 10;>~. 

1~sta mezcl:;t se a¡;.itó y se dejó r;;iposar por 10 ::iin:itos· él 

tempera tura ambiente, se a.;rne~ron .dr::~puf.s. (J·~ 5 'n;.1._ --~ ª~~~.:. _rn:1~ 

ti vo de ?'olin-:::iocal teau diluído 1 :.ó'.~(ir con °:.;;u~" ¡lbátiln.-

da y se dejó desarrollar color pÓr 3Q,nünútos¡ ·1,~:)llu;;s -

" -- -~· 
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tras fueron leídas a 750 nm contra los blancos correspon

dientes, los cuales contenían todos los reactivos mencio

nados excepto el extracto diluído. Los datos de absorban

cia fueron interpolados en un~ curv~ patrón de albúmina 

sérica bovina (gráfica 3 ) • 

Para la cuantificación de la poza de amonio se utili

z6 el método del indofenol anteriormente descrito ( 15 ). 

0.1 m1 de extracto se llevaron a un volumen fina1 de 2,32 

m1 con agua des ionizada y se determinó la can tid _,d de am~ 

nio presente en esta dilución, de manera simult~nea se 

preparó una curva patrón de amonio (~ráfica 4 ) empleando 

diferentes volúmenes de solución de cloruro de amonio 1 

mM que .fueron completados a 2.32 ml con a;,ua desionizada. 

La determinación de la poza de urea se realizó a tra

vés de la cuantificación del amonio liberado por la enzi

ma ureasa al hidrolizar la urea presente en los extractos, 

0.1 ml de muestra se llevaron a un volumen de 2.22 m1 con 

so1uci6n tampón de fosfatos 100 mM pH 7.5 y se agrcp;ó 0.1 

ml de solución de ureasa comercial 0.2 mg/ml, esta mezcla 

de reacción se incubó por 20 minutos a 3aºc y posterior -

mente se cuantificó el amonio liberado por el método del 

indofenol ( 15 ) , para cada muestra se preparó un blanco 

conteniendo todos los reactivos excepto la ur.easa. La pr~ 
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paración de la curva patrón de urca se realizó como se me~ 

ciona para las muestras sustituyendo en la mezcla de rea~ 

ción al extracto por diferentes volúmenes de solución de 

urea 2 mM (gráfica . 5 ) • 

Para la determinación de la poza de a~inoácidos tota

les se empleó en método de la ninhidrina ( 35 ) • 0.05 ml 

de extracto fueron llevados a 1 ml con agua deaionizada, 

se agregó 1 ml de reactivo constituído por 10 ml de solu

ción de citratos 0.2 M pH 5.0 + 0.016 g de SnC12 y 0.4 g 

de ninhidrina disuenta en 10 ml de etilénglicol- mono me

til éter •. La mezcla resultan te se mlentó a ebullición en 

baño maría por 20 minutos, se dejó enfriar y se agreg:<ron 

2.5 ml de propanol al 50%, se agitó y después de 15 minu

tos se leyó la absorbancia de las muestras a 570 nm. Los 

blancos fueron preparados como las muestras ::msti tuyendo 

el volumen de extracto por aGua desionizada, loa datos de 

absorbancia se interpol::iron en un'.l. curva patrón de ácido 

glutámico (gráfica 6 ). 

La determinación du nitratos se realizó por el método 

de Nicholas ( 2J ). 0.1 ml de muestra se llev•ron con a• 

gua des ionizada a un volumen "final de 1 .5 ml • se les agre

gó 0.1 ml de ácido sulf'ámico al 10%, se a&itó y se dejó r~ 

posar por 2 minutos, se agregaron después 0.4 ml de ácido 
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percl.órico al 2096, se agit6 y se ley6 la absorb:mcia a 

210 nm, l.os blancos se prep9.raron como las muestras aust;!; 

tuyendo el. vol.umen d'e extracto por agua deaionizada. Los 

datos de absorbancia fueron interpolados on una curva pa

trón de nitratos (gráfica 8 ). 

La poza de nitritos se determin6 por el método de Ni

cholas (21 )~·a 0.1 ml de muestra se adicion:iron 1 ml de 

sul.fanilamida al 1% y 1 ml. de N (l.-naftil.) etilán diamina 

al 0.02%, l.a mezcla se agi t6 y después de 20 minu to::i se m:!: 

diÓ el. incremento de absorb9.ncia con respecto a un blanco 

el cuál. contenía todos l.os reactivos excepto el extracto. 

Se elaboró una gráfica patrón de nitritos (gráfica 7 ) em

pleando NaNo2 5 inM. La absorbancia de las muestras fu1:1 de

terminada a 540 nm. 

Para la determinación de la clorofil.a se empleó el. má-

todo propuesto por Arnon ) modificado en el. prcsrmte 

traba.jo. 0.5 g de tejid'o fueron mol.idos con 4.5 ml. de una 

mezcl.a acetona-etanol en una. rel.ación 4: 1 v/v, en un mort2 

ro fr!o y al abrigo de l.a l.uz. El extracto resultante fue 

fil.trado a través de p~pel y en el filtrado se determinó 

la absorb~ncia a 665 y 649 nm. La cantidad de clorofila 

presente en el extracto se c alcul.ó de acuerdo con la si

guiente ecuación : 



.!ffS GlorofiJ.a total 

ml extracto 
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11.63 (A665nm) + 17.72 (A649nm) 

·. e 1 Y. 
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CURVA PATRON DE NITRATOS 



R E S U L T A D O S 

Se determin6 el crecimiento, las actividades enzim~ 

ticas de ureasa y arginasa y en algunos casos las pozas 

metab6licas de urea, amonio, aminoácidos totales, nitri

tos, nitratos y clorofila, en cultivos de tejidos de~

navalia ensiformis crecidos bajo diferentes condiciones, 

en el medio de Linsmeyer y Skoog conteniendo nitratos y 

amonio como fuente de nitrógeno, empleando cultivos fot~ 

sintéticos y en período de enverdecir.Jiento. En medios CO!J 

teniedo arginina 1 y 5 m:~ en condiciones de oscuridad e 

iluminación y en medios conteniendo urea 10 mM y urea 10 

rnH y urea 10 mM + Ni, empleando cultivos fotosintéticos. 

Se presentan los resultados de es~as determinaciones. 

Para todos los casos, los datos de crecimiento correspon-· -

den al promedio de tres determinaciones, los datos ~e ac

tividndes enzi~~ticas y de pozan m0tab6licas nl promedio 

de dos determinacion~s. 
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Los datos del ciclo de crecimiento de los cultivos 

fotosintéticos en el medio de Lins~eyer y Skoog contenie~ 

do amonio y nitratos como fuente de nitr6geno, se mues

tra~ en la tabla I. El ciclo de crecimiento present6 una 

fase lag comprendida entre los días O y 2, una fase de 

crecimiento exponencial o log del día 2 al 12 y la fase 

estacionaria a partir del día 12 hasta el 18. La duraci6n 

del ciclo fue de 18 días, el máximo incrementoº de peso 

fresco alcanzado por los cultivos fue de 208% a loa 18 d! 

as. 

Durante el ciclo de crecimiento de estos cultivos se 

de terminaron dos máximos en la ac ti vid ad enzj_má tic a de ar 

ginasa (tabla II, gráfica 9 ), el primero de estos máY.i

mos se determin6 alrededor del día 4, coincidiendo con el 

inicio de la fase log. El segundo de estos picos, de me

nor magnitud que el primero, hacia los días 14-16, conco! 

dando con el final de la fase log. No se detect6 actividad 

enzimática de ureasa. 

Se determinaron también las pozas metab6licas de amo

nio (gráfica 10), urea (gráfica 11), aminoácidos totales 

(gráfica 12), nitritos (gráfica 13), nitratos (gráfica 14) 

y clorofila (eráfica 15). Los resultados de estas determ! 

naciones se resumen en la tabla III. 
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La poza de amonio mostr6 un incremento notable hacia 

los días 2-6, coincidiendo con el inicio de la fase log y 

descendiendo hacia el final del ciclo. La poza metab6lica 

de urea se incremcr.•.6 hacia los días 2-8 del. ciclo de cr~ 

cimiento coincidiendo con el inicio de la fase lag y des

cendier.do hacia el día 18. La poza de aminoácidos totales 

present6 un incremento hacia los días 2-10. La poza de n! 

tritos aumentó en los días 8-12, disminuyendo hacia el f! 

nal del ciclo. La poza de r.i:ratos aument6 entre los días 

4 y 10 coincidiendo con el inicio de la fase exponencial 

y disminuyendo hacia el final del ciclo. La poza de clor2 

fila presentó comportamiento periódico, mostrando un máx! 

mo hacia el día 10 y descendiendo hacia el día 18. 



TABLA I 
-·.j:. 

Crecimiento como incremento de peso fresco de los 
cultivos fotosintéticos de Q. ensiformis en medio de 
Linsmeyer y Skoog. 

Día 

o 
5 

~ incremento peso fresco 

TABLA II 

o 
25 
43 

144 
168 

208 

Actividad específica de la arginasa en cultivos f2 
tosintéticos de Q. ensiformis durante el ciclo de cre
cimiento en medio de Linarneyer y Skoog. 

Día .Amoles de ornitina¿'.min 
mg de proteína 

o o.o 
2 81.7 

4 142.1 
6 85. 7 
8 32.1 

1 el) - 15 •. 5 
12'· o.ó 
14 49.5 
16 39.6 .. .-··-; 

18 .o~o 



TABLA III 

Determinaciones de las pozas metabólicas en cultivos fotosintéticos de 
.... 
~· 

ensi:formis en medio de Linsmeyer y Skoog durante el ciclo de crecimiento. 

Día Amonio Urea Aminoácidos lll<'l- NO- Clorofila 
mmol/g pp• mmol/gPF totales 14m'8l/gPF mg7gPF )'g/g PF 

¡cg/g PF 

o 0.20 3.70 11.00 31. 20 0.1245 52.0 

2 1.70 5.80 24.60 51. 95 o. 1820 88.2 

4 1.54 4.70 26.00 39.10 0.2640 49.2 

6 1.50 4.20 25.00 75. 95 0.1990 85.3 

8 0.33 e.so 23.00 83.30 0.1940 36 • .9 

10 0.61 3.55 22.40 764.95- o.1eeo 129.3 
12 0.20 3.40 15.50 54. 10 0.1500 98.1 

14 0.33 3.20 16.50 59.45 0.1300 59.0 
16 0.20 2.50 14.50 45.70 0.1280 68.0 

18 0.37 1.17 22.20 47.85 0.1440 

• Peso :fresco 



GRAFICA 9: 
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< 
GRAFICA 12: 

.¿_g ácido glutámiro 
g PF 

o 10 Días 

Determinaci6n de aminoácidos totales 
en cultivos de Q. ensiformis durante el 
ciclo de crecimiento en medio de Linsm~ 
ycr y Skoog 

GRAFICA 13: 
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Determinaci6n de nitritos en cultivos 
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cimiento en medio de Linsmeyer y Skoog 
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Los datos del ciclo de crecimiento de los cultivos en 

periodo de enverdecimiento, en el medio de Linsmeyer y 

Skoog, se presentan en la tabla IV. El ciclo present6 una 

fase lag comprendida entre los días O y 2, una fase de cr2 

cimiento exponencial del día 10 al 24 y una fase estacion~ 

ria a partir del día 25. La duraci6n del ciclo fué de 25 

días, el máximo incremento de peso fresco alcanzado por 

los cultivos fue de 2015~ a los 25 días. 

Durante el ciclo de crecimiento de estos cultivos se 

determinaron dos máximos en la actividad enzimática de ª!: 

ginasa (tabla V, eráfica 16), el primero de éstos en loa 

días O a 4, coincidiendo con la fase lag y el inicio de la 

fase log, el segundo pico hacia el día 18 coincidiendo con 

la fase log. No se detect6 actividad enzimática de ureaaa. 

Se determinaron también las pozas metabólicas de amo

nio (gráfica 17), urea (gráfica 18), aminoácidos totales 

(gráfica 19), nitritos (gráfica 20), nitratos (gráfica 21) 

y clorofila (gráfica 22). Los resultados de estas determ! 

naciones ne resumen en la tabla VI. 

La poza de amonio mostró un incremento hacia el día 2, 

descendiendo hacia el final del ciclo. La poza de urea mo~ 

tró un comportamiento periódico con valores máximos en loa 

días O y 4 d~l ciclo de creci~iento. La poza de aminoáci-
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dos totales present6 un incremento hacia los días 2 a 8, 

descendiendo a partir de ese día y coincidiendo con el 

inicio de la fase log. La poza de nitritos present6 un 

descenso hacia el día 10. La poza de nitratos descedi6 

también a partir del día 4 hasta el día 12 del ciclo. La 

poza de clorofila presentó comportamiento sigmoidal, al

canzando su valor máximo hacia el día 16. 



TABLA -'IV 

Crecimiento como incremento de peso fresco. de 1os. 
cultivos de Q. ensiformis .en período de enverdecimient.o 
en medio de Linsmeyer y Skoog. 

Día 

o 
3 
5 
7 

11 

13 
.: 18 :> 

25 e .. ·. 

% incremento peso fresco 

TABLA V 

o 
46 
84 
96 . 

237 
473 

·953 
2015 

Actividad específica de la arginasa en cultivos de Q. 
ensiformis en período de enverdecimiento duran~e ·el,c! 
clo de crecimiento en medio de Linsmeyer y Skoog. 

Día 

o 
2 

4 
6 
8 

10 
12 
14 
16. 
18 

1moles de ornitina/min 
mg de proteína 

115 .2 

127.4 
99.1 
60.9 
53.4 
s.s 

42.9 
71.9 
94. 1. 

129 ~ 5 . 



TABLA VI 

Determinaciones de las pozas metab6licas en cultivos de Q. ensiformis en 
período de enverdecimiento en medio de Linsmeyer y Skoog durante el ciclo de 
crecimiento. 

Día 

o 
2 

4 
6 

8 

10 
12 
14 
16 
18 

Amonio 
mmol/gPF 

0.47 
2 .17 
0.95 
1 .5:; 
1 .52 
1.61 
l.33 
1.00 
0.37 
0.39 

Urea 
mmol/gPF 

5.45 
0.87 
5 .• 50 

1.50 
4.00 
0.42 
1.85 
3.17 

Aminoácidos 
totales 

-"fg/g PF 

31.30 
59.00 
43.00 
43.6 
54.5 
35.40 
34.00 
37.40 
22.90 
22.80 

NO -
µm61/gPF 
i 

68.7 
77.0 
62.5 
79.1 
43,7 
46.8 
73.4 
131 .o 
78.7 
89.5 

0.139 
0.364 
0.170 
0.206 
0.170 
0.175 
0.154 
0.266 
o.'21 o 

º~} 06 

Clorofila 
,'fg/g PF 

10,.0 

24.0 

49.0 
62.0 
56.0 
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o 

GRAFICA 19 

jg á2ido glutámico 
g PF 

10 Días 20 
Determinación de aminoácidos en cu! 

tivos en enverdecimiento de Q. ensifor 
mis durante el ciclo de crecimiento en 
medio de Linsmeyer y Skoog 

GRAFICA 20 

50 

o 10 Días 20 
Determinación de nitritos en cultivos 

en enverdecimiento de Q.enaiformis dura~ 
te el ciclo de crecimiento en medio de 
Linmeyer y Skoog 
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50 

GRAFICA 22 
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Para los cultivos crecidos en medios conteniendo argi

nina 1 y 5 mili:ílolar en condiciones de iluminación y obsc~ 

ridad, los datos de incremento de peso acumulado con res

pecto a un control en medio de Linsmeyer y Skoog contenie~ 

do nitratos y amonio como fuGnte de nitrógeno, mostraron 

que el c rec imien to i'ué muy limitado (tabla VII, gráfica 23 ) • 

En ninguno de los cultivos crecidos en arginina, bajo 

las condicionea indicadas se detectó actividad en3imática 

de arginasa y/o ureasa en muestras correspondientes al día 

14 del ciclo de crecimiento. Se determinaron en dichas ,, 

muestras 1,,s pozas metabóliC"l.s de amonio, urea, aminoáci

dos totales, nitritos, nitratos y clorofil~ (tabla VII). 

Las pozas metabólicas en los cultivos crecidos en condici2 

nea de o<icuridad e iluminación, __ para una misma c~ncentra- -

ción de arginina no preGentaron grandes variaciones, con 

excepción de la·Foza de cloroi'ila. Sin embargo, en los cu! 

tivos crecidos en difer~ntns concentraciones de ar~inina 

b:-J.jo condiciones de obscuridad o iluminación, con excep

ción de la clorofila, las poz~s metabólicas fueron m1s el~ 

V'<das en los cultivos crecidos en mr>dios con mayor concen

tración de arginina. 



TABLA VII 

Crecimiento de los cultivos de Q. ensiformis en me
di"os conteniendo arginina 1 y 5 mM en condiciones de il!! 
minación y oscuridad. 

Incremento de peso acumulado ~ 
Día Control Arginina mM 

NH4+/N03 5 1 5 

Luz Luz Oscuridad 

o o o o o o 
25 937 311 333 338 318 
38 1424 335 356 364 360 
58 2175 494 510 405 438 
76 2850 562 566 553 528 

TABLA VIII 

Determinación de pozas metab6licas en muestras corre& 
pondientes al día 14 del ciclo de crecimiento de cultivos 
de Q. ensiformis en medios conteniendo arginina 1 y 5 mM, 
en condiciones de iluminación y oscuridad. 

Cultivo 

Amonio 
mmol/g PF 

Urea 
mmol/g 

Amino 
ácidos 
totales 
:.g/g PF 

N0-
·1m6l/g PF 

NO-
mgJg PF 

Cloro 
fila-
·'íg/g PF 

Arg 1 mM 

Luz 

0.194 

3.09 

5.61 

19.56 

0~012 

37.43 

Arg 5 mM 
Luz 

0.207 

6.52 

5.83 

26.15 

0.040 

45.15 

Arg 1 mM 

Oscuridad 

0.170 

2.01 

3.41 

21.9 

"; .. 
0 .. 02.1,.· 

7.5 

Arg 5 m.M 

OscuriJad 

0.342 

2.11 

11. 11 

29.5 

0.064 

8.9 
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Los ~atos de in~rem•nto de peso acw~~lado'de los cul

tivos .fotosint&ticos crecidos en medio conteniendo urca 

como fuente de nitró¿eno, mostraron que su crecimiento 

con r~specto ~ un testigo en el medio de Linsmeyer y Skoog 

.fue muy limitado (tabla IX, firi;ura 24). 

L;.i. ~ctividad de arp;inasa en 1.os cultivos cree.idos en 

los roed ios con teniendo urea y urea + Ni, fue muy similar 

(tabla X). No se detectó actividad de ureasa. 



TABLA IX 

Crecimiento de loe cultivos fotoeintéticos de Q. ~
siformie en medio conteníendo urea como fuente de nitr6-
geno. 

Día Incremento de peso acumulado lJli 

Urea 5 mM Testigo NH4 +/N03 
o o.o o.o 

15 83.6 
25 937;0 

30 113.0 
38 1424.0 

44 1.19. 5 
58 2175.0 
60 132.2 
76 2850.0 

TABLA X 

Actividad enzimática de la arginasa en cultivos fo
tosintéticoe de Q. ensiformis en medio conteniendo urea 
y urea + Ni. 

Medio 

Urea 5 mM 

Urea 5mM + Ni 

"'moles de ornitina/min 
mg de proteína 

109 

101 
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D I S C U S I O N y e o N e L u s I o N 

Los cultivos fotosintéticos y en periodo d·e enverd!!! 

cimiento crecidos en el medio de Linsmeyer y Skoog con

teniendo una mezc1a de nitratos y amonio como fuente de 

nitrógeno, presentaron diferencias en la duración del 

ciclo de crecimiento y en el incremento máximo de peso 

alcanzado ( gráficas 9, 16 ). Se ha observado que en 

general, los cultivos crecidos en la oscuridad presentan 

mayor desarrollo que en condiciones de iluminación, por 

otra parte, se ha sugerido que la duraci6n del ciclo de 

crecimiento se ve limitada por la degradaci6n de la clo

rofila en los cultivos fotosintéticos 1 • Estos argumentos 

podrian explicar las diferencias observadas entre ambos 

cultivos. 

Los cultivos fotosintéticos presentaron un nivel máx! 

mo de clorofila de 129 ~g/g, mientras que los cultivos en 

1 Lotina, B., Loyola, Y.M., Sánchez, E. 
personal. 

Comunicací6n 
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período de enverdecimiento alcanzaron solo niveles de 62 

g/g. 

Para los cultivos fotosintéticos, los máximos de actl 

vidad de arginaaa aparecieron haCid los días 2-6 el prim~~ 

ro y hacia el día 14 el segundo. Para los cultivos en peri 

odo de enverdecimiento, loa picos de aotivid~d de arginasa 

aparecieron hacia los días 0-4 el primero y 18 el segundo. 

Si bien entre estos dos cultivos, loa picos de activl 

dad de arginasa digieren ligeramente en cuanto a su magn~ 

tud y aparici6n, estas diferencias pueñen atribuirse a la 

variación en la duración de los ciclos, por lo tanto po -

dría considerarse que la actividad de arginasa es indepeu 

diente de las funciones fotosintéticas. 

La ausencia de actividad de ureasa y la acumulación de 

urea durante el ciclo de crecimiento, tanto en los cultivos 

fotosintéticos como en los cultivos en periodo de everdec1 

miento (gráficas 11, 18), indican que estos cultivos no 

son capaces de metabolizar urea y po1· lo tanto de obtener 

amonio a partir de arginina o canavanina a través de la 

vía arginasa-ureasa presente en la pl'inte. Por otra parte, 

estos datos sugieren que la arginasa presente en loa culti 

vos podría participar en vías cat~b6licas y no en la vía 

arginasa-ureasa. 

L~s determin3ciones de la poza metabólica de amonio en 
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estos cultivos a lo largo del ciclo de crecimiento, sugie

ren que el amonio del medio es incorporado por 1os culti

vos y utilizado a lo largo del ciclo, este hecho aunado al 

crecimiento mostrado por loa cultivos, indica que estos fu~ 

ron capaces de utilizar como fuente de nitrógeno al amonio 

presente en el medio. l'or otra parte, las determinaciones 

de las pozas de nitratos y nitritos indican que los prime

ros son incorporados a las células en cultivo y que son r~ 

ducidos a nitritos a lo largo del ciclo de crecimiento, por 

lo tanto se puede considerar que los cultivos de Q. ~

forrnis fueron capaces también de asimilar los nitratos del 

medio como fuente de nitrógeno. 

Los cultivos cree idos en arginina 1 y 5 mM en cona ic io

nes de oscuridad e iluminaci6n, no presentaron actividad de 

arginasa ni de ureasa, este hecho aunado al crecimiento tan 

limitado, sugiere que bajo las condiciones ensayadas los 

cultivos de Q. ensiformis no son capaces de utilizar a la 

arginina y por lo tanto a la canavanina como fuente de n! 

tr6geno. El hecho de que en estos cultivos a diferencia de 

los otros casos que se reportan, no se detecta~a acti7idad 

de arginaea, pudo deberse a una inhibición de esta enzima 

por su sustrato presente en el mP.dio de cultivo. -La idea de 

que la arginina no fuera utilizada por no estar disponible 

para los cultivos puede descartarse, ya que se ha demostr~ 
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do que la arginina as incorporada por las células en cult! 

vo 2 • El crecimiento mostrado por estos cultivos, aunque l! 

mitado, pudo ocurr~ a expensas de las células viejas. La 

similitud entre los datos de creciniento de los cultivos 

mantenidos en la luz y en la oscuridad, sugieren que la ª2 

tividad fotosintética no ~uva influencia sobre este parám~ 

tro. Los resultados de las determinaciones de las pozas·m~ 

tahólicas en estos cultivos, aunados al escasó crecimiento 

y a la ausencia de actividades enzi:iáticas, parecen indi-

car que las diferencias observadas en dichas pozas en cul

tivos crecidos bajo diferentP.S condiciones, se deben únic~ 

mente a diferencias en la incorporación de arginina causa

das por las diferentes concentraciones de este aminoácido 

en los medios de cultivo. 

Para los cultivos en medios conteniendo urea como fue~ 

te de nitrógeno, el crecimiento fue ¡¡¡uy limitado. En estos 

cultivos tanto en los crecidos en medios conteniendo urea, 

como en los medios conteniendo además Ni, se detectó act! 

vidad enzimática de a:gir.asa pero no se detectó actividad 

de ureasa. 

!~n experimPn tos real i za::l os por Po:lacco en cultivos de 

t0jidos de soya (24 ), se observó que la actividad enzim~ 

tica de ureasa sólo se prns·'n taba cuando en el medio de .· 

cultivo en que crecía_~ las cP.lulas existía níquel. 

2 Loyola, V.M. : Co:m:inicación pers~na1. 
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Los datos anteriores sugieren que la ausencia de act! 

vidad de ureasa en los cultivos de Q. ensiformis no se d2r 

be a una inhibición por :falta de Ní·-en el medio de cultivo 

y que bajo las condiciones mencionadas, estos cultivos no 

son capaces de utilizar a la urea como :fuente de nitrógeno, 

asímismo sugieren ~ue la ~rginasa presente en los cultivos 

participa en vías catabólicas y no en la vía arginasa-ure~ 

s a pres en te en la plan ta. !"a hecho de que la "urea no .fuese 

utilizada por las células por indisponibilidad de la misma 

puede descartarse, ya que se ha demostrado que este sustr~ 

~o es incorporado por los cultivos2 • 

Resultados de determinaciones de la actividad de las 

enzimas GS, GDH y GOGAT indican que estas enzimas están 

presentes en los cultivos de Q. ensi.formis crecidos en el 

medio de Linsmeyer y Skoog3. 

Resultados de HPLC indican que la L-canavanina no está 

presente en estos cultivos4 • 

De acuerdo con los resulta~os y los datos expuestos, 

se puede concluir que en loa cultivos de Canavalia ~· 

~ bajo las condiciones ensayadas no opera la vía arg! 

nasa-ureasa presente en la planta para el metabolismo de 

la canavanina. 

3 V6.zquez, P. : Comunicación personal. 
4 Scorer, K.L. : Comunicación personal. 
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