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ARREVIATURAS

ATF _ Trifosfato de adenosina
AOF ' . Hifosfato de adenosina
Cda' Iiditido de carbono
g _ Gramos
mH _ Hiiimolur
min ' Minutos
NO, " Ion nitrato
CNOR Ion nitrito
_NhDH Nicotin-adenlin-dinucledtido reducido
NAD" ~ Nicotin—adenin-dinucledtido oxidado
;}p - . Recién preparada
m1 Mililitros
NH4 Amonio
-Hgsoq Sulfato de magnesio
NH ,0H Hidroxilamina
.glu _ Glutamato
. gln :_' Glutamina
 Fd Ferredoxina
NR ' _ Nitrato reductasa
NiR : Nitrito reductasa
‘GDH - Glutamnto deshidruéenasa
GS Glutamino sintetasa

GOGAT Glutamato sintasa



- RESUMEN

'-Lnﬁ-biuntné;qungiqﬁomentéise ven sometidas a distintes
tipoqu;'estrés'durunte su desarrollo, por lo gque su meta-
'bolismd debe uJuétarsé rdpidamente o los nuevas condiciones
para que la planta puedn sobreuivirr En general, la mavoria
de las .planias responden o los diferentes tipos de estrés
mediunfe la sintesis de compuestos nitrogenados Y 51 bien
es cierto que eyiste unao degradacidn de proteinas, a partir
de la cual se sintetizan algunos de estos compuetos, no es
suficiente, por lo que debe edistir una asimilacidn de novo
de nitrdgeno. e tal manefo que es fundamental conocer como
nfectb el estrés a las enzimas de la asimilacion del amonio

(GO y G8) durante el estrés de sequla o salinidad.

En las plantns de 2,5 affos de Cathaerapihus__roseus que

estuvieron sometidas a un estrés de sequla se vid gque la

actividad epzimdtica de la GIH no se wve afectada, o

diferencia de 12 actividad de la GS en donde la actividad
se encontrd disminuida, este hecho nos sugiere que las
plﬁntus ba.jo una condicivn de estrés de sequln a esta edad;
asimilan el amonio por la via GDH. S8in embargo las plantas
de C._roseus ahorn sometidas a un estres de salinidad, se

LN - § -4 NN 3

encontrd que todas 1las enzimas gue asimilan amonio estan

diminuidas, por o que se ve que esta planta responde

.
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distinto dependiendo del tipo de estrés nal cual s&8 le

somete.

En relacidn «a plantas de 1la misma espetie pero de seis
meses se ve que  responden igual a los dos tipos de estreés
en donde la actividad de 1a GDH- no se ve afectoda tanto en
raiz como en ho.ga, no siendo asi para 1a G8 de hoJa 1a cuanl
no se modifica en condiciones de estrds ¥y  en raiz se
encontrd un aumento considerable dge dicha woctividad,
sugiriendo que 1las plantas .jovenes sometidas a estrés

asimilan amonio por medio de las wvias GLIH y GS.

Un hecho de llamar 1la atencivn fud que esta planta a parte
de acumular prolina, cuando se encontiraba sometida a
estres, tambidn se encontrd aumentados sus nivgles de

" alcaloides.
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Prough out their life, »lents are undcer éifferent types
of stress so their metabolism must adjust rasidly in —
order to survive. '

A geperal responZe is sythesis of nitropenous compounds
and though theré is protein degradation, released nitro
gen is not sufficient for this synthesis so de novo ——-
assimilation muét ocour.

We nre interested in how nitrogen assimileting enzyme
meinly GDH snd GS, sre affected by wster or szalt stress
in srder to understand how plznts cen accumulste nitro-

gen metabolites.

In the plents of 2.5 yesrs old that were under water —
stress show thet the GDH activity doesn’t affect, inste
ad the G5 smetivity decressed. This fact show us that —-
plants of 2.5 yeers old under weter stress their nitro-—
gen e@ssimiletion is wvia GDH. However in plants under —-
salt stress show thet all their activities of nitrogen

assimilation decressed.

According to this work plant s responses are difierent

depending on the stress they are under.

Plants of the same species & months old have egusl res-
ponses to the same kind of the stress. GDH sctivity ——-

doesn“t seem affected in roots and leaves,
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However in lesves the GS sctivity is modified by stress

‘condition and we found en incrensed in roote,

The former suggest that young zlentz under ctress tend

to @ssimilate mmmmoniuws via GDHE 2nda GS.

One fect to be pointed out is thet fhis plents besides
accunulnpted proline, inereased, it s alkaloids levels

under =tress.

In conclussion, the pothwey utilized for nitrogen amessi
milztion under stress depends on both the physiological

stage of the plent and the type of =tress.
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" INTRODUCGION

p_,_7~ fb§éuS, albus v acellatus,
qmpibigntn ofnqmental' tiene un gran

e . 200
'.dic&iq{dgg, :fibéntiﬁbs:' ibogay corinote, aspidosperma ¥y

-“féé#figh 5 inédifd de los alcaloides del tipo aspidospermm

" .ge encuertran la vincoleucoblastina (VLRY ¥y la vincristina

(UCR); ias cunles son wutilizados en el tratamiento de las

_enfermedades neopldeicas humanas (Romero, 1984),

Sin embargo, el rendimiente en la extraccidn de estos
uicoloides es muy pobre, L g v 0.02 g por 1000 Kg de peso
fresco, para 1la VLE ¥y 1la VCR respectivamente, por lo cual
se estdn buscando nuevas estrotegias con 1as cuales se
pueda aumentar el rendimiento en la obtencidn de estos

nlcaloides,

Una alternativa es a traves del conocimiento de las vias de
sintesis y degradancion de estos metabolitos y e los foc-—
tores que los nmodifican dentro de estos factores tenemos;
lq nittriciodn de la planta ¥y los condiciones ambientales en
las cuales crecen comoc sOn  temperatura, luz, humedad,
salinidad, seqitiay etc. (Brachet b4 Cosson, 19863

Frischknecht y Baumann, 1985).



8i esto es ctierto, enlonces podrin aplicarse un determinndo
tipo de ' estrés, para’ obtener mayores rendimientos en la
produccivn de - alcaleides o posiblemente alcaloides

‘wspecificos‘en respuesta a un estrés determinado,

Como.durdnte 2]l estrds se produce una gran movilizacidn de
nitrtigeno, principalmente el que proviene de la degradacion
de protelnas que se produce durante e: estrés, es fiupdamen-—
t2l entender como este nitrdgeno es reutilizado para 1la
stntesis de nuevos compuestos, por lo que el objetivo del
presente trobndq eg determinar el mecanismo de

reasimilacidn del nitrdgeno durante los estrés de sequla o
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L ANTECELENTES.
1.~ RETAEOLISAD NITROGENMADD. : -

L2 mayoria de-1as plantas Son capaces de utilizar tanto al
‘amonio como - al nitrate  como fuente de nitrogeno. Ectos
coempuestos son tomados por medio de las ralces donae son

‘asamilados y¥s0 tranzsportados a las hogas.

:Normdlmente el aMoON1o0 no es transportads como tal en 1la
‘planta, c1n embargo e¢ste se genera dentro de la ho.ja como
p;buuctn de 1a reducciovn del nitrato, por la degradacidn de
ls asparagine tanto a  traves de una  trapsaminasa tLioyd vy
Joyv, 1978, o una  asparaginaca (bLea  y mnifling 1980 2 y

autrante la rfotorrespiracion ( Keys, 19803,

En ahos recientes se han reportado una gran  canticad de
25tug10= cobre la asimljiacion del nitrogencs Cavain ¥y Aatkins
(1274, reportaron 1a 10NCcOorporacion deY¥n en la fraccion de
‘amino4cidos en ho.as de cebndn. Lewis y Fate ((1973)
ectablecieron que la incorporaciun relativa: del nitrdgeno
ael naitrato, del dci1d0 glutamico ¥ de la glutamina, a un
cHICONSE rango 0 COMPUESTOsS aAmlno €S muy similar. Yoneyama
S fumaZawa  W1?75) determinaron que el natroto se  reguce
rapiaamcnte a2 amconio en ln ralz donde es i1ncorporado a 1la
giutamina » al glutamatoe. (e 3gual manera el patron de
incerporacion del nitrogenoc a protelna es similar cuanao se

agministra amonioc o niltratvo. Cuando se administra ’5ND; Qa



ro.parwe ‘de :la marca se

:ﬁiiﬂfﬁbe (Frobyn ¥

 -fn1trdtd eec fuertemente

con cloroplastos 21s514a00S,
de niirogeno

T anorganicos

[lecsde 1Pos, Ingle determino que las enzimas i1nwvolucradas en
la asimilacivn del nitratoy, la fR ¥ la NiK, se 1ncrementan

S1etLe Vveces- en respuesta a4 sus Tespectivos sustratos.

Lo reduccion del nitrato acurre en dos distintas reacciones
catalizadas por diferentes £nIimas. La pramera reaccion es
catalizada por 1la nitrato . reductasa (E.C.1.4.6.1  NALHG
Hitrato oildorreauctasa), ina enzima  gue transtiere  dos
electrones gecsde el HMHAVPIM , siendo  los proauctos ge 1la

rcaccron el naitrato, el MrbcF) v el Hlo

+ - +
NO, 4 MATICFOH + H —m e = NO; + NADCE)  + H,O

Ln segunhoa reaccilon del proceso de reduccion del nitrato
invelucra la conversion del nitrito a amonio. LBl nitrito
ontenlico en 24 citosol por la accion de 1la NR s bompendo
gcniro gel clorcplacto de las hogas o ge los plasticos en

la raaiz,., Ozntro de ecte organelio se lleva a cabo la reoguc-—
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. L e
.ael nitrito;

tlasta antec se: consideraba gque el nmitrogeno era

‘acimilincora’l traves. de ta via de la glutamaio deshidrogenasa
RELCv1ed. 1.2 L-Glutamato! NADl eiidorreductasal, entre otras
‘cosa5 porgue esta enTima se encudentra distribuida unaiver-

zalmente ¥ posee una alta especirficidad por sug sustratos.

el o-cetoglutarato y el amonio.
+
MHy + o-cetoglutarato + MAal{FIH =—-—- ?glutamato 4+ NALKF) +

La GOH ez wuna metaloenz=ima, ya que la adicaon de agentes
quelantes, como el EDTmM o la B8 h:idroxiquinolina, provocan
una  disminucaion de Sy actividad. Ecota perdida de la
actividaa eo rectauraan  mediante la ‘ad1ci¢n de calcio
tEhmKe » Hartmann, 19783 Loyoia, 1v8B3; Oaks et al, 1980).
Exicten wvarias 1soenzimas de la GLIH  (Barash et  al, 1973,
1977%; Loyala, 1983) cuya funcion ann s desconocey S1 bien
reclentemente se ha  propuesto que algunans de estas 1soen-
Zilmas pueaen tener una tuncaiuvn durante la diferenciacion

celnlar (Lovola-\vtargas ¥ Sanchez ae Jimenez=, 1984).

cuange en Lemma_minor hay concentraciones elevadas de

amnonla, la activioad de la GIH se incrementao. {Rhodes,
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1¢%4) . Estn .,.c-.n:_ﬁ_lml:\' -:;_d-é'ni_-ﬁs . E'Eb inhibign por ATF, 2l cuyal es

Un Zustrato:par
inniben 1o act
- pgqﬁéﬂoqe ect

L erzimaigue

enTimal que tanbien

‘e

n tanto que el aAl¥ y el 5°-aMF

;qad}de;lqisb,. mientras que sSclo tienen un
spnreﬁlgﬁ:ﬁciiv1dnd de la oGIH . La otra
;;m;idf‘nﬁbnlo ec 1la glutamino £1ntetass
fuluﬁﬁﬁ&iéf  nmnnio ligaszsal,y la cunl es unn

“seencuentra giztribuigs universalmente,

~lareaccloniqie cdtaliza es la siguiente!

ATl + 't-glutamato 4+ MNHgq

——

GSr ﬁg
———w———— | —glutamina + AL* + i

Egta onzimn también es capaxz de utili=ar NH o OH come
SUSTLTATLOJ

aTE 4+ L-glutamato + NH , OH e >  ¥-glutamil-¥-
hidroxamato + abf + Fa

Entsten dos isoenczimas  ge la G5, (Nishimura et al, 19BZ)
Hirel et al, 1982; LGuiz et ol, 1979), una en el citoplasmn
Gt (1) » owra en el cloroprasto GS (I1). Rhodes (1%75)

daectermino gque la sKm de esta enz=ima para el amonio {(siendo

Similar para ambas 1S50enZimas) es muy bogn ¥y ademis que 1la

=

activiaad de ia GS drasminuye en presencia de S mr de

anonio.
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.c€recla un cultivo de
condiciones limitantes de amonio,

jliutmmate ‘pravenia .de una via distinta a la

~ " NALH o Fd

Glutamanas+ w-tetoglutareto ~==—=——=~=-—n ~-» 2 Glutaemato

- Cdﬁtrp';ﬁ65_mué tarde esta enzima fue descubierta en plan-—
cns'\Fbwler'ét:ul} 1974, M1tlan ¥ Lea 19?4{. Actunlmente se
.saoe que on plantas existen aas GOGAT, una dependiente de
nADH » la otra de federroxina <Aatoh et al, 1979). Oaks et
al (1979) encontraron ufa marcada estimulacion en  la
activigad de 1la GOLAT cuande afiadiq NH4y4 C1 a sus
preparaclones (eutréctos de endospermo ¥ ralces de malz).
Tambien encontrod que 1a 606aAT ez actavada por KEC1., Se ha

encontrade que la  activiodad de la GUGAT-Fd se incrementa

pardlalamente conforme el proceso de enverdecamiento

avanta, o diferencra dge la GOGAT-NAUH que no se ve afectada

\Murille y Sanchec de Jimene, 1985).

LOS experimentos ge marca con “N ¥ 1n nediada dae las
actilvigaees enTimaticas hanh permitido determinar que la van
GS/B6006AY es 1a rutn principal de asimilacivn de amanio (Lea

;s niflin, 19742, en tanito que le funcion ae la vin de ia



1?2?),;$d funcidn discusivn.

- bastribucio
 En:¢$p;ﬁqc._
un;é;&fé#tép; smay. e f‘mtpuqbe"ld NiR ¥y 1o glutamato
ragﬁhIAréjehqémhgﬁpH“ﬂﬂﬁﬁﬁf:ésﬁﬁﬁuén €l cloroplasto mientras
que;1$fﬁﬁﬁ-ﬁhﬂﬁ:;é:éﬁcuéirn en la mitocondria (Magaolhaes et
aly 19742, £n  l1las plantas C-4 la reduccian del nitrato a
Nitrito parece ocuTrriT pramariamente en las celulas del
mecsufilo, en tanto gue 1a incorporacidén del amonio a com-—
puestos organicos por la GOH ze lleva a cabo en las céluylas
de 1a vaina wvascular (mellor ¥  Tregunna, 1971; Rathnam ¥
Gerala, 1978). Mientras que Id 1ncorporacion del amonio a
lns' compuestos orgdanicos mediante el ciclo glutamino
zintetacasglutamato sintasa (G5-.0606AT? se lleva a  cabo en

las celuiag gel mesovfile (Rathnam y Gerald, 1%974).

II. ESTRES

Ln aonos  recilentes los biologos han  adaptado el término
estres para cuaiquaer tactor ampiental potenciralmente
aezfavornobie 2 loT organlshos vivos (Levitt 1¥80); por otro

lagdo, los fiziwulogos vegetoles lo han gefinido como aquella

‘papel dé;mélflddnte_rﬁlgun,-



no produce bilomasaj; en

pqulmzcn%*:es uquellm condicivn baJo

p_pductos-secundmr;os.

‘ipuegen moverse, se ven somevidas

“ind serie de estres como los mosirados
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fizagramna 1. Direrentes tipoc Ode estres 3 los que se ve

cometiaa una pianta {(Lewvitt 19805

If.n. ESTHES D auvun.

En geoneral 105 terminos de estres ae aguis vy de sequla san
utaliz=aoozs indastintamente, mlientras que Ccdando se trata de

un cecires o agus poOT EMCESO se le agenomina ahogamiento.



Lo @icminucion del crecimiento  celular per alargamiento es

séﬁﬁ;bles  de la planta al estrés

crecimiento  celular esta cuan-
do- al turgor de la celula, vy el
_ismlnuye nl bagar el potencial de

algunas. plantas 1a 1nhabicion ael crecimiento

decbers potenciales Ge agua dael oraen de -1 a -3

nnf@;(ﬁe-;tt}  19802, Sin empargo, &n otras plantas el

‘croecimicnto puede ‘disminuir hasta que se tiene un potencial

de'ugun de =50 bars (Hsiao 1973).

La apertira oe los estomas también se ve afectada por el
esTres de agua. Combo se =abe es a traves de los estomas
que el €D,y entra en 1as hogas de las plaptas peéro al mismo
tiempo ce evapora agua a traveés de ellos. Los movimentos de
1o estomnasz estdan regulados por 1a luz ¥y 1la cantidad de
agua en ia planta «Ilgan, 19575 Hsi1ao0, 1973). Otro
purﬁmetro que se altera por la sequla es lao fotosintesis,
¥a sen- porque al daisminuar el tamaro de loo estomas se
11m1tn_1n absorcion del CGU, o© porque cse TFegucen lias
actividage: fotocinteticacs del tegicgo verde y el contenido
agc clorefilla (humar ¥y nmohanty, 198623 VUyas et al, 1985,
furapte un  ectres de agua  las actividades de 1las dos
enTinas ihavolucTradas en la fir)ncion oel CUg_, la tosfoenol
piTuvato carboxilaca, FEFCasa (E.£.4.1.1.31 OUOrtofostatod

talgacetato carbodi—-liasae) y la ribulosa 1,5 bifosfato



“la fenilalanina
L-Fenilalanind amonio

1973y, Sin embargo.
in

qzutotlun reductasn

'(E C 1. 6.5._ MHD(PJH.‘ giut#ﬁian—ulsulfldo ostrdorreductasal
thmp;e y “BurK?, 19384), 3 ia.d*nmlloso (E.C+3.2.1.,1 14—
—D-Glﬁcun glucanohkidrolasa). También hay 1ndicios de que el

GtTres de agud puede aumentar la expresion genetica de la
sfamilaca (Jacobcen et wl, 1¥86). Utra enzima que muestra un
AaumentTo en Su actividao bagyc gondiciones de estres es ia
ribognuclensn (RNfasal (E.C.2.1.26&.1 Hibonucleatro

S~oligonucleotidohidrolasa).

La mcoificacien en la activaidona de 1la ribonucleasa se
produce en dot etapatc. en la praimera etapa fiy un rop;dn
1NCrEMENLO  duranNte 105 primeros dias gel estires segulido
poOTr una ni:%lnuc1un, en tanto gue en la segqunoa etapa se
produce un incremento que Se manticne a9 10 largo ael
OBTTS, 1o cqunl probablemente contribuya a2 su  muerte

tLevitty 19800 .



estres’ en - 'los que Se proailcen  camnbios

apservablecs e nttividades enzimaticas » la division

ccelular.se: encdentra inhibida. ECuando los te.jidos llegan a

“ast c 151010g1co  la concentracion del acido

tie otLros reguladotres del crecimiento, como
15 C1TeCININASy 1as cuales disminuyen a medida que aumenta

‘el”géibés de agua (Hsiae, 1973).

Tl gérm1nuc1on, al 1gual que el nmetabolismo de 1lo0s
carbdn:drutos, zufre mogitlcaciones en presencia de un
estres ae agua (Hegarty ¥y Ross, 198¢03F Hetha y Small, 1985).
Tambxen ce ha qpsgrvndn una inhibicidn en la sintesais de
las protelnas solubles dgurante el esztres de agun (Singh et
al,y 1972); mientras que otree grupos de investigandores han
geterminado que Se& produce J2n  rncremento (handpal ¥y Rao,
19857, gtros grupos de 1nvestzgaaores han reportado cam-
bios R los pat;ones electroforeticos de las proteinas
vThakuar 3 Rai, 1982)., leosde el punto de vista anatomico hay
cambios a nivel ultraestructural de lats cé&lulas corticales
ba.)0 conadlcilones de estres de agua (Ciamporova, 1980). A
nivel {frecioldgico se observis una acumdlacion de  solutos
vOzonupix ¥ Davies, 1978; Sharp vy Davies, 197?), tanles como

amihoacigos libres {lLrosscpouilos et al, 19853, Hsiago, 17730



Tle

. proiina- "JQQG'F;'-"‘ ¥ .".'é"_'ef't?'__l.???,.? .-._'.:'J-I‘-utol-.-i. ¥ Yamada, 19643
'_sné-.-;-'ﬁi-an?a', 1983y, o - .

razin la {echna nd ce cabe cual €5 1o finniidad de que la
pinnta*acumulé dicnotc compuestoc. Sin embargo, Singh et al
t1973 b)) hnan propuezto que el conienido de prolina esta
relacionnaoo con la resiszencia o la sequua de éspecies ge
'_cebauo, permlitiendoc la pianta cobrevivar baJge oOicho
oStTes, mientrac gque Stewart ¥y bLee (12741) han sugerido gue
1a prolina podria fupcionar temporalmente comoc un compuesta
de renerva de £, o v energia. Otra pocaibilidad es que estas
compuestos funcionen como osmorreguladoresy como en €l algn
unaicelular dcnormonac_maihamens:iss Ecte organismoe sintetiza
un compuesctd poco usualy elv-galnctosil-glicerol, el cual

apareptenente le s=sirve comc un  osmorregulador (Hoi1ao0,

19702,

Como se puede apreciar de lo daicho anteraiprmente el esirés
gc daguad cawsSa una variedad ae cambios  bicquimicos vy
ficiologicos en las plantasy, algunos de los cuales pueden
s0r los responcables oge 1o adaptacian ae algunas plantas al

oLSTrec.

I1.E. ESTRES DIE SmLINIDALL.
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».salinidad progucido en 1o

ta mayor.

naturalex $0d10, particularmente el

exizste uha relacivn directa e

inceparan

se le na llamadosy un estres de
m@g1cq}”51n embarqo, el estires de salinidad por
:?g;ﬁzé_é“pfé&ﬁcé aefectoc en la ptanta y por lo general se
:ﬁ}éﬁu;eﬂﬁnq inhibicidn, tanta del crecaimiente comc del
aesarrollo (Garg et al, 1981; Gumex et al, 1983), disminuve
ln .germinacion tHaosson ¥ FolgnkKoff-riayber, 1980)y 1la
fotocintesis ¥ la respiracaion (Shone y Gale, 19Y83). Tambieén
sc i1nhibe 1ia wvelocided de {figacion del CUg., debido a que
lag actividaoes de la fosfoenwlpiruvate carpboxilase y de l1a
ribulosn 1,5 bifosfato carboxilasa-onigenasa disminuvyen,
pero hay un 1nkcremento en  la oc{1v1dnd de la dehidrogenasa

milica (Levitt, 12&80,.

El metabolismo de los acides nucleicos tambieén se ve afec—
tado por el ectres de 5;11n1dod (Tsepov y Kabanov, 1983),
al a2gual gue el metabolismo de las proteinas. En general,
sc produce una disminudcion ae cu sintezis Y un rncremento
cn cu hidrolisis, tanic en plonpns cultaivadas como s1l-
“sectrec tLevity, 1980, 1inacpendientemente de qgue en

algunes cacos Nay una agecuads absorcaon vy regucciun ael

H1ILratoe LLanaoalie et al, 1733 En uliguenos casozZ, Se  ha
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@stimulacivn de la-sintecis de proteinas como

rcportago: una

pbada resistentes a 1o salinidad

S lReTeEmento en su actividad

alinidad, -como es el caso de 1las

lﬁﬁl?ﬁﬂ) y las rapbonudcleasas (Gomezx

‘‘tanto que otras  enzimas presentan unAa

:fﬁx;m;nqglqn gnnﬁh.ﬁctiv:dad, como la catalasa (Kai1ir et al.,
.flﬁéﬁ;;:én}1ulgunos €Aas05 el aumento en la actividad se
,pﬁ;aﬁqéna bagyas concentraciones de sal y» la disminucaion a
ﬁltms_?toncentrucxones, como e&s el cuso de la malato
gehidrogenasa (halir et al, 1¥8B4), ec decir este fendmeno
es una funcivn de la concentracivn del NaCl que se

-

chocuchtra proautiendo el estroes.,

Otro efecto producido por el estres de salinidad son los
cambias a nivel ultraezstructural en las  raices (Harvey et

al, 1%8%9).

Al 2gual que en &1 eciTeS de  agua, en el estres de
salinidag tambien se proguce una acumilacion  de productos
me@tabolicoz (diagrama 2.3, ciendo los mas frecuentes la
proling (Stewart y Lee, 1974, Shevyakova 1984, lmanul v

Larner, 1983) » la glicipa—-betaina (bBrieve y fhaas 1¥8497.,
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£l aciao aosc151cd vpBA) se ancrementa en las  hogas  en
reﬁpuesﬁn n Vvarios tipos de estrec: deficiencin de
_nﬂtrzentez; toxaicidad por solinidady enfriamiento, sequia ¥
.on:gnm1cnto, ¥ puecsto que 1a reduccidn ael turgor vy del
potencial de agua npo estan involucradeos en todos los diver-—
£05 t1posc Oe estrécy podriao ser que el Abs fuera el fito-
rrogulavor univercal del estrés. En todos los casos hay
ana rcoguccien ch el crecimiento b4 del metaboclismo,
 conservandose wasi los recursos pata cuando desaparexzca la
ccndicivun de estres. (Hsi1ao0, 1973, 19745 Sakurai et al,

L7339,
I11. £t ESTHRES v EL METABOLISMO NITRUGEMALD

Hay muitY poca informaclion acerca del efecto del estres de

agua cobre ¢l metabolismo nitvrogenado. Se sabe que hay una



Jaeran délfnitragehof;(hpnriéioset nl,

_hﬂ_diﬁﬁ}hﬁﬁ?ﬁhfgﬁ: 1o toma de

{fﬁgﬁ;tdiéﬂ:nQQE_(Tallmk ¥
11934),: aﬁi como del +lu.o de
F;K&;Bgui'.r Tamada, 19547 . La

a:nitrato” reductasa en las plantas esta

“factores ambientnles. Eswn ec una enzing

~inflidencrada:po
L.1nduciple ‘par su propio =sustreoto, el nitrato; v como &sta

#1vo e 1n0__“itro es por

- e ——l o

 tiéAE:unﬂ7V1dQ media muy corta in_
o506 que cualguier +factor que afecte la disponibilidac deil
nitrnto o de 1 sintesac de protelnnas, nfectaran su
aﬁt:vzand. urapte el esures de agua la actaivadad de ta nR
s5e pisrde rapirdamentey (Vyas et al, 1285; Smairnoff{r et al.,
178%; Fiaut, 1%74) a diterencaa de otras ensimas, como la
glutamine €intetasa que no se ve afcctada (Tayior et al,

1932), ©o s& encuentra colamente dicminuida (Raur et al,

1959,

Otra enzima- que cSiempre presenta une dicminucion durante el
ectres de sequla en sy actividad es 1a nitrogenasa (haur et
al, 1985, L2 danica enzimil de la asimilacion del amonio
que Se CnEucntra aumentada durante el estres de agua es la
glurtamaro ocez-nidrogenasa tJager ¥ neyer, 1977; Kaur et al,
19€5), Solo eillzte un reporte, ©n noduielos de alfafa, en el

que Y= aemuepsTra que 1a acTacidad ae la glutamato

aenhlorogenasa SE chcdontrao rnhibiday en tanto que laz



enzanas’ de. lu ruia gluvamino sintetasasglutamato cintasa se

chncuentran activas

poca.informacisn  acerca del

alinided  sobre . el metabolicmo

““han  obcervado que, en cepada tipo

.ﬁ};;uygfh,_bbjéTﬁn é%tnés ae 5ﬁ11n1dqd se me.jora 1a rtoma de
.HlifdééaprGAémaﬁ ‘de .hober Uuna mAayoy 1ncorpoTacion de
'ﬁztfﬁgcnn en  la fraccion proteica, en contraste .con 1la
copada tipo inviernoy, en la gue el estrés de salinidad no
ofcetaba 1o tomn de nrtrogeno (Helal y  nengel, 1%7%). Los
reportes ael erecio de la calinidad en la asaimailiacion del
nitrogcno soh contragdictorios, por gque no hay estudios en
los que ce nayan mepdido todos loz procesos de asimilacaoen
grl nitregono Ssaimultdneamente. For  egemplo Asioam et al
V17347, gdemoctTaron que mientras que la toma de nitrato es
inhibida, 1a reguccivn del nitrato ¥y del nitrito fueron
poco arectadaz, lo que sugiere que el estres por salinadad
afpcta la actividad del transporte del nitrate ¥y como

consecuencla la actividad de 1a NR.

Tambien se& han hecho estuglos conh respecto a la  toma de
AmoORl1o JFessararlz y Tucrer, 19857, ¥ ©5ta se encuentra

grominuidn DAJO UN estres ae salinidad.



durante el ectrés. de Salinidad (Abdel y =zahran, 1981,

Eztudios hecheos en plantazs no Tesictentes o la salanidad
demuestraﬁ que las actividades de la GLH y de 1in GS se
oncusnLran inhibidags ba.Jo condiciones de estres de
galinlaad (Rokovn et al, 19¢7H). For otro lada., cuanda se
c5tu0l1o @l comportamiento de dos genotipoc daferentes de
mi.g)o (Bottacin et al, 1984 se encantrd aumentada 1la
activida de la GDH-MALOH en amboc genotipos, a diferencia de
1ae choimas GS/GOUGAT, cuyas'uctividndes fuzeron altas en el
genotipo res15tente-r bagas en el genotipo no resictentes
lo que  sugrere que  la resistencin a la salinidad padria
G3TIT dadn en portel por la presencila de la ruta GS/GOGHT.
Llatoc similares han Side cbtenicos en las plantas halofitas

en las gue se produce un estres de calinidag (Hillard vy

Foucaua, 1980..




 HLIPUTESIS

';La: pl@htn: f?@ﬁbﬁﬂ&éﬁ ﬂ” loc diferentes tipos de esiTes
mcdzﬁntefqutthésis ‘oe compuesios nitrogenadosy parte de
‘los lcﬁﬁlé:'fﬁdn szﬁfetlzados a partar de aminodcidos
‘pﬁou¢n1pﬁtéé de la agegradacion ag protelnac. slq embargo.,
Lo"tuﬁtldna ' de compuestos rnitrogenados cintetizados
;Ed?pépasﬂ-lo de 1oz provenientes oe 1la aegradacion ge
proteinas, por lo que depg ex15t1T  una asimiiacion de
mniiregencs ESto sugrere gue ademias de la requlacidn normal
de las cnzaimazs  que asimilan el paitrogeno depe euactir un
control proveniente de la situacion de estres por lo que
parg la pilanta. Caga tipo de eztres provoca la acumuliacion
ae gilferentec cCcompuestos nitrogenados. por 1lo +tanto es
probable que gdependiendo del tapo de egctres gse manitieste
cspecificanente alguna ae 1as vias de asimilacidn del

nmon:o.

En este trabago se plantecaren las siguientes pregantas:

l.- Cual ge lasc gos vins de asaimilacaivn de amonlio cohoci-

gut t¢cid {fRIRACloOnRAnce LoJo CONO1C1IOR de ectrec T

o= vz la edad fFlsS10iujica de la planta un raCcLor a con-

Ciluerar CR Lo recpuiecta al &3trec 7



- &

i)
[~ -

los aminoacidos, entoncec se encuentra dicminuida 50 pozal

.._'J.}_

1 1o nuevos compuestos. Con SintetizTndos A expensas de

r

v~ Egty 1o.poz=e’ce prolina ¥ los alcaloices aumentados 7
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S BRIETIVOS

. agimilacion ge amanio durante

11y

“salinlded en plantas de §_rogeu

‘relacion entre estres ¥ acumulacivn de

. ®agerivesiEspecitaicos:

1.~ .Dererminer el efecto del ectrez ae sequla o de
salanigad en el metapolismo niirogenado, e@speciticamentie en

las. actividades de las Sigulientes encimacst
S8+ (hesniarogenaca glutamical
GE (Giutamine ciatetasa?l

en piantas de £._rosous de V.S ¢ 2,4 afo:z de edad.

2.~ I'eterminar ol contenido de protelnec toitales, asl cono

las pozaes de aminpdcidoz totulez. proline ¥ alceloidec

1013188,
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LISERD EXFEHIMENTAL -
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-3 plantac ge 't ‘edades riziologacas: 2.3 afos

}f60£6¢ previos de nilesiro laporatorio
\the:,ﬂlféqﬁkfﬁﬁﬁﬁéﬁuﬁ:Qﬁé  la asimilacion de: natrogeno
}cnmnlﬁ.cqn¥nfmeu-éamblu in' edad ae 1las plantas. De tal
ﬁanefn qﬁ§"'lu.v1qu--de las plantas de € THSEYE pueden
 qig1q1r¢é;”Cn ‘tres etapes de acuerge a2 Su patron  de
asim1luczun del nitrogenoe. Una praimer etapa  que comprende
haosta los 8 meses, una 1htermedia g4esde los S meses hasta
los 2 arioe ¥ la altima ge leos & arfoc en adelante. For lo

que la respuecta ge estres tambilen podria estar variando de

aguerdoc a ectoe comportamiento.

L3t plantac cultivadas en tierra’ ba,go  congigiones de
invernagero, oo dividlieron en 3 lotes. Uno se-utlllzu como
teztigo, loc oLros gob tueron utilizadots para  los
tratamientos de Ssequia o salinidad. Coda lote estuvo for-—

made por 13 plantas.

£1 lote control conzisctic en regar todos  los dins  a las

piantat CCh agua.

El tratamiento 0€ gequia €ONSittiu  €n ho regar lac plantas
gurante &1 perioco ae estiialo, por 10 gue este EsSLres va

aTumentanoe conforme tranzcurrte el tiempo. €En tanto que el



Lratamiento de-

CunRa £olucidnotd

aecspuds’

esiudio, étnoinnce:que €l estres se Vvaya disminuyendo

‘”6I'ﬁd6uﬁf§iii1empbi,”“
'ay 1§fd1h5, se& recolectaron lus hogas ¥ las

‘raices. e’ cadasuno oe los lotec de las plantas de 2.5 anros.

Fara las planins ae & meses los dias del muestreo fueron 0,
& y 11,
Todos los edperimentos tueron hechos por triplacado. Fara
@110 e hicieron ciiblotes de 4,4, ¥ 9% plantas, se tormaron
nogns de  la misma edad tisiolougica de cada sublote para

ca0a una de las raplicas. Es  decir cada replica se llewd a

caoo con el material de 3 planias direrentes,

Tcgac las muestrac fueron congeladas o - 70 *CL, ¥ tanto de
laz hoyas, como con las raicess se hicieron polvos de
ascerana con €1 obgeto de copservar megor las myuestras, asl
coma de eliminar las interferencias debidas a1 fenoles v
2C1l00% grasos que pudieran tener los tegidos. Las muestras

0 conzervaron a - FO0°C hacsta su dMT111zaciOh,

e T
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MATERLIALES ) MCTOLOS

f. INTERIAL

1. material bielegico.

 #éméfdp6h ;{uéﬁgggggzggggg;_rggggg de ia companina
; Sggﬁ;ﬁg.}géﬁ cﬁndlclones de i1nwvernaderc (38 L en
LCV*en Ia  oscurigad y fotoperiodo naturaiy.
nﬁﬁg é#perimentos se utrlizaron hoygae de L.
v ednd fisiolougica.

s,

. ‘mMaterial age vidrio.

r\‘ -. ‘.

'_Tnan' 2l material de wi1latvio utili-ado se lavo con
gqotergonte, S8  enJuagy con  agua destilaaa @os vecez. Se

zeco Bh eztufa (100 %y,

. RE@activoso.

LoZ reactivos empleadoz fueron de grado reactivo de las

cacac! Tecnica @uimica, J.7., Haker, nmercik, Sigma, Fharmacia

¥ Whatmarn .,

B HAETULUS EXPERIMENTALES.,

a’ i'reparacion gel}! material bioltgico para las deter-—

minacliones €ncimgLicac.



Sc ‘temaron noJgnas (S gy - del mismo tamano ¥ a la misma hora

viac © aem. s Se lavaron las hoJac con agua  corriente v

aespues 00¢, Veces conh - agua oectalada, Se secaron entre

.Loollns_qe7§dp915 sS@ cortaron en cuadrgs de apraximadamente

U.5 cm.y ce.'congelaron con nitrégeno tiquida.

BJ . Freparacion del extracto enzimmatico.

Se ciguly el procedimiento mencionado a contindacidnd
L} El tegigo se congelo a - 709 por 3 noras o mas.

2y E1l Tediao congelndo se molidv en un mortero hastn con-

vertairlo en un polve fino.

) Al teJl1ao pulveriz=aog se le adicionvy el amortiguador de

[

antraccaon (Tris-HC:I 59 mm pH 8.2 CnCla .Eﬂaﬂ Q.%mm +

meErcaptToetanel I mms en  una relacilon 1i1Z2.9 psYv Yy SRowpsp)d)

de polivinitpolaiparroiidona.

4) L9 me=cla se homogenl=d por dos minutos en una licuadora

o con yn politroun.

T/ E1 exrractp obtenigdo en el paso anterior  se pacsd por 4

CApaz d& gaca.
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'b)'Lxﬂ{;1ifq&qaﬁéT'ﬁénift?u96 q_1&;00059-'aurunte 20 min en

_o;:rptqrﬁdhédovdé;ﬁhxgeﬁﬁrl?pgﬁ‘Jn—21.

fentracto cruco)

v mercap-

tocranol 14 mm en una relacien 1:10 prow.

oL Ld:mezcln 3 nomogenlizo por 1 min en unn licuadora a
alta veliocianda.
3. E! nomogeniczado e filtro a traves de 2 capas de papel

Whatman Na. Z.

4, Lo3 pacos 2 yv 3, se repitieron con la exMcepcion de que

c€e licud a velocidad media, hastn que et licuando fue 1o mas

Lransparente pocible.

5. El precipitago se lavy con acetonay hasta que el

filtrago fue totalmenie trancparente.

&, £E1 polvo obtrtenido se¢ dispersds sobre dan papel » se dedw

secar PpOT VArl1la- noeras o temperatura ambiente.

Y. LOS pOLIYVOS =e almscenaron o =704,
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&, Ectoc polvos SE tratiron. ae la mizmd forma que el tegldo

normal para hocer la extraccion de las.enzimas.

B

por. el metodo de Ranamora

reaccrdn contenfasl

TT‘l:—H_l 50 m 1.5 i pH 7.5
wTE o dve 0.2 m PH 7.0 r.p
~Glu-ra - ' 192 mn 0.5 mi
MaSly. 333 mn 0.1 ml
Mk 0K 20 mm 0.3 ml pH 7.0 re.p
Cieteinn 3,3 mn 0.2 ml
Cxtracto 0,3 ml
CYorumen totat .0 ml

La rEaccion 0 1nicio con la adicion del glutamato. La
mezcla e 1ncubd por 30 main a 37 L en lugar ae tos 15 min ¥
ios 0% rezpectivamente del metodo original. La molaricad
g lac soluciones sSe refiere a La  molariaand {ainal en el
wolumen Totadl, excepro para eid Tris. En cadga determinacion
56 MSO uUn  binlCo 1 tl1eapo Cerc, €5 decar, contenla togos
io-s reactavo:= y el mlismo “Yoliumen de e:xntracto encimatico
perc 1a rTeatci1vh <& ogetenia o T.lE‘ﬂlan Cero uagilcionando 1 ml

Jel reactivo Ge CclOruro rfrerrico.



‘formndo ~ se determind

'¢idFdfo ferrico {(volunenes
1guates. de 1 0.2 0y ATC al 2a% o HCL
-ul_ﬁoyﬁl 3000 rpm Yy se micid el

. 1ncrementoen; 340 Am respecto a  cada

. plance

;L;;;éisb?u$E :Hé;1ﬁ';reacﬁion.se exprestd como nmpies de
'ﬁgéiﬂimﬁii4Kn—nid}oxumnto formado por min. Una  wniaad
:en:ihaﬁi:a ﬁe detinio como la cantidod de enz=ima gque

cétﬁlz:ﬁ 13 formacion de L nmol de ¥-gluvamil--hidro:xamato
-por mlnutb bnjo lag condiciones de encavo. La nctividad

cspecifica Se enpresdy como unidades ge enzZima por miligramo

de proteina.

e lleterminacivn de 1a actividad de 1a GLIH-MALH

L1 actividod de ia  GDH-tall se devtermino por el metodo de
Jov C1L97E) con ciertas modificaczones. ,La mezcla de

roaction ceontenial

Triac-nLl 1006 nm 1.7 ml pH .

& -G 10 mf V.5 ml pH 7.v
MRy Gl 1C¢0 mn 0.2 ml
He i 160 4N Vel mi

Lirvraocro 0.1 ml



woluamen total: | U T T 3,00 md

= componentes, excepto el MNAUH sSe

minutos y despugs  Se  in1ciY ia

SGlo a2 parte l1ineal ae 1la

las soluciones se refiere a 1o molaridad
“welumen total, emcepto para el Trais. La
velocicad de la reaccion se expresd coma nmholes ae NADH

‘vransrformados por minuta.
' +
{f) Determinncion de la actividad gde la GUH-NAD

+
ffara la determainacioh de la GOH-rAD e wuso el metodo de

Loyola-Vargas (1983), La mezcla de reacclion contenia:

Trzs—HCl L0 mm 2.1 ml pH .4
Glu - &0 mit 0.% ml
nal’ - aoY umM U.2 ml pH 8.0
EMtractro «ml
YJolumen total 3.0 ml

. . +
Lo meZcla de t@dos. LoS cOmponentesc: e:cepto el NAaL, 58
tncuebt o 30°% por doc minutoc ¥ despues se 1nicio 1o

+
rcoaccren afiadlenao el Nab. Se graficd el i1ncremenxo en 1la
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.absorbanciai e 346 nm. Se uso. solo ia parte lineal ae 1na

-grafica, Lo molaridadide lac soluciones se refiers a la

"moglariaag finalien el. volumen . total, excepro pura el Tris,

Y ' : nmoles de NaLT

roteinas. (Feterson, 1977).

- Frocedimiento?

outrﬁCtélidfllml)f+_0;?'ml de agia destilada

!

A 4
[} g
v
agitar ¥ degjar reposdar por 10 min

rtar + 0.1 ml ce UL t(decoiicolato g sadiro al Q.15%)

1 temperatara ampiente

(Tes2 4 .1 ml oge TCA (aci1do tricloreoacetico) al 70% frio.
agitar

!

centrifuagar a 3,000 g por 13T min

{

grescartar el sobrenadante y andadirt g la pastilla 1.0 mi de

agua goetilada agitar t 1.0 ml ae react. A (r.p)i mezclag de

wolumenes 1guules ge agua destilagn, SO05 2l 10 2 (dodecal-

culfenate age SQO102y cTC (CuSUT.SHg_U al 1% + tartrato de

potacio atl O.20 f HQQCUS al 10%).

J

aartar v gegJar roposar 10 min a temperatura

ambiente. A

continuaciun Agragar



=,
=25~

‘0.5 mi gel  reactiwvo EI reactive de Folin~Cicolteu 1:s

fiepocar’ par: 10 min. para’que se gesarrolle el color y leer a

L FS0 Am. pa odrva patTon con  albomina serica

‘bovinneniconcentraciones de 10-100 mg/mi. (Fig 1.

‘n . Dérerminacion  de aminoacidos totales. ‘metodo de
CCOCKING,y ESSAPL e o -

lREﬁéthO 3; amortiguador de citratos 0.2 My, pH S.0. Agregar
por caga SO ml de amortiguador 0.08 g de SnCl,. KReactivo E3
tomar 10 ml de reactivo A ¥ agregarle 0.4 g de ninhidrinpa
previamente disueltn en 10 tml de metilcelosolve

retilenglaicol-monometil eter).

metodo: extracto (0.05 "mly + 0.5 ml de agua destilada +

1.9 ml de reactive B, Agirtar Yy calentar en bafMo Maria a
€bullicren por 220 min. Llegar enfriar ¥ agregar 2.5 ml de
isopropanocl al S0X. Agaitar de nuevo Yy esperar 15 min antes

ge ieer a S?0 nm. Elaberar una curva patron de 5S-50 mg con

aciao giutamico. (Fig 2o,
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S mdss

1) (Rates, 1972 .

E?LT?ﬂP?JI' ,ée'prepﬁru catentando 1.25 g de

nArnhlarinaen '4€1d0° acetico glacial y 20 ml de
AE160 FOSFOT1ICO. & My €0h agliacion hasta disolver. Mantener

en frio (4 °%J; este réactive es ectable 24 por hroras.

7 4

[0y

-nnmpgeni:an'o.ﬁ"g de tegjido.

ml e 3% de acico suliosalicillico

- .

n t— o9

filtra en un filtitro Whatman * 2

toman o ml del {i1ltrodo

angden 2 ml del reactivo de ninhidrina

mi oe aciao acetico glacial

¢ o gﬁ‘ g‘l

pogar por 1 nora a LQO0°C

l

La reacciron se para en un banho de hielo

l

La mex=cla ge la reaccaion ce exxtrae con tolueno (1 ml)

]

Se toma el cromaforo que esta en la ftase acuosa

Se lee a 520 nm.
] .
& uga Twolueno camo blanco., La curva patron se hace de 0 a

0.9 mmoles ge prolana. 1Fig 30



A 520

005 OI 0I5 02 025

Curva Patron de Prolina

0.3

0.35

0.4 0.45

0.5

/b| moles proling
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g¢ EilirTaccion de mlcololges totales. pars plantac.

EXTRACCION DE ALCALQIDES

Mussire 7.8 ¢)
-
Ma0H (3 X120 m})

Baoho Marla £ 30 "C (3 X4 hre)

Flitrar
}

9 !

lauige revloun
IMeCH}

posillor ————————p residuc

,‘.
HCILIN {30 mI)

lavar

Acatota de I:TtILO i 230 mi)

- - Fass ocusso Fose prodnizc
NoHCO,
pH=T7T
Aturter pPHe 8.5 (NaOH IN)
+ Agatare da _E;l’lLO {4x 30 mi)

1
Fyer icuom Fose crgdnica
woperers

peaar reaidus

Alcaioiges 1£1g1ey

Kutney, P. J. cnd Lewis, 8, L, {1980} Phytachem, |9
2589 259§,
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RESULTAOVS

hé;ualmenielgé :ﬁqe qu -1% mayaria ge 1las plantas, cuando
¥ vén somet1a§ﬁ §”ce§tré5, como. pueden ser los de zequin,
;qllﬁlddﬁ, cnudué'osmotzﬁny etc.» prgsentnn un rncremento
cn iﬁ .protgu;isi;, “una o dismingcion  en Ia sintesics de
'fp¥ote1hds”y_una Eeduccaon de 1ncorporaciun de aminpoacidos a
-prot91nas. {Helal et al, 19Y75; Drozssopoulaz et al, 1985).
Todo esctos fendmenos tieden a3 1ncrementar el naitrdgeno
total soluble en el tegido sometaido a estrés. (flirossoponlos
ct nl, 1928%) 5in gegynr ae mencironAar que se silntetizan 3 o0 4
proteines especitaicas, dependienda del estres (Liong vy

Tuan -Huan, 19&7).,

3in empargo, cuando e hace uhna sumatoria del nitrogeno que
nportan los procesos antes REeNnciNnndos s Ve que hay mas
niwrogenn, por io gque s5& ha asumido que ann bago con-
dicichet de estrec la planta asimilan nitrdgeno. -Fara
COTrTOoDETAT esto, la medicioun de laz enz=imas que asimllan
niirogoenog es un parametro funogamental para analisar como 1la
planta ezta aczimilando nitrogeno cuando se epcuenptra some-—

tiga a w7algean tipo de estrés. El precsenie trabago se

encaminw al estudio.de gichos paraAmetLros.
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Fuccto gue la disminucion:en.la. cantidad de la proteina es

une respues este fue &l priner
parameiro ‘gue

/5 anos. {(ti1g. 4) el contenido

m1iar - tanto ‘para el control como

‘‘q-estpres de salipidad a 1o largo

‘periodo de estudio. En tanto que Para el Casoc de

. “squLﬁTel:-cdmportnm1ento es eimilar al ael
.ﬁdﬁiﬁn{:ﬁﬁgtaféi¥éid B,Imlentraa que para el dia 14 muestra
Qnd.ni:minﬁcian izgnlfzcatzvu. Si1in embargo este wvalor es

‘zodo ﬁlﬁ:ldfjﬁl 2nicial.” En cuanto a2 las nogas de plantas
dge o héseﬁ ii1g. 1+ solo hasta aespues del dla & se presen-
Lan cCcamblio% enh el cohntenido de proteina soluble, grante

la sequia hoey un aumento en la cantidad de proteina soluble

mac pronunciado que el del control. En tanto que durante el

ectres ge salinigad se produce  una dismipucian muy pequefia

A 105 14 ding ae i1niciado el estres.

£l contenido de- protetlnn soluble en raices de plantas de

anes rue Similar tanto en el control como en las plan-

2.5 =)

tac conetinac 4 escuree (fig. 53, Si1n embarge, las raices

age o meses tfig. &) Zometlioas a uin estTes de salinidad o de

agua precentan una gicmindcivn enh el contenido de protvelna

Zoiuble respecte ai-control, siendo mas pronudncrado el que

procouce e estres 0€ sequilin.
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Tipos de estres en los 2 diferentes

La comparaciun-de

. estres y lne conaiciones

LEJ1GOS UTI11TAGO!

‘e~ crecimient _n;hs,;ufédtan en form: diferente a

ralces e las plantas  tanioc de 2.5 cono

peso seco ec menor en 1ae Faices ¥y en
.el contenido de proteina solubje
Tasthogas  ae plantas age Z.9  anos, disminuye en

ez oe:ias micmas plantas. Algo saimilor se ooserwa

en’ lag plantas de 0.5 ahos, wn gue en tanto gue 1a proteldna
soluble aumenta en ias hoyas del control a loc 14 dias, en
1ar raices e=-te aumento se proauce o 1los & dlas para luego

"@isBminuar al final det periodo de estudio.

F'uecto que la poza de protelna soluble varla o 1o largo de

ios travamientos o del periodo de estudiosr esto pude estar

provocango unm cambilio en la pofa ae amlinoiacidos o bien el

estres puege ectar proaguciendo la acumulacaivon de algun
amificaciaoc oxferenie age prolina o de glicina-betalna, como

in alanina © mas aun  puede- estarse sintetilrando algrn

OZmOrrcgilagor cuya Slntesise provenga de -:-lgr.m aminodcido ¥

por .epoe moditricanag sustancielmente in po=n ge

aminoacigoes. De tal manera que este {fue €1 siguliente

parametro evaluago.

fi purTLir Gel Ola 4 hay Un aumento eh 1a peZa g aminodaciaos

LOoTaies + 1a cual no i1ncluve a la protana? en las nogyas de



plantus ge. - doe  tratamientos, a2

oiferencia’ mantiene estoble a lo

(fig. &). 51n embargo,

menLe por . ila sintesis de prolina o de

1as. hogas de & meses el

alcaloiaes

tratamientorde cegui rovoca un aumento en ei contenido de

aninoncidos toinles ‘en  tanto qune el de salinidad  una

d1SMINC1ION.

£1 conteonico ae aminodcidos toiales en 1a rolT €S menor gue
¢l oe lag nhogas en loc 2 tipo:z de plantas (fig, 7). For
otro lado el patren de comportamiento es simiiar para los 2
tratamientoc en las raices de laoas plantos de 2.5 affos,
S1ENUO el ge sequis el itratamiento gue Provoca  una mayor

disminucion. $1N embargo. al finpal del periodo de estudio

oe aminodacidos totales es auy

)

los wvalores en la  pooi
ziamrlar en ambes tratamientos ¥ significativamente menor

que el centrol.,

£&n 1lag raices ge V.S anos el trutumlentorde s@éqgiia provoca
una Ai1SmIRUNCIGh g8 aproximadamente el 50X en 1la poza de
aminoacidos totales respecto al control on tanto que las
Yariacionec producidacs por el tratamriento ge  salainidad no
~On Zighificatlvas =1 bien tambilen hay wna dizcminucion al

final ael! tratamiento.



/.m glu /g peso seco

M9 glu/g peso goco

8000 4

6000 -

40004

20004

( Aminodcidos totales - Prolina )

-

SIMBOLOGIA

Soqut’n
----- Salinidad
- — Control

Hojc 2.5 Afos

8000 -+

6000~

4000+

2000+

-

o

<

ofas

Hoja 6 Maeses

@

Dlas



M 9 ¢olv /g peso ssco

M0 qQlu/g peso seco

Aminodcidos

totales - Prolina )

SIMB0LOGIA

Sequfa
------ Satinidod
——s=  Coptrol

Raiz 2.5 Afos

3000
20004
\\i
1000 -
‘|1' é |l4 Dfn.
3000

2000+

1000+

Raiz 6 Meses

Dios

Iy



:__49 ;

bases duaﬁgrndrins de amonioy entre 1las

ha-petaina son  las mas  comanes. La

_prolin Ttir de acico glutamico (Faleg ¥

Aspannl, la disminucion en la  poza de

‘am1noGciaos

'Enflnf fié&?u Eﬁ sé nuestra que efectivamente lao pozs de
_ﬁrqlinn :é'encﬁéntrn aunmentada concaiderablemente tanto en
lag hagas ce lus plantac ae 2.5 afhos como de & meses en
umﬁbs T1pos de estres. £np tanto que al i1gual gque en ias
ra1ces ae Glycine_may (Furkutuka y Tamada, 1984) y de mal= {
Iparra, comunicacion perscnal}) casi no hay prolaina en las

razces de 1la planta C. roseus en ninguna de las 2 edades

fisiologicas sometidas a estrTes,.

Cunando se hace La  gunn votal de 1la poz=a de aminoacidos
Lopalea, ec decir la cuma dé los aminoacldos tanto de hodn
como ae ralT mas praolann (f1g9. ¥) se observa que ei valor
deol control permanece constante a lo largo del estudio
tanto para ias  plantas age 2.9 anhes como de O.% afics. San
empargeo, para el coso get estres de salaipadad en las plan-
tat de .5 aflos este valor aumenta alreoedor de 30X a los

11 dgias de TLTAatamienio. En tanto que el tratamiento de
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My AMINOACIDOS ToTALes/ PESD SECD

Mg antronctves nw.si/g. PESE Saco

10000

B 000

6 000

4 000

Z 000

SIMBOLOGTA

SEQUIA
------ SALINIDAD
—me— COMNTROL

PLANTAS 2.5 ANOS

12000

10000

8000

& 000

—
—
———
—

PLANTAS & MESES

4 B 14 Dias

AMINOACIDOS TOTALES POR PLANTA
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TOQUIY  Provoca - Un auUmEento: “muy pronuncingo s l0s 8 diass
p y. p

para luegovoive iveles ' del control.

de ‘eduad el comportamiento es
mientos producen 4N 1NCTEmENLOy

Y2 mucho

ecientcménte ‘se ha reportado gue otroc compuestos, tales

cbmo_los_-hlcnldlaez, poogrian ser la respueesta al estres

\:féraén?i v Cosson, 19863 Frischknechi ¥ Baumann, 1%85) de
tai:muﬁgru e una explicacion a  la gisminucion del con-
1CN100 total ge aminoiacidos totales para plantas sometidas
al estree de sequaia Yy al no sumento progresivo de los
aminoacidos totales para el caso las plantas sometiaas al
eSTreS de Salinidad, Scoria gue los aminodacidos ademas de
Ht1l1Zarse para la slntesis de prolina estuvieran siendo

convertidos en GLros conmpueston,y tales comho polilaminas,

glicina-~petailna o0 alcaloides.

En ecte e-tugiro,. =2 bien no Ze cuantaricaraon las pozas de
toooc tos compuestos qtie pueaen  proadcirse a partir de los
AMINOACLGOT, =1 Y= cuantitrico el contenido ttotal de
2lcaloioes 4jabla 1.

THELA 1



. o © % .oe alcaloldes totales. v g PESC .Seco

©@igdes 14 d1as

-Itbntrblﬁﬂ

1-53duuﬁ Jﬁ

Salinigad .18 s g gy
‘Los ra:ultcdag de 1a tabla 1 muiestran que mientras, en el
centrol no nhay ningun cambio en el contenido de alctaloides,
amsoc ti1pos . de estres si pTrovocan un aumento y considerable
en la cantioaa de alcaloides totales y que agdemas a mayor

viempo de 1mpociclon del estres, m2yor contenido de

alcaloloes.

ivatos preliminares en plantas de o meses Ssugleren que
tanblien foy 4n aumento de los alcalordes en ambos tipos de

25LrES.

Fuesto gue efeoctivamente hay un cambio muy pronunciado en
la pozan de aminoacldoc totales, loc cuaies pueoden provenir
O ue 14 aegradgacivn oe protelnns ¢ a& la asimilacidn oe
nitLrogeno aesoe el suelo, Se requlere de la participacilon
ac: 10 mccanlsmos 08 (Tel)aslmilacian agel amonio, Yo que en

cualguiera 08 105 2 casos Se proguce amonlo gue taiene que

Cer rapidalhente aslmilado. $1  eczte es w1l alguna oce las
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" tanto de 1n

ie.protetnas. se midio in

son. las enzimas respon-

uefsgqq;p;:hb afecta la actividad de la GOM-NADH

JEl ectréc

iéﬁ{ﬁan;“dp'piéhﬁﬁs_ dé .5 ahos (f¥1g. 10 mientras que el
eétreé'de-:u11ﬁ1duc ocasionay despues de los 3 dias, unao
 a15ﬁ1nuﬁ1on de cicha actividad; estos doteos son consisten-—
.aqs con lo reportadc por Ralkowva et al. (1¥7?8) para chicharto

¥ malz.

En 165 ho,gns de las plantas de S meses de edady la
nctividad de ta GIH-nMalH (f1g. 100 aupentd a los & dias en
el control para iuego disminuir. E1  tratamiento de sequia
provocd un comportamiento muy similar al del control,
mientrasz gQue ei: de calimidag ne  Causy ningnn camblo a lo
laraoo del pericdo de estudio. Estos datos son similares a

loz ootenigcos por Kaur et al. (198%) en nooulos de Yigna

1+

En lag raices de plantas ge 2.9 anos (fi1g. 11) que han s1do
cemetidas ol ectres  ae salinignd se presenta una
disminnciwn de an 20% 14 diac despues de nhaberse 1niciado

©¢: ecirec. S1n omnbargo e 1oz talces sO0meétidaag a un estrecs
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de seguan la  actividad gde la GUH-NALH po se  ve afectada.

Este. cOmpOrtamiento gue presentan 148

. zometidas a UN esires

3MAtas-de - & meses \fi1g. 11)

prodicen:el mismo paAtren C€ cCOmpOr-

control, para la actividaa de la

SuCderaminoucides no solo es el equalibrio

“‘zintetiza ¥ lo que se& utilira para  la

sint951:-de-otnd5 compuestos, sino que tambien lo que se

_chrnnd7y.ya- que lo GUH es capaz de catalizar también 1la
. gegradacion del acige giuntamico, se midio sy activiad en

este sentido.

En laz nogas ae plantas de 2.5 anos esta actividad solo se
We dismindlda gespues de B dlas en ambos tipos de estres
vfgas. 12). En lac nogac de o meses (taig. 12>y la actavidad
de 1o GLH-MAD en el gia 8 presenta ana disminuclyn com=
paradm con £l control =Zip empbargo en el dia 14 la actaviad

oz 1Quals a 1a del control.

En tanto gue en las raices de plantas de 2.5 afnos (fig. 13
prescnta N dismindecivn en €@ dla 8 en anbos LrATAMIERLOSy
Zin ompargo sSolo  las raices de plantac sometidas a

51101000 MUestran U4ng diominuclan en €l dia 19 comparadac
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“laz railces de plantas de &

12y 1a activicad de la

‘tarch

‘N olominucion menoz marcada gue el cantrol.

= 1mportante Trecalcar el hecho de gque loz potrones de

o
S0 .

‘comportamiento ge 1n GLH-NAUH y ae la GLH-MAL son 1guales
tanto en caga uno de los 2 tratamientss como en  las 2

cdages de plantas utilizadas.

ia activignagd de la 68 que e5 la otra enzima que asimila
amcnio, provocn:iente ade las hoyas de plantas de 2.5 anos que
fueron sometidas a los esires de seqguia o salinaidad se
mantuveo estable hasta el dia 8. Dbespudes ge este dia (fig.
14 Ce produace  uana considerable, disminuc:ion de esta
activaidad, s51enao mucho mas marcada  en el estres de
calinzogug. Ezte mismo comportamiente se presenta en  las
rilces de piantas ge C roscus de 2.5 nafios sametidas a estos
J tipos ae estres TH1g. 15 P con in may aimportante
GHCEPCION Oe gue hnsta €1l octavo dia del trotamiento la

aActiviagug de la US  aumenta entre 8Oz Y 100% en amdos

TLTatamichtos, 1o cual hace una diferencia fundamental con

(1]

ia & dae laz hoJgaz vf1g. 14J.
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Faor Lo gue rezpecta a la activiogad de la 6% presenitie en las

noJacT . 0& 1ac. plantaz ae. & meces, a diferencie de lo de las

_blﬁniﬁﬁ?déj#-5?3&&#{ 9?;&"no"sé ve afeCtada poOT PNinguno de
 &0§:ia{{¢£3mi§nt0§ﬁ (f1g. 11,. La GS ae ratz (fig. 15) de
biQntéﬁﬂﬁé"afme;é;.aomEtmans @ cuniguiera de los 2 tipos de
ééffeﬁ, qi.zguai gue los de 1a hoga tambieén ec diferente al
dm lu; ralicez ge lac plantas de. 2.5 afos. Ampos tratamien—
10E€ PToCLLCEN UMA MAYOT actilvidad megible de 1a enzima 3 lo
largo cei periogo ce estuoi10, siendo ei estres de sequian el
que provoca 105 mayeres aumentos. anorn bien en este Ccaso
la actividaa de la 55 en las rarces de las plantas control
cicminuys curante el perioge de eztudilio probablemente cOmo
resoucsta a Iac conagiciones de crecimiento en el
invernagero, Este fopvmenc resalta adn mas el hecho de gque
gurante el ectres Ila actividad de ia enimd se mantengar o

>
ann mas se aumente., -
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D1SCUS10N

Coinaranipus rOSEUS.. Mha pianta de t 1a famiiia de  las

APOCYNRECCARS; - MUESTTE UhAa. Fespuests ol estres, en terminos

paey

giosales, similares al. . de ‘piantas de tamililas como

SlLegqumInozaE, Graninag, etc., (Msi1am et wal, 1$%3; Eillara y

_Bnucadc,fi?&d} ﬂHakbvd et al, 1¥78; UOrocsopoulos et al,

1585 nzraqdn,-1?874.‘ in embargo, ¥a en forma particular

5@ presentan rezpuestas Que son caracteristicas de  la

prlauntu.o prcwableomente ael genero v Ge la familio.

{;ﬁﬂfd a£péctD 1mportnhte que debe tomarse &n cuenta en los
.fedtgdlbs e estres son 1la gran  varinblilida que hay en los
disefos experameniales. For egemplo, en el presente trubago
e utilizarcn piluntas crecidas en tierra de dos edades
diferantecy Q.3 y 2.3 arnos de edad, bago conglciones de
invernaaeroa, EnR eZte cato 1o longitud del periodo de luz,
MSL COma 1a  cantvidag de lux fueron las naoturaies. For lo
que respecta 3 loa tenperatura, esto oscild entre 8 vy 38

entre la nocne » €l daa.

Una forma Ry geaeTallicSada ge pmponer g provocar el estres
ae Sequia en unin planta s simplemente de.garla de regar,
cctz fue  E1 Qrsocht  =e6quldo en €l presente  Lrabugo. Sin

embarga, -e nan JUt111Ia0o0 OoLTras fOoTmas de provocar una



aisminucion en-.el, ‘potenciul . osmotico de 1oz tegidos

:cqﬁbyei 1£o'de'FEGr

s celulaoc. este es el mecanismd ael estres ae

? ;ﬁ;§h;ﬁqd 'JnuE§£rD-tfaDﬁqD se hizo up riego 1nicial con
ﬁiuauﬁsaﬁuci;¢n.zu11na al 1nicilo del estudio ¥y despues 14as
4';Pinni£':e _;égurnn con agua hasta el fanal, teniendo la
:prﬁéodc1¢n ae quWe el aguda no  trera  excesiva Ccomo  para
aré#ur fFuera oe la macetn al MaCl anadido al inicio. fie tal
naneTa ge garantizar, en 1a medidn de lo po3ibley que se
provozara e} eztirec saianos 51 bhaien en un sent:i:do estricto
gobe ascirse  gque 1o magniiud del estres calino no {fue

cpnZtapte A le largo ael ezLudlo, 51NR0 que true

gl1sSminuyeEndo.

C. rossus no €5 una planta  que, por lo menos en la
uCctilidang, €& pueqa crecer higropdnicamente, o en un
SOPOTLE 1NarLe, por lo que fue necesarlo crecerla  de la
ranera hencionaagn n materiales y meELoaos Y discutida en
ioz p@EarMafYos  aGanteriores. ror ello, para poaer hacer
cComparaclonez. SE monitorearon 1o mitnos pa?ametro; a 1o

inrgo eel estuci1o en un gripo de plantas control, [e tal

nanera gue, Lo recuitacos moZtirados en el presente trabadgo
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tectige 'y laz plantus.

.

Ten Lo comparcclun entre las

Cplantas’

trataass en caga uno. de. los giasestiorados.

—_—

ungger y MeYyco T, 1e77 r

Furuatosit ¥ yamada s G Stewart Y Lel. 17743 Snewviancyid,

y 198502 y oTvas gue

0]

i?éd}kffél;tiﬁ;;bé1316€ iﬁriévé y. Mas
Eon-md:"pb}tzéuiufez;-dﬁe'uepenaén tante de la planta como
da] iipo g€ ‘eZires, COMGC 1a  MQCUmUlacion ge  poliiaminase &n
géqgwgégg aﬁslformzs como respuesta Al Es5LTES  aACidlco

técorer, comunicacion perconal) o como respitesta al chogque

ocmutico €h Avena sataiva (Flores ¥y Galzton, 17542,

i'or ello, il inicilic de i estudlo de estun naturalesn el
primerT patTo depse Ser Ly cararteriIaclion del! trenomeno, tanio
firi0logrca comO Dloguimicanente, ae tal nanera que los
JATLOS GDLENIOGS Dermliten 19 elnporaczon do o un nmoduwlo , oge
preguntas  nas especificat QuUE permitan profundioar 3y
gontenger 1o- aAtpeclos MmMoliecuiares gg i1a Tespuesia ol BsLTes
gt it LiantaT Tl Ty Zico 1 firxladac Qe presente

rabagc.
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ien.otroc responde de una

cpendiendo .del te.jido, el tipo de

%) en wanto que en las hoyas ae

“2i5%anos ~aumenta en las etapas tempranas del

ccrree, al igitali'que. el control, y despues, dependiendo del

tipo -ae. ectres no varia (saliniaad) o dicminuye
urumutzcumcnﬁe_(?:g. 4). Este comportamiento puede deberse
gdesde iuvego . a las condiciones de CcTecimiento de  las

plantas, €S decir a la respuecta ade 1o plapts a un cambio

en el mitdio ambiente ba.JO condiliciones de estres.

En otres palabrac 1o morcaeda disminudclon en 1as protelinas
total de la planta sometida a ectres de sequin puede ser el
cfecto Conbinaoo gde aicho estres camo  un dila muy coleado o
ae alta temperatura. 5in embargo » eM15te realmente  una
agxrferencin de mas detr  100% én el conteniao de protelna en
inoz hogacs ae plantas czomeradas o ectres de sequia » el de
13S No)ads de 145 plantas COntrol o el de 1ag plantas some-

Ligas ai ectres de zalinidaa muestreadas el mismoe dia

tf1g.44. -
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“gue - la  forma  de

niproteina coiunble

ge.ral  mapera que

los 'vesigos, f'aor Jo
de expresar loz daotos

dnaliSagos © por pilanta.

'{Qiplés en lac hogas ae las

hpibhidbzcénﬁngl1_qefiaf" .eandéﬁ} no warid a lo largo gel
per:ago:ﬁé;é#tuﬁ;gj\?1§..a3, en tanto due el estives produgo
.En las piuntdt fGE_Z-S.oho: un consicerable avmento  en swu
bo:ﬁ, 31 ﬁ1en con el ectres de sequaia en las etapas tardias.
‘huibo ﬁnn muy parcada gisminulcrdan (fig. &). Esta diferencin
ontrc_to: 2 tipoc= de esltres, aci como la determinada en las
Ro.ae o l3s Plantas oe & meses, al igual gque ta diterencan
en el contenido ce aminoatidos de las plantas de o mesesy
schetidas a ecilesS rewpecto ao loc ge .9 urhioz (f1g. &2
pupde efecrivamente  Ser un erecto CAaracteristico  de cada
eStre O bien Que loz 14 gi1aZ wamboz estrec hayan
P oRYOCAd0o n grrerente conteéenigo relativo de ngua en al
1NTIGT1GT ae i Ce&lulaz ¥y por 1c tantao se encuentren  en
DLFErOENIE 23tagdleos risicologicosz, por eJgemptito direrentes
Yolomenes Celulare- ., por 10 tante los cambios ern el caon-

LeN1a0 88 aninNGefla0Z 010 Sean ur retriego o Wi Consecuen-

cia Ge ©Z10T SitTEeTChies EZtLLGLO% t3210.0CICOE . L1 el
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fucra 1o tadea’entonces, provocdhdo contenlaoc reluativos de

agua ge ‘megiapte diferentes Caminos

esmotico) deberiamnoc esperar

fﬁe%m;ndna'difefente a 105 diferentes L11ipot d8 estTes.
_DE§QQ 1uEgd_nd'puede- deascartarse la posibilidad de que 1la
ﬁ#ﬁninud del esires seaq diferente en ambos tegidos, sain
eﬁdurép los 2 tegloos zon {funcionalmente diferenies ae ahz:
que efectivamente puUeda ecperarze gque recpondan darerente
al eotres O o CUAlGHIET CcOROiCc1vN medaro-amnbientce.

L2 TESpUEZTLd al scures, ampiiamente e:tendieda entre las
plantac ;Jugger y hevert s 19773 Fukutohu v Yamada, 12813
Shewvyarova, 12837 Stewart » Lea, 177437 Singn et al, 1%73b)
ae acumular prolina con las hagns tambien se encuentr™a en C
:ro:eus it1g. 82, En ezto parametiro, 2] 1gual que en el de
ia proteina Soluble (fi1g. 1)y, aminCACcloos totales (f1g. &)y
GhA-Hali LFag. 100 ¥ OGS (raig. 1491, la re=spitecsta varia
gepcRalonao ael Tipo de  esires, Cuall ¥ cuantitativamente,
s ae la ©adaa de la plapta. Alentvras gque el estLres por

cCcquia preguce  Hho gfan actamlcscien de prolinog en las

plantaz e 2.5 o=, 1Y vecez mavor que el contenigo de



ac salinidad €. prolina solo fue de 1a

- mizad. - En ‘no ‘solo s@ invirtio eil

_hufcr_é+ecto es &l estres
‘:céntrol, comparadao con el
por el e;tres ae SEequlas
'tﬁrmiﬁbér‘nﬁcdlptos las plantas .ovenes

‘progugercn A veces mas prolina que las plantas de 2.5 afios,

' ane*seﬁmiarsé: que la acumsincion de prolina, con la
émceﬁciﬁﬁ dél ésires de sequia en plantas govenes, es un
afeCto que aparace en etapas mas tardias, despuesc de que ha
£100 cCipuesta  la condilcivn de estrec. EN otras  plantas
i31ngn et al, 19$73%) esta @< uUna Tespuesta mas rapida. mgul
co importante menclonalr gue  probablementes plantacs como
maL=, Z0rgQgo o Jiltomate adcanzan mucho &S rapildo  los
ceindlos fi1si1olugicos gue  geoneran las sefiales qQue i1mician
in sentesis ge compue=tos come la prolina. Serino zmportante
ageterminar i1, 1hoepcondientemente ael tiempo 2 que se Ve
zometida la pianta al estres, cuando alcan-a un determinado
centoniuo relntivo e ngahay 1IN pOotenclal osmotico dado o oun
woliumen celular fiJo ez cuanas se ipicra ia cintesis de
proling.

LOG miemnTros e la _fomzx:o de la npocynaceas v de algunas

otras {fomitlias Zofi plantas que SE& 4dlstinguden por su



capnciond Ge cintéeti: como miembro

s 331De

ge esta familia

que preguce alrededar

-;squLqUe _aigunus' pPlantas SOh mis vYenenesas,

‘depigp’al’ Tancremento en el conten:ao de zus alcalolaes,
gurante 1a’ epoco  de sequla, por 1o que entre las plantas
que sinteti=an este tLipo de compuestos €5 probable que en

{forma paralela a l1la sinptesls ge preolina se produzca unn

cintecis age olcoloides como respuezta al estres.

Loz datoz mostrados en 1a tabla 1 indican gue en C roseus
efectivamente, ademas de sintetizar prolina (fig. 8)r se
progtice Una acumitlacion oe hasta cas: 200 X mas arcnloides
en Bl estres de  salinidad respecto al control, despues de
14 0ins de napberse 1Niclado el estres. Los datos mostrados
son en pacZe de gramo de peso Secoy et decir por cada gramo
ac peso 3CCoOo hay nl}cuecor de 170 mg de nlcalorge=s. 1951
comparampos €5t dato con el total oe aminoaclidozs, incluida
1n prolina vemos qite by aircaedor de 10 veces mas

alcalolages en laz piantac e-Lresadias que amlnoaclidaos

Townties, .
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es.dezcar ancluyeralcaloides’ de rodoz los tipos. Ecio es

1mportante  ya  que: “uwlcalordes como agmalicina, cuyo

C. rosguc, posee s3ojio X atomos

ANUNROARNTES COMD: WK peseen 4 1o mismo puede decirse

respecto @' la-pozd . .ae aminoacidoz. for ello lasz  com-

paraciones deben hacerze con culaaco, ¥ para un estudio
odotallaao ge 'la distribuclan ge nitrsgeonc  &n las plantnas,
canto control como  1ac  Somevicas A estresy estos  Son

parametros que deberan tamarse BN CUEnta.

Ecta redistraioucion oel nitrogeno en las plantas sometidas
3 CETLTEeS, AC) como 1o asimilacasn del naitrageno del suelo
durante ol ectres et tlevada por un  gran  conJjunto  de
ensi1ms. Sin  embarqo i1nvariablemente €1 ni1trogeno, nNo
1Lmporta 31 es el que ecta siendo asimiiado o el gue
prowiene ae 1la cegradncldan de 1as  proleinas, pasa a la
forma ge amonio &1 cunal puede ser osamilado por 3 encaimas,
Lo GI'n queée produce Acl1do glutamicoy 1a 6% que sintetiza
giutamina ¥ la Asparging cintetasa que cataliza la santesaio
gC asparginig. Ecto altine enzima utiliz-a amonlo soloc  en
alaunaz especaies (Loyola-Yargas et al 1287), mientras que
cn la mavoria, comao.en L. _reseds thonforie et &l, gcates no

puniicago-’) el oonagor oel nitrougeno e- la giuvamina,. For
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‘naveles de GOH y GS tanto en

plantas control “comoenilns . pluntas sometidas a estres.

}' en TalZ siempre & man-
unica exceopcivn del efecto  del
‘nogas de 2.5 afios. En tanto gue l1a

plantas de <L.3 nahos disminuye

'dfﬁéiifqméﬁiﬁﬁp;_Lq#flA; dine de haber <:1do 1impuesto ei
_¢51¥é$:d§':hi1ﬁiduu el que produce los efectos mas pronun-
candcs_en ampos tegi1dosy lleganodo ¢ no ser detectable éen
lns.rnlcec de plantas cometidns al estresz de salinidad
vfig. 192, en lac plantas ve & meses la actividao de 5SS no
st ufecta. Incluco el estres ge sequla produce un aumento
arl 100%, recpecto al control en la qectivioad medible de la

GSs.

Lo gntos anlizaoosn en el parrafo QALETIOT Sugleren 4que en
lae plantac agultazs ta VLa e {rejdasimlilacidn del nitrogeno
cs la ae la GOM, ya que ecta encaima  SEe mantine aan baduo
ccnoi:cigenes severas de ectres, on tanto gue lla G5  no se
cncuentra &n forma nactiva. Este ¢ampio en las actiwvidades
do 1as enflmas prccuciqat por el estrec, pucde deberse n que
ina 5% haya 5100 parte de lac proteinas degrodagas. Fara

analizar ect posibilidad aebera nacerse R

cdanTificaciIon, mediante anticderpaoz de la canhtidad
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cdetermimar.

sasoluta  de

. cooradada’

mAtlens en foTml  aetlva en

ecposible ‘que -se trate ae nuevas

alia ensaifaomaz (Miranaa. 19370

""ge - laz diferentes 15Cen=imAas

nowo, 0 lus gque ya e;zistian
:pcf6 amo&1f1ﬁddn§' covalentemente o© 21ncluso podrian ser
re;uiiado de ‘un rcarreglo en la CoOmpocTilcilon ae  ias sub-
" dniaadecs de la Ghl4. Una  estpiicacidon altermatiwn podria ser
que la prolina  acumuladse en respuesta al estres  (fig. 8

mantenga en colwcion a 1o GUH «Faleg er a1 19847 fniranda,

1987 evitanoo que pierda Su actavaidad.

£n las pilantas de s mezes ia situacion fs completamente
gifercnte ya Qe =1 bren los niveles de agtiviaad oé Ta GLH
3o mantiensn bactanto edievado: bago condiciones de estres,
ia 68 o ce 1hactiva en 1las  hogas € 1ncluse el estree de
s@quia  en laz raulces proguce un  gran  aumentioc en la
LWCT1%10G0 hEO1DLEe g e-T1a CnZinas La diferencina entre la GS
ue plantas ge 2.5 anos, que ec sencible al estres, ¥ ia BS
oc plantac de 0.5 afilos, QueE Rno €5 Sensible al ezitres, puede

aeperse g por 1o menoc 2 causac.
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gna que puecto- que ‘loc niveles de  prolina son mucno mnas

‘elevacds en . 1as taz de” '0.% anos (f1g. &) estos sean

sufricaentes’ ‘o la U3 en los tegidos de

‘:1°é ﬁiQd;D$ qugpxgq§ @Jgéﬁfés}zhdtos gel grupo de Faleg et
 5#-¥iﬁé;}I$$@en;ﬁ;5  695 ia G323 ge s0va sSugleren gue esta
_pcaf;ﬁ::py xa_”;d:onr S}n enpargo en e1 cuca de L. roseus
btfd euﬁﬁ;céﬁluﬁ probablemente podria ZeT que la GBY de
ﬁlﬁntﬁé'JOVEnes con aiferente de la 0G5 de las plantas
agultas gue eczta diferencina lez permaita responder
Q1fbrcnc1ulmcnte 1l estres., En frigol Lara et al (1%%s)2 han
aemostraoe que la G5 campia a lo large deli €recamiento de
13 plapta, modiante un rearreglo en la composicioh de los

peptiqos gue forman A la enTima.

Farn dgetermanar cunl ez 1a exnplicacion correcta, habria
desde luego que puraticar a la 65 de S._ _rogeug dae  las 2
eanaes, ANallsar su composicion Oe poplidoss nst como suUs

propalsgades C1neticas ¥ probar 1a  rTecistencia al estres de

las I enzimas puridicodas.

Una torcera explicacion podra st quUe 5@ produsca uUn rear—
rcgio cn  la compartamentalizacisn ae 1a  GS  gurante el
¢stres. La G5 52 encuentre tanto en 21 citoplasma GSvI)

cemo ch &1 cloraplanosto G&c11ls pugiera ser gue durante 1

QCTTreS n0aya un cqmoio en ia daistribucion de las 2 igoen-

—inne que permitan matener la activioad ¢e 1la ensifiva.
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SJavenes resiztGh meor la congicion

14 Giac. €UANGG

fueron nuevaments  regadas,  tanto las govenes como  ias

.#anﬁﬁs IPCprfﬁrghi;Eqﬁtﬁfgenc1m, esta reCUperaclan fue
ﬁuéﬁqﬁﬁd§ tdeidn éﬁr‘ias. piontns Jovene=, aci cemo la
'1hﬁﬁf1s1gn qé nuevdS'nagas. Ezia mayor resistencla godrina
d&perﬁpr n. ﬁue =e mantlienen QACLivAaAs las 2 wias de
ﬁ;lhllﬁdi&n-ce amMoN1c¢, o gue ©n un momento dago les
Per®ltiria  Manejar Mmas  erticilientemente 3l NlLTOgEenoc o
Tanpien’ cono se  ha propuesto para algunpas otrac especles
que. ia . acumiilacion de prolina funcionando comg  un
osmorrcqulador, lte permita o 1a plantd scbrevivir melor
Da.Jo cand1c1one: de estres. Sin olwvidar que el contepado
total oe walcaloidec 10 wveces mas  apundantes gue las
amlnoac;dnz totales, pupdn eztar ejercienda tamdien uno
funcicn de osmorregulador debioo a2 que e acumulan prin-

cipalmente ean la acuola.
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