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RESUMBEN,

Con el fin de determinar el mecanismo por el cual

los cultivos de tejidos de Canavalia ensiformis manejan

su nitrégeno, se midié la actividad enzimdética de urea-
sa y arginasa y en algunos casos las pozaa metabdlicas
de amonio, urea, nitratos, nitritos y clorofila en cul-
tivos de tejidos de esta planta srecidos en medins con-
teniendo una mezcla de nitratos y amonio, arginina o
urea como fuente de nitrégeno y en condiciones de oscu-
‘ridad e iluminacidn. Con excepcién de los cultivos cre-
cidos en medios conteniendo arginina, en todos los ca-
sos se detectd actividad enzimdtica de arginasa, siendo
la actividad especifica m&xima detectada de 142 unida-
des. En ningunoc de los casos se detecté actividad enzi-
mitica de ureasa, observindose una acumilacién en la
poza metabblica de urea a lo largo del ciclo de creci=-
miento de estos cultivos. Se concluye que la via argi-
nasa~ureasa Que opera en la planta para el metabolismo
de la canavanina, no estd{ presente en los cultivos de

‘tejidos de Canavalia ensgiformis.




Canavalia ensiformis : gencralidades

La familia de las leguminosas esti conatituida por mids
de 550 géneros y aproximadamente 1500 especies de plantas,
de éstas un nimero muy limitado es cultivado y empleado
con fines alimenticios.

Canavalia ensiformis es una planta que pertenece a la
familia de las leguminosas, subfamilia : Papilionaceae (Lo
toideae, Fabaceae), género : Canavalia, especie : ensifor~
mis.

Canavalia ensiformis es originaria le América Central,
se le conoce con los nombres comunes de jack bean y alber-
jén, crece en forma de un pequefio arbusto y presenta compor
tamiento anual, si se siembra al inicio d» las lluvias en
mayo o junio, empieza a florear en agosto y las vainaa empie
zan a madurar en diciembre. La semilla que produce es pgran

de y de color blanco (17 ).



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 ren
dimientos de 2600 Kg/Ha con un promedio de 9 vainas por
planta, 8 semillas por wvaina y con un peso de 1.65 g por
gsemilla. En cultivos extensivos se ha obtenido un rendimien
to de 2500 Kg/Ha, durante estas pruebas se observd que el
porcentaje de germinacidén era de 90 aproximadamente ( 17).

Canavalia ensiformisg produce una gran cantidad de bioma
sa, 230 dias 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 €. gnsiformis no implica problemas de
transferencia de tecnologzia, ya que las practicas de campo
para su cultivo son bAsicamente iguales que las del maiz.
Esta leguminosa ea menos sensible que el maiz a plagas y se
quias, por el tamafio de sus semnillas se presta para la siem
bra, cosecha y desgrane manual ( 17 ).

Comparando los rendimientos.mfiximos obtenidos bhajo igzua
les condiciones, se ticnen para el mafz 1000 Kg/Ha de gruno
con un contenido proteinico del 10% ¥ para canavalia 2500
Kg/Ha de zrano con un contenido del 29.5% de protefina (17 ). -

El grano de esta leguminosa representa una fuente valio~



sa de proteina y energia. Los valores promedio del andli-
sis proximal en base seca son : extracto etéreo 19 g/Kg,
protefna cruda 295 g/Kg, extracto libre de nitrdgeno 571
e/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 fésforo ( 22 ).

Aunque algunos autores sugieren que los carbohidratos
ne estructurales de los granos de las leguminosas no son
bien utilizados en animales monogéstricos ( 4 ), existen
datos que indican que los carbohidratos de la canavalia
son suceptibles de ser utilizados como fuente energética
(19 ).y Que el almidén de este grano debe ser similar en
valor nutritivo al almidén de otras leguminosas ( 16 ).

El contenido de aminodcidos de la proteina de la semi-

1lla de Canavalia ensiformis es similar al de la pasta de

soya, pero con un contenido un poco menor de lisina y como
muchas leguminosas, es pobre en aminodcido azufrados ( 22).
No obstante sus cualidades alimenticias, el empleo de
este grano para la alimentacién humana o animal se ve seve
ramente restringido debido a la presencia de diversos facto
res antinutricionales. Adem&s de una alta actividad ureési-
ca se encuentran presentes inhibidores de tripsina y quimo~

tripsina, factores comunes en las leguminosas. Asimismo C.



ensiformis contiene las lectinas concanavanina A y B, y
los aminodcidos téxicos canavanina y canalina ( 8 ). De
estos téxicos todos son suceptibles al calor o a la extrac
¢idn acuosa, sin emburgo dadas las altas tomperaturas de
descomposicidn de la L-canavanina (184°C) y de la L- cana-
lina (204°9C), s8lo se ha logrado la detoxificacidn parcial
de la semilla al someterla a tratamientos fisicoquimicos
(121%, 1 lb/plgz, 60 min), sin resultados exitosos en tér
minos de comportamiento animal ( 5 ).

La L-canavanina (dcido 2-amino 4-guanidinoxi butirico)
es un aminodcido no protéico, andloso estructural de 1la L-
arginina, en la semilla de C. egnsiformis constituye aproxi

madamente el 5% del peso seco y el 90% del nitrdgeno libre

( 7).
NH, NH,
HN:I HN’-"—?
NH NH
o -
7 {re
¢Ha Hz
CH, g,
H-C —NH,, 7 H-C—NH,
COOH COOH -

L-canavanina ‘. L-arginina
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Este aminodcido exhibe potentes propiedades antime-
tabélicas sobre una gran variedad de organismos que van
desde virus y procariotes hasta animales ( 26 ). Se ha
obgervado que la L-canavanina puede interferir con las
enzimas involucradas en la sintesis de arginina ( 19 ),

puede competir con este aminodcido en las reacciones gque

lo utilizan como sustrato ( 9 ), ademds puede inhibir

a las enzimas que utilizan sustratos que tienen relacidn

egtructural con la arginina, la canavanina puede ser to-

mada por la arginil- ARNtasa e incorporada a las cadenas
polipeptidicas, dando lugar a proteinas con alteraciones

estructurales y funcionales ( 12, 33 ).
La I~ canalina (4cido 2~amino 4-~aminoxibutf{rico) es

un andlogo estructural de la L-ornitina, es producido

por la hidrflisis de la L-canavanina mediada por argina-

sa (11 ).
NH, gmz
CHy G
GHa GHy
CHy _ CH,
H= C —NH, ' H—C —NH,
COOH COOH

L-ornitina L-canalina
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. Este aminodcido es un agente neurofarmacolégico en cier
tas especies ( 14 ) y se sabe que inhibe a las enzimas que
utilizan como cofactor al fosfato de piridoxal dada su habi
lidad para formar con este iltimo una base de Schiff ( 29 ).

La L-canavanina se ha detectado en aproximadamente 500
especies de leguminosas (26 ), la ocurrencia de este aming
Zcido estd restringida a la subfamilia Papilionaceae ( 2 ).

Se ha propuesto que la presencia de la L-canavanina re-
presenta una ventaja adaptativa para la planta, haciéndola
menos suceptible al ataque de depredadores, ademds de que
este aminodcido funciona como un metabolito de reserva de

nitrégeno ( 6 ).



Canavanina : ontogenia

En Canavalia ensiformis la sintesis de la canavanina

comienza durante la germinacidn, con la primera hoja que
emerge del embridén ( 27 ). Durante la maduracién de la se
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 sintesis de aminodcidos no pro
téicos se debe a una alteracién en el gen respongadble de
dirigir la sinteasis de los aminodcidos cruciales (10 ).
Dada la analogia estructural entre la arginina y la cana=~
vanina, es posible pensar que la via para la sintesis de
la canavanina surgi de una modificacidn del ciclo orniti
na-urea para la siqteais de la arginina ( 27 ). Se ha re-
portado en estudios realizados en C. ensiformis la capaci

dad de las enzimas del ciclo ornitina-urea para metaboli-
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zar a la canavanina y a los intermediarios correspondien-
tes ( p7 ). Asi, se ha propuesto la existencia de una via
canalina~-urea para la sintesis de canavanina, cuya princi
pal diferencia con el ciclo ornitina-urea radica en los
intermediarios (figura 1). Todas las enzimas involucradas
en este ciclo han sido aisladas de C. ensiformis y otras
plantas superiores ( 3¢ ).

Dada la abundancia de L~canavanina en muchas semillas,
su rdpido consumo durante la germinacién, asf como su alto
contenido de nitrégeno y la elevada relacién N/C, se ha
congiderado a este aminodcido como un metabolito de reser-
va ( 3 ). Estudios realizados en C. ensiformis, revelan
que la movilizacidén del nitrdgeno almacenado en el grupo
guanidinoxi de la canavanina se realiza por la wsceién hidro
l{tica de la arginasa (E&. 3.5.3.1) formando canalina y u-
rea, con la produccidn posterior de amonio y bidxido de
carbono por la accidn hidrolitica de la ureasa (Eec. 3.5.1.
5) sobre la urea ( 27 ). El amonio liberado representa una
importante fuente de nitrégeno reducido que es asimilado e
incorporado a la biosfntesis de los aminoicidos ( 30 ).

Se ha demostrado que la L-canavanina es transportada de
los cotiledones a las regiones en crecimiento de la nucva

planta ( 3C ). Con base en estudios realizados en C. ensi-



formis durante los primeros dias de su desarroilo, se ha
propuesto un modelo para el transporte y 1la :utili‘z:a.ciézrlgl

de este aminodcido (figura 2).




0. UREIDOHOMOSERINA

ACIDO
CARBAMIL ( Citrulina) l//;SPARTICO
FOoFATO
CANALINA) ACIDO CANAVANISUCCINICO

{ Ornitina )

UREA

CANAVANINA
{ ‘Arginina )

FIGURA 1. Metabolismo de la canavanina dentro del ciclo
andlogo de Krebg-Henseleit ornitina-urea (segin Fowden,
Lea y Bell 1979).

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

( Acido arginosuccinico)

ACIDO FUMARICO
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FIGURA 2, Modelo propuesto para el metabolismo nitrogena
do en plantas de C. gnsiformis de 7 dias. GOGAT-Fd, gluta
mato sintetasa dependiente de ferredoxina; AS, asparagino
sintetasa; GDH, deshidrogenasa glutdmica ( 319 ).




Canavalia ensiformis : cultivo de tejidos

El término "Cultivo de tejidos vesgetales" se refiere
de una manera muy amplia al cultivo in vitro de cualquier
parte da2 una planta, desds una célula hasta un tejido u
érgano, bajo condiciones assSpticas. Las técnicas de culti
vo de tejidos vegetales son una poderosa herramienta para
estudios bédsicos y problemas aplicados en biologfa experi
mental, ya que presentan aspectos dnicos y ventajas sobre
el uso de plantas completas. Los cultivos de tejidos vege
tales presentan poblaciones consistentes de un nimero li-
mitado de genotipos, tienen <élulas sin divisién de labo-
res ni sistemas de transporte, se pueden mantener libres
de microorganismos y asimiszo pueden someterse a una gran
variedad de condiciones ambientales y nutricionales. Eg-

tas ventajas representan una simplificaéién de los siste-~
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mas existentes en las plantas completas ya que eliminan
muchos aspectos de la compleja organizacidn y especiali-
zacién de &stas. Los estudios con cultivos de tejidos pue
den contestar un gran nimero de preguntas concernientes
al metabolismo general de las plantas y no al de una célu
la especifica o tipo celular localizado. La habilidad de
las células de algunas especies aisladas en cultivo de teg
jidos de producir plantas completas, representa una evi=
dencia circunstancial que demuestra gue todo el genoma
original de la planta estd representado en las células en
cultivo (18 ).

El cultivo de tejidos vegetales podria representar
una valiosa herramienta para la obtencidén de mutantes de
C. ensiformig que no sintetizen L- canavanina. Actualmente
el cultivo de tejidos de esta plant: se encuentra bién eg
tablecido ( 25 ), no obstante para poder ser empleado en
la obtencidén de mutantes se requiere primeramente conocer
su metabolismo nitrogenado.

Como un intento inicial para conoccer el mecanismo por

el cual los cultivos de tejidos de Canavalia engiformis

mane jan su nitrdgeno, el presente trabajo tiene como obje
tivo determinar la actividad enzimdtica de arginasa y de

ureasa as{ como las pozas metabdlicas durante el ciclo de
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crecimiento de estos cultivos en diferentes fuentes nitro

genadas y en condiciones de obscuridad e iluminacidén.



Los cultivos de tejidos'empleados en este trabajo fue
ron aportados por él Centro de Investigacidn Cientifica de
Yucatén, se obtuvieron de anteras de C. ensiformis y fue-
ron mantenidos en medio de Linsmeyer y Skoog, bajo luz con
tinua (5000 1ux) a 28% (_25).

Para los experimentos de enverdécimiento, los cultivos
fueron mantenidos en la oscuridad dos meses antes de su
utilizacién {cultivos no fotosintéticos),

Los medios de cultivo empleados en las curvas de creci
miento fueron el de Lingmeyer y Skoog gelificado con 0.8% de
agar y el de Linsmeyer y Skoog gelificado como se menciona
y en el cual la fuente original de nitrégeno, una mezcla
de nitratos y amonio, fue sustituida por arginina 1 y 5 mM
0o urea 5 mM, este Gltimo se utilizé ademds adicionado de 1

mg’l de cloruro de niquel.
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Em medio de Linsmeyer Skoog se nrepar§ partiendo de

las siguientes soluciones de nutrientes :

Solucidén A NH4N03 ces 150 mM
KNOg «euc. 415 mM _
KH2P04 cees 36 mM 50,0 m1/1
Ca012.2H20 72 mM
MgSO4.7H20 32 mM

Solucién B; Fe50,.7H,0 20 mM )
- 5.0 ml/1
EDTA seeee 25 mM Sl
Solucidn C; MnSO4 ceees 17 mM
ZnSO4 seses 5.5 mM 5.0 m1/1
H3303 ses 14 mM .
Solucién D; KI tiocea 10 mM
Na_,MoO, . 3.4 mM
274 0.5 mi/1
CuSO4.5H20 0.72 mM T
CoCl,.6H,0 0.75 miM
Solucién E;  Tiamina ... 3.7 mM 1.0.m1/1
Solucidn F; Piridoxina. 5.9 mM 0.5 mi/1
Solucidén G; Inosgitol 138 mM 10.0 ml1/1

Solucidén H; Bencilaminopurina 4.6 mM &§.0 ml1/1
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Para cada litro de medio de cultivo se adicionaron, a
un volumen aproximado de 500 ml de agua destilada, los vg
ldmenes indicados de cada solucidén, el pH fue ajustado a
5.8 con HC1l dilufdo, se adicionaron 25 g de sacarosa ¥y el
volumen se aforé a 1000 ml, a la solucién resultante se le
afiadieron 8 g de agar y se calentS, con agitacién, hasta
que el agar se fundid completamente. Este medio de culti-
vo se vertié en tubos de fondo planoc los cuales se taparon
con papel aluminio, posteriormente se esterilizaron en au-
toclave manteniendo una presién de 1 K’g/cm2 (121°c}) duran
te 15 minutos y se guardaron en refrigeracidén hasta el mo
mento de su utilizacién.

Los medios de cultivo en 1los cuales se sustituyd la
fuente de nitrégeno por arginina o urea se prepararon como
se menciona para el medio de Linsmeyer Skoog, sustituyendo
enr la solucidén A al nitrato de amonio por arginina o urea
respectivamente., El nitrato de potasio fue sustituido por
la cantidad egquivalente en peso de cloruro de potasio, con
el fin de mantener constante el equilibrio de potasio, El1
medio con urea, conteniendo ademds niquel, se prepard de
la misma manera excepto gue se adiciond Junto'éon las solu
ciones indicadas 1 ml de una solucidn de cloruro de niguel

conteniendo 1 mg del reactivo. Con el fin de evitar la de-
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gradacidn de la arginina o de la urea, los medios de cul-
tivo que contenfan estos compuestos fueron esterilizados
a través de una membrana de 0,22 m.

El manejo de 1los cultivos se realizdé en forma agépti-
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 =1 del me=-
dio de cultivo estdril y se mantuvieron en un cuarto de
crecimiento bajo luz contfnua a 28°C. Para cada curva se
prepararon 80 tubos y se tomaron muestras por triplicado
a partir del inicic, con intervalos de dos dias, las mues-
tras fusron pesadas y congeladas a —70°C rasta su poste-
rior procesamiento,

Para la determinacién del crecimiento acumulado de los
cultivos; se procedié como para las curvas de crecimiento,
excepto que se efectuaron resiembras de los cultivos cada
18 dfas y las muestras fueron tomadas entre cada resiembra.

Para los experimentns realizados en la oscuridad, las
condiciones fueron las migmas que para las curvas de creci-
miento, manteniendo los cultivos al abrigo de la Iuz,

Para la preparacién de 1los extractos enzimdticos, el

tejido congelado fué molido en un mortero frio con una can-
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tidad de polivinilpirrolidona equivalente al 5% en peso
del tejido y con 2.5 ml de solucidn tampdn de extraccidn
(KH2P04 200 mM pH 7.5) por gramo de tejido. El extracto
resultante se filtré a través de gasa, el filtrado se cen
trifugé a 18000 rpm durante 30 minutos a 4°C, el sobrena-
dante fué separado y en éste se realizaron las determina~
ciones de las actividades enzimdtcas, de proteinas, de po
zas metabblicas y de clorofila.
La determinacidn de la actividad enzimidtica de la urea
sa se realizd por el método propuesto por Hogan gt al
( 13 ) modificado en el presente trabajo. La actividad se
midid por la cuantificacién del amonio liberado, a través
del método espectrofotométrico del indofenol ( 15 ).
La reaccidén enzimdtica se 1levd a cabo a 28°C en un me
dio constituido por 1.7 ml de solucién tampén KH’2P04 100
mM pH 7.5 y por O.1 ml de extracto enzimidtico. La reaccibn
se inicid con la adicién de 0.2 ml de una solucidn de urea
200 mM. Transcurrido el tiempo de incubacidén, la. -reaccidn
se detuvo con la adicidn de 0.3 ml de 4cido tricloroacéti-
.co al 30%, una vez detenida la reaccidén, para neutralizar
el medio se adicionaron 0,32 ml de solucidén da NaOH 2 M +

KH2P04 250 mM. Para cada extracto la mezcla de reaccidn se

incubd por periodos de 5, 10 y 20 minutos.
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Para 1? cuantificacién del amonio liberado se adiciona
ron a la mézcla de reaccidén 5.l de solucién de fenol
0.106 M « nitroprusiato de sodio 0.17 mMy 5 ml de solu -
cién de NaOH 0.125 N + NaClO4 11 mM. Después de 30 minutos
para el desarrollo de color, la reaccidén se midid espectro
fotometricamente a 570 nm. Cada muestra se compard contra
un blanco que se prepard adicionando el dcido tricloroacé-
tico antes que la urea a la mezcla de reaccidn.

Para la interpolacidén de los datos de absobancia se em
pled una curva patrén de amonio (grifica1t1 ) l1la cual se -
prepard sustituyendo en la mezcla de reaccidn al extracto
enzimdtico por diferentea volimenes de solucidén de cloruro
de amonio 1 mM.

La velocidad de reaccidn se expresd como micromoles de
amonio formados por minuto. Una unidad enzimdtica se defi-
nid como la cantidad de enzima que cataliza la formacién
de un micromol de amonio por minuto bajo las condiciones
del ensayo. La actividad especifica se definid como unida-
des de enzima por microgramo de proteina total.

La actividad enzimitica de la arginasa se determiné se
gin el método propuesto por Roubelakis Kliewer ( 32 ) para

Vitis vinifera L. en el cudl se cuantifica la ornitina pre

sente en la mezcla de reaccidn, La ornitina fue cuantifica
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da a través del método colorimétrico de Chinard modificado
por Roubelakis Kliewer ( 7 ).

La reacecidn enzimdtica se llevé a cabo a 38°C en un me
dio constituido por 1.3 ml de solucién tampdn de tris 100
mM pH 9.7, 0.1 ml de Mnclz.SHZO 10 mM y por 0.1 ml de ex-
tracto enzimdtico. La reaccibén se inicid con la adicidn de
1 ml de solucién de arginina 50 mM pH 9.7 y transcurrido
el tiempo de incubacidén, se detuvo al adicionar 2 ml de
HC10, al 7%. Para cada extracto la mezcla de reaccidn se
incubd por periodos de 5, 10 y 20 minutos.
- Para la cuantificacién de la L-ornitina liberada en la
reaccidn, se tomd una alicuota de 0.2 ml de la mezcla de
reaccidn y se llevé a 1 ml con apua desionizada, se adicio
naron 2 ml de dcido acético glacial y 1 ml de solucidn de
ninhidrina (25 g/ml en una mezcla de &4cido acético, Acido
fosférico y agua en relacidn 3:1:1, v/v), se calentd a &=
bullicidén en bafio maria por 30 minutos para el desarrollo
del color, trénscurrido este tiempo los tubos s enfriaron
en agua y se leyé cu absorbancia en un espectrofotdémetro a
515 nm. Los blancos para cada una de las muestras se prepa*
raron como se indicd, adicionando el 4cido percldrico antes
que la argzinina a la mezcla de reaccidn.

Los datos de absorb=ancia fu=ron interpolados en una
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curva patrén de Le~ornitina (gréfica 2 - ).

La velocidad de reaccidn se expresd como milimoles de
‘L-ornitina formados por minuto. Una unid:d enzimitica se
definid como la cantidad de enzima que cutaliza la forma=-
cidén de un milimol de L-ornitina por minuto bajo las condi
ciones de la reaccién. La actividad especifica se expresd
como unidades de enzima por miligramo de.proteina total.
La determinucidén de proteinas se realizé por el método
de Peterson (23 ). 0.1 ml de extracto enzimdtico fueron
llevados a un volumen total de 1 ml con agua desionizada,
se adiciond O.1 ml de solucidn de +lesoxicolato de sodioc al
1% , se mezecld y se dejé reposar en hielo duran<e 15 minu-
tos, pasado este tiempo se adiciond 0.1 ml de £cido triclo
roacético al 72% frio, se mezcld y se centrifugd a 3000
rpm por 20 minutos, el sobrenadante fue descartzdo y la
pastilla se disolvid en 1 ml de agua y 1 ml de una solu -
cién constituida por partes iguales de agua, doiscil sulfa
to de sodio al 10%, NaOH 0.8 N, y una mezcla de ?uSO4.

5H,0 al 1% + tartrato fle potusio al 2¥% + Na?co3'ali1Q%.f

wsta mezcla se agitd ¥y se d=jd reposar .por 10 minutos

temperatura ambiente, se a. regxron deépurs,ﬁ“

tivo de #olin-Ciocalteau diluido,i:

da y se dejd desarrollar col§r‘ﬁ6r
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tras fueron leidas a 750 nm contra los blancos correspon-
dientes, los cuales contenian todos lds reac tivos mencio=-
nados excepto el extracto diluido. Los datos de absorban-
cia fueron interpolados en una curva patrén de alblimina
sérica bovina (grifica 3 ).

Para la cuantificacidén de la poza de amonio se utili-
z4 el método del indofenol anteriormente descrito ( 15 ).
0.1 ml de extracto se llevaron a un volumen final de 2,32
ml con agua desionizada y se determiné la cantid.d de amg
nio presente en esta dilucidn, de manera simultanea se
preparéd una curva patrdén de amonio (gridfica 4 ) empleando
diferentes volémenes de solucidén de cloruro de amonio 1
mM que fueron completados a 2.%32 ml con a:ua desionizada.

La determinacidén de la poza de urea se realizd a tra-
vés de la cuantificacién 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 ml con
golucidn tampén de fosfatos 100 mM pH 7.5 y se agregd 0.1
ml de solucién de ureasa comercial 0.2 mg/ml, esta mezcla
de reaccidén se incubd por 20 minutos a 38°C y posterior -
mente se cuantificd el amonio liberado por el método del
indofenol { 15 ), para cada muestra se prepard un blanco

conteniendo todos los reactivos excepto la ureasa. la pre
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paracién de la curva patrén de urca se realizd como se men
ciona para las muestras sustituyendo en la mezcla de reac
cién al extracto por diferentes volUmenes de solucidn de
urea 2 mM (grdfica .5),

Para la determinacidn de la poza de aminodcidos tota=-
les se empled en método de la ninhidrina (35 ). 0.05 ml
de extracto fueron llevados a 1 ml con agua desionizada,
se agregé 1 ml de reactivo constitufdo por 10 ml de solu-
cién de citratos 0.2 M pH 5.0 + 0.016 g de SaCl, y 0.4 g
de ninhidrina disuenta en 10 ml de etilénglicol-= mono me-
til éter..La mezcla resultante se calentd a ebullicidén en
bafio maria por 20 minutos, se dejé enfriar y se agregaron
2.5 ml1 de propanol al 50%, se agitd y después de 15 minu-
tos se leyS la absorbancia de las muestras a 570 nm. Los
blancos fueron preparados como 1las muestras sustituyendo
el volumen de extracto por agua desionizada, loa datos de
absorbancia se interpoluron en un2 curva patrédn de 4cido
glutdmico (grifica 6 ).

La determinacidn de¢ nitratos se realizd por el método
de Nicholas ( 21 ). 0.1 ml de muestra se llevaron con a-<
gua desionizada a un volumen final de 1.5 ml, se les azre-
g6 0.1 ml de 4cido sulfdmico al 10%, se agitd y se dejé re

posar por 2 minutos, se agregaron despudés 0.4 ml de &cido
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perclérico al 20%, se agitS y se leyd a absorbancia a
210 nm, los blancos se prepararon como 1l:as muestras susti
tuyendo el volumen de extracto por agua desionizada. Los
datos de absorbancia fueron interpolados en una curva pa-
trén de nitratos (gridfica 8 ).

La poza de nitritos se determind por el método de Ni-
cholas (21 )f a 0.1 ml de muestra se adicionaron 1 ml de
sulfanilamida al 1% ¥ 1 ml de N (l-naftil) etilén diamina
al 0.02%, la mezcla se agité y después de 20 minutos sc mi
dié el incremento de abgorbancia con respecto a un blanco
el cudl contenia todos los reactivos excepto el extracto.
Se elabord una grdfica patrén de nitritos (grdfica 7 ) em-
pleando NaNO2 5 mM. La absorbancia de las muestras fuw de=-
terminada a 540 nm.

Para la determinacidn de la clorofila se empled el mé-
todo propueato por Arnon. ( 1 ) modificado en el presante
trabajo. 0.5 g de tejido fueron molidos con 4.5 ml de una
‘mezcla acetona~etanol en una relacién 4:1 v/v, en un mortg .
ro frfo y al abrigo de 1la luz. El extracto resultante fue
filtrado a través de papel y en el filtrado se determind
la absorbancia a 665 y 649 nm. La cantidad de clorofila
presente en el extracto Se calculd de acuerdo con la si-

guiente ecuacidn :



31

64"




GRAFICA 1 GRAFICA 2:

A 575nm A 515 hm
(o]
(¢}
1.0 © 0.5
R m=1.413 ' m=0,5014
r=0,998 r=0,999
5=0.025 nm §=0.170 nm
0 0.5 o 500
Concentracién de amonio mM Concentracién de L-ornitina N
CURVA PATRON DE AMONIO CURVA PATRON DE L-ORNITINA

= Valores de regresiéng m=pei1diente. T=coeficiente de correlacibn, S=error esténdar
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-0.54

GRAFICA 3:

gA 750nm 1.0

§=0.033 nm

1.0 4

log concentracién protefna g

CURVA PATRON DE PROTEINA

GRAFICA 4
A9575nm
(=]
m=2,125
r=0,950
S$=0,148 nm
. Ly
0 0.5
,Qoncentracién de amonio mM

CURVA PATRON DE AMONIO



GRAFICA 5:

A 575nm
0 54
r=0.,99%
5=0.034 nm
0 © 10 2.0
Concentracidn de urea mM

CURVA PATRON DE UREA

GRAFICA 6°¢
AS70 nm
1.0
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0.51
m=0.011
r=0,992
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Concentracién de 4cido glutémico 434&

CURVA PATRON DE AMINGACIDOS



GRAFICA 7:

A 540 nm
1.0 4
m=2,961
(= r=0.,997
S=0.036 nm
0 50

Concentracién de nitritos M

CURVA PATRON DE NITRITOS

GRAFICA B:
A 210 nm
0.5 ©
o
(o]
m=0.0657
=0.980
8=0.050 nm
U 10

Concentracién de nitratos +g/ml

CURVA PATRON DE NITRATOS




RESULTADOS .

Se determind el crecimiento, las actividades enzimi
ticas de ureasa y arginasa y en algunos casos las pozas
metabdlicas de urea, amonio, aminodcidos totales, nitri-
tos, nitratos y clorofila, en cultivos de tejidos de gg—

navaliz engiformis crecidos bajo diferentes condiciones,

en el medio de Linsmeyer y Skoog conteniendo nitratos y
amonio como fuente de nitrdgeno, empleando cultivos foto

sintéticos y en periodo de enverdecimiento. En medios con

teniedo arginina 1 y 5 mM en condiciones de oscuridad e i

iluminacién y en medios conteniendo urea 10 mM y urea 10
mM y urea 10 mM + Ni, empleando cultivos fotosintéticos.
Se presentan los resultados de estas determinaciones.

Para todos los casos, los datos de crecimiento corr=spon-- -~

den al promedio de tres determinaciones, los datos de ac-

tividades enzimdticas y de pozas metabdlicas al promedio

de dos determinacionoas.
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Los datos del ciclo de crecimiento de los cultives
fotosintéticos en el medio de Linsmeyer y Skoog contenien
do amonic y nitratos como fuente de nitrégeno, se mues-
tran en la tabla I. El ciclo de crecimiento presentd una
fase lag comprendida entre los dias O y 2, una fase de
crecimiento exponencial o log del dfa 2 al 12 y la fase
estacionaria a partir del difa 12 hasta el 18. La duracién
del ciclo fue de 18 dias, el méximo incremento’ de peso
fresco alcanzado por los cultivos fue de 208% a los 18 df
asg.

Durante el ciclo de crecimiento de estos cultivos se

determinaron dos mdximos en la actividad enzimdtica de ar

ginasa (tabla II, grdfica 9 ), el primero de estos mé&xi-
mos se determind alrededor del dfa 4, coincidiendo con el
inicio de la fase log. E1 segundo de estos picos, de me-
nor magnitud que el primero, hacia los dias 14-16, concor
dando con el final de la fase log. No se detectd actividad
enzimdtica de uresasa.

Se determinaron también las pozas metabdlicas de amo=-
nio (grifica 10), urea (grifica 11), aminodcidos totales
(gréfica 12), nitritos (grifica 13), nitratos (grifica 14)
y clorofila (gréifica 15). Los resultados de estas determi

naciones se resumen en la tabla III.
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La poza de amonic mostrdé un incremento notable hacia
los dias 2-6, coincidiendo con el inicio de la fase log y
descendiendo hacia el final del ciclo. Ia poza metabblica
de urea se incremer:d hacia los dfas 2-8 del ciclo de cre
cimicnto ~wincidiendo con el inicio de la fase log y des-
cendierdo hacia el dia 18. La poza de aminodcidos totales
presentd un ineremento hacia los dias 2-10. La poza de ni
tritos aumentd en los dias 8-12, disminuyendo hacia el fi
nal del ciclo. La poza de niiratos aumentd entre los dias
4 y 10 coincidiendo con el inicio de la fase exponencial
y disminuyendo hacia el final del ciclo. La poza de clorg
fila presenté comportamiento periddico, mostrando un mdxi

mo hacia el dia 10 y descendiendo hacia el dia 18,



TABLA 1

e

Crecimiento como incremento de peso fresco de los
ensiformis en medio de

cultivos fotosintéticos de C.
Linsmeyer y Skoog.
% incremento peso fresco
o}
25
43
144
168
208

0 'TABDA II

Actividad ésbgcifica de la arginasa en cultivos fo
ensgiformig durante el ciclec de cre-

togintéticos de C.
cimiento en medio de Linsmeyer y Skoog.

4moles _de ornitina/min

Dia

mg de proteina
o 0.0
2 : 81.7
4 1421
6 B5.7 -
8 3201
10" L1505
12" 0.0
14 4905
16 39.6
18 0.0




TABLA III

Peterminaciones de las pozas metabdlicas en cultivos fotosintéticos de

a
=

Dia Amonio
mmol /g PP*
o 0.20
2 1.70
4 1.54
6 . 1.50
8 0.33
10 0.61
12 Q.20
14 0.33
16 0.20
18 0.37

= Peso fresco

Urea Aminodcidos
mmol/gPF totales
nele PR
3.70 17.00
5.80 24 .60
4.70 26.00
4.20 25.00
8.80 23.00
3.55 22.40
3.40 15.50
3.20 16.50
2.50 14.50
1.17 22.20

31.20
51.95
39.10
75.95
83.30
76695~
54.10
59.45
45,70
47.85

- NOS NOZ
,mgl/gPF mg?gPF

0.1245
0.1820
0.2640
0.1990
0.1940
0.1880
©.1500
0.1300
0.1280
0.1440

. engiformis en medio de Linsmeyer y Skoog durante el ciclo de crecimiento.

Clorofila
Ne/g PF

52.0
88.2
49.2
85,3
36.3
129.3
98,1
59.0
638.0




GRAFICA 9:

4 moles de ornitina/min °b incremento
mg de proteina peso fresco
—_ O ——
2604 ~200

~100

o 10 20
dias
Actividad eapecifica de la arginasa en cultivos foto

sintéticos de C. engiformis durante el ciclo de crecimien
to en el medio de Linsameyer y Skoog.



GRAFICA 10:

NHY

1 mmol/g PP

1.04

0 10 Dfas 20

Determinacién de amonio en cultivos
de C. engiformis durante el ciclo de crg
cimiento en medio de Linsmeyer y Skoog

GRAFICA 11

Urea mmol/g PP

5.04

0 10 pgas 20

Determinacién de urea en cultivos de
C. gnsiformis durante el ciclo de creci

miento en mé’d:iio'? de Linsmeyer y Skoog




GF(?AFICA 12:

Ag_dcido glutdmico
g PF

0 10 Dias

Determinacién de amino&cidos totales
en cultivos de C. ensiformig durante el

ciclo de crecimiento en medio de Linsme
yer y Skoog

GRAFICA 13:

NO; Jimoles/g 7

504

0 10 .Dias

Determinacién de nitritos en cultivos
de C. ensiformis durante el ciclo de crg
cimiento en medio de Linsmesyer y Skoog



GRAFICA 14:

No; 4g/g FF

0.2;

0 1b Dias 20

Determinacién de nitratos en cultivos

ze Z. ensiformis durante ~1 ciclo de cre

cimiento en medio de Linsmeyer y Skoog

GRAFICA 15:

Clorofila +“¥g/g FF

1009
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Determinacién de clorofila en cultives

de C. ensiformis durante el ciclo de cre

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 Linsmeyef y
Skoog, se presentan en la tabla IV. El ciclo presenté uha
fase lag comprendida entre los dias 0 y 2, una fase de cre
cimiento exponencial del dfa 10 al 24 y una fase estaciona
ria a partir del dia 25. La duracidn del ciclo fué de 25
dfas, el m&ximo incremento de peso fresco alcanzado por
loa cultivos fue de 2015% a los 25 dias. ’

Durante el ciclo de crecimiento de estos cultivos se
determinaron dos midximos en la actividad enzimdtica de ar
ginasa (tabla V, grdfica 16), el primero de éstos en los
dfas O a 4, coincidiendo con la fase lag y el inicio de 1la
fase log, el segundo pico hacia el dia 18 coincidiendo con
la fase log. No se detectd actividad enzimdtica de ureasa.

Se determinaron también las pozas metabélicas de amo=-
nio (gridfica 17), urea {grifica 18), aminoicidos totales
(grdfica 19), nitritos (grdfica 20), nitratos (gridfica 21)
y ¢lorofila (grdfica 22). Los resultados de estas determi
naciones se resumen en la tabla VI.

La poza de amonio mostrd un incremento hacia el dia 2,

descendiendo hacia el final del ciclo. La poza de urea mosg

tré un comportamiento periddico con valores m&ximos en loa

dias O y 4 d~l ciclo de crecimiento. La poza de aminodci-
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dog totales presenté un incremento hacia los dias 2 a 8,
descendiendo a partir de ese dfa y coincidiendo con el
inicio de la fase log. La poza de nitritos present$ un
descenso hacia el dfa 10. La poza de nitratos descedid
también a partir del dia 4 hasta el dia 12 del ciclo. ILa
poza de clorofila presentJ comportamiento sigmoidal, al-

canzando su valor mdximo hacia el dia 16,




TABLA IV
Crecimiento como incremento de peso frescoidéflos“‘
cultivog de C. ensiformis en periodo de enverdecimiénﬁp
en medio de Linsmeyer y Skoog. R

Dia % incremento peso fresco.

o ' 0

TABLA V
‘*;Acfividéd-especifica de la arginasa en cultivos de c.
engiformis en perfodo de enverdecimiento durante .el.ci
clb de crecimiento en medio de Linsmeyer y Skoog.

Dia o 47m01es de ornitina/min

mg de proteina

0 115.2
2 127.4
4 S 99.1
6 ' o , 60.9
8 — : 53.4
10 ‘ ' ’ 3.8
120 42.9
14 T LT
16 94,1,

s b s




TABLA VI

Determinaciones de las pozas metabdlicas en cultivos de C. ensiformis en
veriodo de enverdecimiento en medio de LGsmeyer Y Skoog durante el ciclo de

crecimiento.

Dfa Amonio Urea Amino&cidos NO,~ NO ‘Clorofila

mmol /gPF mmol/gPF totales ,ngI/gPF mg?gPF &g/ PF
4g/g PF i !

[o] .47 5.45 31.30 68.7 0.139

2 2.17 0.87 59.00 77.0 0.364

4 0.95 5.50 43.00 62,5 0.170 10.0

6 1.53 . 43.6 79.1 0.206

8 1.52 54.5 T 43.7 0.170 24.0
10 1.61 1.50 35.40 46.8 0.175 :
i2 1.33 . 4,00 34.00 73.4 0.154 49.0
14 1,00 -+ 0.42 37.40 81.0  0.266. - 62.0
16 0.37 . . .+ 1.85 22.90 78.7 ; &2 ' 56.OA

18 0.39 C3a7 22.80 ' 89.5




GRAFICA 16

— —— — 0 —
/r moles de ornitina/min ®/o incremento
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100
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"Actividad especffica de 1a arginasa en cultivos en periodo
de enverdecimiento de C. engiformis durante el ciclo de creci
miento en medio de Linsmeyer y Skoog.



GRAFICA 17
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GRAFICA 18

Urea mmol/g PP

0 10 Dias 20

Determinzcidn de urea en cullivos en
enverdecimiento de C.ensiformis durante

el ciclo de crecimiento en medio de Ling
meyer y Skoog




GRAFICA 19

4g_Agido glutimico
g PP

50

10 Dfas 20

Determinacién de aminoicidos en cul
tivos en enverdecimiento de C. ensifor
mis durante el ciclo de crecimiento en

medio de Linsmeyer y Skoog

GRAFICA 20

FO3 4M/g PP

50+

10 bfas 9Q

Determinacién de nitrites en cultivos
en enverdecimiento de C.engiformis duran
te el ciclo de crecimiento en medio de

0

Linmeyer y Skoog



GRAFICA 21

NO; Hel/g PF.
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Determinacidén de nitratos en culti
vos en enverdecimiento de C.ensiformis
durante el ciclo de crecimiento en me
dio de Linameyer y Skoog

GRAFICA 22

Clorofila 4g/g PF

r
0 10 bfas 2Q

Determinacién de clorofila en cultivos
en enverdecimiento de C.gngsiformis duran
te el ciclo de crecimiento en medio de
Linsmeyer y Skoog
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Para los cultivos crecidos en medios conteniendo argi-
nina 1 y 5 milimolar en condiciones de iluminacidn y obscu
ridad, los datos de incremento de pesoc acumulado con res-
pecto a un control en medio de Linsmeyer y Skoog contenien
do nitratos y amonio como fuente de nitrdgeno, mostraron

que el crecimiento fué muy limitado (tabla VII, grdfica 23 )e

En ninguno de los cultivos crecidos en arginina, bajo
las condiciones indicadas se detectd actividad enzimdtica
de arginasa y/o ureasa en muestras correspondientes al dia
14 del ciclo de crecimiento. Se determinaron en dichas .
muestras l.s pozas metabdlicas de amonio, urea, aminodci-
dos totales, nitritos, nitratos y clorofila (tabla VII).
Las pozas metabdlicas en los cultivos crecidos en condicip

nes de oudcuridad e iluminacidn, _.para una misma concentra-
¢ién de arginina no presentaron grandes variaciones, con

excepcién de lapoza de clorofila. 5in embargo, en los cul

tivos crecidos en diferentes concentraciones de arginina
bajo condiciones de obscuridad o iluminacidén, con excep~
¢ién de la clorxofila, las pozus metabdlicas fueron mis ele

vadas en los cultivos crecidos en medios con mayor concen-

tracidén de arginina.



TABLA VII

Crecimiento de los cultivos de C. egngiformis en me-
dios conteniendo arginina 1 y S mM en condiciones de ilu

‘'minacién y oscuridad.

Incremento de peso acumulado %

'Dia ~ Control Arginina mM
+* -
Nﬂ4/NO3 , 1 5 1 5
R Luz - Luz Oscuridad
o ) o o 0 0
25 ;t937 311 333 338 318
738" : 1424 335 356 364 360
- 58 2175 494 510 405 . 438
76 2850 562 566 553 528
TABLA VIII

Determinacién de pozas metab8licas en muestras correa
pondientes al dfa 14 del ciclo de crecimiento de cultivos
de C. engiformis en medios conteniendo arginina 1 y 5 mM,

en condiciones de iluminacidén y osgcuridad.

Cultivo Arg 1 mM Arg S mM Arg 1 mM
Luz Luz Oscuridad

Amonio
mmol/g PF 0.194 0.207 0.170

Urea
mmol/g 3.09 6,52 - 2.01.

Amino
dcidos

totales S i SR -
5  ;:5.8? R '_3.{1T

:g/g FF 5.61
NO, . R f; sl
mB1/g PP 19,567 ... 26,15
NGZ R T Dy
mg7g PF - 0,012 0,040
Clorg S . o oo .

fila e R s T T e
ug/g PF 3743000 45015

Arg 5 mM
Oscuridad

0.342
2«11
11,11

29.5

YT 0.064




GRAFICA 23: -A- ATz 1 mM Luz
-QO- Arg 5 mM Luz
-A- Arg 1 mM Oscuridad

incremento de peso -®- Arg 5 mM Oscuridad
acumulado - x - Control NH;/Nog Luz

% 19

0 2'5 Dfas '.‘_;0 75

Crecimiento de cultivos de C. ens:iformis en medios contenien
do arginina 1 y 5 mM, en condiciones de ilumin2scidn y oscuridad.
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Los datos de increm-nto de peso acuimilado’de los cul-
tivos fotosintéticos crecidos «n medio conteniendo uren
como fuente de nitrdgeno, mostraron que su crecimiento
con respecto 2 un testigo en el medio de Linsmeyer y Skoog
fue muy limitado (tabla IX, figura 24). 7

La actividad de arzinasa en los cultivos crecidos en ..
los medios conteniendo urea y urea + Ni, fue muy simiiar

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




TABLA IX

Crecimiento de los cultivos fotosintéticos de C. en-
gsiformis en medio conteniendo urea como fuente de nitré-

geno.
Dia Incremento de peso acumulado %
Urea 5 mM Pestigo NH4*/N03
0 0.0 0.0
15 . ‘ 83.6 -
25 B A 937.0
30 ©113.0 -
38 e 1424.0
44 19,5 . -
58 i T » 2175.0.
60 .. So432,20 -
76 - 2850,0.. -
TABLA X

Actividad enzimdtica de 1la arginasa en cultivos fo-
tosintéticos de C. gnsiformis en medio conteniendo urea

y urea + Ni,

Medio «}moles de ornitina/min

mg de proteina

Urea 5 mM 109
Urea SmM + Ni 101




GRAFICA 24

~o— Urea 5 mM

—e— Testigo NH:/ND;

incremento de peso
acumulado

7o .

2000 9

1000 T

(o] 25 50
Dias

Crecimiento de cultives fotosintéticos de £. ensiformis
en medio conteniendo urea 5 mM como fuente de nitrSgeno.



DISCUSION Y CONCLUSION

Los cultivos fotosintéticos y en perfodo de enverde
cimiento crecidos en el medio de Linsmeyer y Skoog con-
teniendo una mezcla de nitratos y amonio como fuente de
nitrégeno, presentaron diferencias en la duracién del
ciclo de crecimiento y en el incremento mdximo de peso

alcanzado ( gr&ficas 9, 16 ). Se ha observado que en

general, los cultivos crecidos en la oscuridad presentan
mayor desarrollo gque en condiciones de iluminacién, por
otra parte, se ha sugerido que la duracién del ciclo de
crecimiento se ve limitada por la degradacidén de la clo~
rofila en loa cultivos fotosintéticos . Zstos argumentos
podrian explicar las diferencias observadas entre ambos
cultivos,

Los cultivos fotosintéticoa presentaron un nivel maxji

mo de clorofila de 129 1g/g, mientras que loa cultivos en

1 Lotina, B., loyola, V.M., Sdnchez, E. : Comunicacidn

peraonal.
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periodo de enverdecimiento alcunzaron solo niveles de 62
e’/sg.

Para los cultivos fotosintéticos, los méximos de acti
vidad de arginasa aparecieron hacia los dias 2-6 el prime=
ro y hacia el dia 14 el segundo. Para los cultivos en peri
odo de enverdecimiento, los picos de actividad de arginasa
aparecieron hacia log dias O-4 el primero y 18 el segundo.

Si bien entre estos dos cultivos, los picos de activi
dad de arginasa'digieren ligeramente en cuanto a su magni
tud y aparicién, estas diferencias pueden atribuirse a la
variacién en la duracidén de los ciclos, por 1o tanto po -
dria considerarse que la actividad de arginasa es indepen
diente de las funciones fotosintéticas,

La ausencia de actividad de ureasa y la acumulacidn de
urea durante el ciclo de crecimiento, tanto en los cultivos
fotosintéticos como en 1os cultivos en periodo de everdeci
miento {(grdficas 11, 18), indican que estos cultivos no
son capaces de metabolizar urea y por lo tanto de obtener
amonio a partir de arginina o canavanina a través de la
via arginasa-ureasa presente en la plante. Por otra parte,
estos datos sugieren que la arginasa presente en los culti
vos podria participar en vias catubSlicas y no en la via
arginasa~ureasa.

Las determinaciones de la poza metabdlica de amonio en
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eatos cultivos a 1o largo del ciclo de crecimiento, sugie-
ren que el amonio del medio es incorporado por los culti=-
vos y utilizado a 1o largo del ciclo, este hecho aunado al
crecimiento mogtrado por los cultivos, indica que estos fueg
ron capaces de utilizar como fuente de nitrégenoc al amonio
presente en el medio. For otra parte, las determinaciones
de las pozas de nitratos y nitritos indican que los prime-
ros son incorporados a las células en cultivo ¥ que sgon re
ducidos a nitritos a 1o largo del ciclo de crecimiento, por
lo tanto se puede considerar que los cultivos de C. ensi-
formig fueron capacesg también de asimilar los nitratos del
medio como fuente de nitrdgeno.

Los cultivos crecidos en arginina 1 y 5 mM en condicio-
nes d2 oscuridad e iluminacién, no pregentaron actividad de

arginasa ni de ureasa, este hecho aunadec al crecimiento tan

limitado, sugiere que bajo las condiciones ensayadas los

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

arginina y por 1o tanto a la canavanina como fuente de ni

trégeno. El1 hecho de que en estos cultivos a diferencia de
los otrosbcasos que se reportan, no se detectara .actividad
de arginasa, pudo deberse a una inhibicidn de esta enzima
por su sustrato presente en el medio de cultivo. -La idea de
que la arginina no fuera utilizada por no estar disponible

para los cultivos puede descartarse, ya que se ha demostra
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do que la arginina es incorporada por las células en culti
vo2. ¥l crecimiento mostrado por estos cultives, aunque 1i
mitado, pudo ocurrir a expensas de las células viejas, La
similitud entre los datos de crecimiento de 108 cultivos
mantenidos en la luz y en la oscuridad, sugieren que la ac
tividad fotosintétieca no tuvo influencia sobre este pardme
tro. Los resultados de las determinaciones de las pozas-me
tabdlicas en estos cultivos, aunados al escasd crecimiento
Yy 2 la ausencia de actividades enzixdticas, parecen indi-
car acue las diferencias observadas en dichas pozas en cul-
tivos crecidos bajo diferentes condiciones, se deben Unica
mente a diferencias en la incorporacién de arginina causa-
das por las diferentes concentraciones de este aminodcido
en los medios de cultivo.

Para los cultivos en mesdios conteniendo urea como fuen
te de nitrdgeno, el crecimiento fue muy limitado. En estos
cultivos tanto en los crecidos en medios contemiendo urea,
como en los medios conteniendo ademds Ni, se detectd acti
vidad enzimdtica de arginasa pero no se detectd actividad
de ureasa,

#n experimentos realizados por Polacco en cultivos de
tejidos de soya (24 ), se observd que la actividad enzimé
tica de ureasa s8lo se prnsantaba cuando en el medio dg R

cultivo en que crecizmn las células existia nfiguel.

2 Loyola, V.M. : Comumnicacidn persncnal.
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Los datos anteriores sugieren que la ausencia de acti
vidad de ureasa en 1los cultivos de C. engiformis no se det

be a una inhibicién por falta de Ni-en el medio de cultivo

Y que bajo las condiciones mencionadas, estos cultivos no

son capaces de utilizar a la urea como fuente de nitrdgeno,
agimismo sugieren gue la arginasa presente en los cultivos

participa en vias catabdlicas y no en la via arginasa-urea

sa presente en la planta, Kl hecho de que la urea no fuese

utilizada por las células por indisponibilidad de la misma

puede descartarse, ya que se ha demostrado gue egte sustra

bo es incorporado por los cultivoaz.

Resultados de determinaciones de la actividad de las
enzimas GS, GDH y GOGAT indican que estas enzimas estén

presentes en los8 cultivos de C. ensiformig crecidos en el

medio de Linsmeyer y Skoog3.

Resultados de HPLC indican gque la L-canavanina no esté
4

presente en estos cultivos’,

De acuerdo con los resultados y los datos expuestos,

se puede concluir que en los cultivos de Canavalia ensie
formis bajo las condiciones ensayadas no opera la via argi
nasa-ureasa presente en la planta para el metabolismo de

la canavanina,

3 Vazquez, F. : Comunicacidn personal.
4 Scorer, K.L. : Comunicacidén personal.
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