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INTRODUCCIONM

El término cultivo de tejidos vegetales (CTV) designa a todos
los métodos para cultivar asépticamente células, protoplastos,
tejidos especializados y drgancs de plantas en medios nutritivos y
bajo condiciones ambientales controladas (1). Durante las ultimas
3 décadas se ha logrado cultivar una amplia variedad de plantas
‘mediante esta técnica, varios cientos de ellas se pueden cultivar
en un estadio de desdiferenciacién como el de callos v cultivos en
suspansidn.

Desde hace tiempo se ha contemplado la produccidn da
metabolitos secundarios (aceites esenciales, glucdsidos, enzimas y
alcaloides) a través de los LTV. Estos sistemas pueden proveer un
suministro continuo y homogéneo de materia prima en un estadio
fisiologico uniforme, debido a su independencia del medio
ambiente, al mantenerleos en condiciones controladas. Ademds, los
LTV se pueden manipular mis facilmente que las plantas completas
para incrementar los rendimientos del productos en las plantas, la
obtencidon maxima del producto es relativamente fija v dificil de
mejorar, debido princiralmente a la heterogeneidad natural de la
mataeria prima, variaciones del contenido ée! producto, suministros
irregulares, etc.(2).

Por otro lado, se sabe que las CTV pueden o ho conterer vias
metabdlicas idénticas a las presentes en las plantas (3), por lo
cual es posible generar compuestos aun desconocidos.

Para que sea util come fuente industrial alterna de
compuestos secundarios, un cultivo de «células debe satisfacer
varios requisitos: un buen rendimiento del producto final es
esencial; ademas, la acumulacién en la cé¢lula o la liberacidn al
medic debera ser mas rapida <que 1a degradacidn; las células
deberan ser genéticamente estables y producir una cantidad
constante del productos asimismo, la pProduccidn tendrd gque ser
costeable.



A pesar del gran potencial industrial que tienen los CTV,
todavia existen problemas que impiden su explotaciédn comercial
para la produccién de metabolitos secundarios. Entre los problemas
mas comunes estan los siguientes: su crecimiento lento, su
inestabilidad genética, la agregacion celular, el control de la
diferenciacisn celular, la incapacidad Para crecer auto
troficamente, asi como factores morfoldégicos (2).

Hasta ahora, se han reportado mas de 15 especies en las que
la produccisn de compuestos secundarios en cultives de células se

aproxima o excede la produccién an la planta completa (2-4).

La planta Catharanthus roseus contiene casi todos los
alcaloides derivados del indol y ha sido ampliamente estudiada en
los ultimos 25 aflos (S). En CTV de esta especie se han reportado
cerca de 15 alcaloides (6-9). Doller et al. (10) indican 1la
presencia de serpentina y restos de raubasina en S diferentes
lineas celulares (callo) de C. roseus: sobre las bases de peso
seco, se encontraron 0.35%X de alcaloides, bajo condiciones
favorables. Zenk et al. (11) lograron seleccionar 2 lineas
celulares con una notable produccidn de serpentina y ajmalicina,
el rendimiento fue del 1.3%Z en base a peso seco.

Dasde hace varias décadas se han enmprendido numercsas
investigaciones encaminadas a obtener informacién gsobre la
influencia de las condiciones de cultivo sobre el crecimiento y la
produccion de alcaloides en CTV de C.roseus. La tendencia en estas
investigaclones es optimizar las velocidades de crecimiento por
medio de la reformulacién de los medios de cultivo vy 1a
modificacion de las condiciones ambientales en las que crecen los
cultivos (2).

Entre las variables gque se han estudiado estan las
siguientes: la concentracién de sacarosa (12-13); la ausencia de
fosfato v nitrégeno inorginico (12); la adicidn de fosfato (14),
triptofano (11, 15) y triptamina (10)3 la concentracién de Acido
2,4-diclorofenoxiacético (12, 186) ¥y de A4cido indolacético vy



benciladenina (11): la temperatura de incubacién del cultivoe (3)s
la concentracién de CDz (17, 18); la tasa de aereacién (19, 20) y
el estrés de sequia (21). )

El departamento de Bioquimica Vegetal de 1la Facultad de
Quimica de la UNAM y @l Centro de Investigaciones Cientificas de
Yucatan (CICY) han establecido una serie de investigaciones sobre
el metabolismo nitrogenado v la obtencién de alcaloides en C.
‘roseus (22-25). El objativo principal es generar el conocimiento
basico que permita obtener la sintesis de metabolitos secundarios
y con ello, la posibilidad de manipular dicho proceso, tanto en
plantas come en CTV. El modelo experimental empleado asume que la
fuente de nitrdgeno puede influir aen la biosintesis de los
alcaloides derivados del indol {(Fig. 1).

El interés de este trabajo se centra en la investigacidén
bAsica sobre el metabolismo nitrogenado en CTV de €. roseus. En
bagse a lo anterior, los objetivos planteados fueron los
siguientes:

1) Estudiar el crecimiento de tejidos de Catharanthus roseus,
cultivados en diferentes fuentes de nitrégenoe (nitrato, amonio vy
una mezcla de ambos).

2) Determinar el efecto de la fuente nitrogenada en la
actividad -de las siguientes enzimas: glutamino sintetasa (GS),
glutamato sintasa (GOGAT) y deshidrogenasa glutamica (GDH), a 1o
largo del ciclo de crecimiento.

3) Cuantificar las concentraciones (pozas metabélicas) de
proteinas, aminoicidos, nitratos, nitritos y amonie durante el
periodo de crecimiento.
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Fig 1. Modelo del provecto de Catharanthus roseus



I. ANTECEDENTES

1.4. Catharanthus roseus C(L.) G. Don
.
Catharanthus e& una angiosparma dicotiledénea originaria de
Madagascar y dispersada por cultivo a todo el mundo (26).

En Méexico se distribuye en las zonas tropicales de Jalisco,
Yucatan, Puebla, Veracruz y Oaxaca. Asimismo se le encuentra
‘tultivada para ornato en Michoacin, Guerrero, Morelos, Campeche,
Tabasco, Querétaro, Guintana Roo y Baja California, No se conoce
la fecha exacta de introduccidn a nuestro pais; se sabe que desde
1894 se cultiva en Veracruz y Jalisco (27).

Originalmente el género fue establecido como Vinca, por
Linneo en 1753. La planta ha recibido desde entonces los
siguientes nombres cientificos: Vinca rosea, Lochnera rosea,
Ammocallits rosea, y Catharanthus roseus. En 1828, Ludwig
Reichenbach propuso el nombre genérico de Lochnera para la planta
referida por mucho tiempo como Vinca reosea; no obstante, Pichon en
1948 enlista ya 34 diferencias entre Lochnera y Vinca, El nombre
Lochnera quedé invalidade porgue se parece a Lochnerta, una
tilidcea descrita en 1777 por Scopoli. En 1838 George Pon la da el
nombre de Catharanthus al género tipificado por Vinca. Actualmente
}a filiacidn aceptada (27) es la de Pichon (1951):

Familia 2 Apocynaceae
Subfamilia : Plumerioidease
- Tribu : Alsotonieas
Subtribu : Catharanthinas
Seccidn 1 3 Lochnera (Reichb, f.) Pich.
Género y especie : Catharanthus roseus {L.) G.Don

El género Catharanthus presenta 6 especies: C. roseus, C.
lanceus, €. pustillus, C. trichophyllus, C. longifolius y C.

scitulus (28).



Catharanthus roseus as un arbusto pequeffo v erguido, de 30 a
60 cm da altura, perenne, comin en las regiones tropicales. Es de
crecimiento ripide, lefiosa en su base, con ramas erectass hojas
simplas, enteras, opuestas, sin estipulas, siempre vardes,
coridcaas, mucronadas y obtusas. Se producen una ¢ mis flores por
tallo, desde la mitad de la primavera al principio del otoRo.
Existen por lo menos 4 variedades: albus {con flores blancas?,
roseus (flores rosas), acellatus y villasus (flores mezcla de
blanco y rojo). Los nombres comunes que recibe son: pervinca,
maravilla, ninfa, teresita, vicaria, pata de perro, etc. (27). E2
nupero cromosémico da esta especie s 2n = 16 (26).

C. roseus es una planta ampliamente estudiada en los (ltimos
25 afos. Desde el siglo pasado se le emplea como agente
hipoglucemiante oral.

La planta contiene casi todez lozs tipos de alcaleides
darivados del indol, hasta la fecha se han detectado m&c de 130
alcaloides (5) con diversas actividades farmacoldgicas. Entre
éstos astin 4 alcaloides de granm uso: la vineristina (VCR), la
vinblastina (VLB), la vinleurosina y la vincosidina.

A tales alcaloides se les ha encontrado efecto sedante,
hipnético, analgésico, emético, etc, La VCR y la VLB son empleados
con éxito desde 1963 en el tratamiento de la leucemia y otros
cancaeres humanos, Varios estudios han probado que ambos alcaloides
prolongan la vida de animales cancerosos ain en las etapas

terminales del cancer.

’ Estos alcaloides inhiben la sintesis de los aAcidos nucléicos,
proteinas y lipidos. El mecanismo de accién no esta todavia muy
claro, parasce ser que detienen la mitosis en la metafase: los
efectos toxicos gon reversibles en pariodos variables posteriores
a la suspensidn del tratamiento (27, 29).

Los alcaloides aislados de la planta se presentan en muy
pequefios porcentajes (0,00025 %) por lo que se requieren grandes
cantidades de ella para una produccién comercial, De VLB v VCR se
obtienen | ¢ ¥ 20 mg por tonelada de planta respectivamente. Para
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satisfacer la demanda mundial, dicha especie se colecta tanto de
fuentes naturales como cultivadas, localizadas en Madagascar,
Australia, Sudafrica, Antillas Britanicas,” Sudamérica, Europa, la
India y el sur de los E. U. (5, 27).

2.1, Cultivo de Tejidos
' Al igual que en los estudios con plantas completas, en
cultivo de tejidos vegetales (CTV) se presentan ventajas VY
desventajas. Las ventajas radican en la reproducibilidad,
uniformidad v posible control del cultivo, 1la disponibilidad
inmediata de grandes cantidades de células y el bajo nivel de
organizacion estructural en relacidon a la planta. Las desventajas
son el esfuerzo continuo para mantener los cultivos, la
posibilidad de que éstos puedan cambiar durante los subcultiveos, vy
la dificultad de extrapolar los resultados obtenidos, al nivel
planta completa (4).

Se han efectuado numerosos estudios bioquimicos en CTV, va
sea con callos o con cultivos en suspensidn. E1 callo es una masa
desorganizada de célulaz en proliferacidn, puede ser inducido
sobre indculos de varios érganos de casi cualauier planta (30).

Muchos callos, especialmente aquellos que se cultivan sobre
concentraciones hormonales altas empiezan a ser friables y pueden
ser separados en paquetes de células en eroliferacidn y en células
individuales, al transferirlos a un medio liquido en agitacidn
(31).

En el nivel celular, la mayoria de las células del calle se
caracterizan por su gran tama%o e irregularidad de forma. Las
células son altamente vacuoladas Y presentan hileras
citoplasmaticas en donde el movimiento de los plastos es
facilmente visto al microscopio de contraste de faszes. No
presentan formacidén de pared celular secundaria o lignificacisdn.
Los cloroplastos estan en la etapa proplasto-amiloplasto v no se

observan plasmodesmos.



Disparsados por todo el callo, pero wusualmente localizados,
estin presentes de S a 10 centros meristematicos, bajo la
superficie superior. Las células de éstos son distintivamente mnmis
PequeNas, presentan menor vacuoclacidn y suelen tener plasmodesmos,
las asociaciones celulares soh crecientes y se presenta pectina
intercaelular. Dichos centros sirven come 4reas principales de
crecimiento aunque otras células pueden ocasionalmente sufrir
mitosis (32).

En ralacién al crecimiento del callo, éste es relativamente
lenteo. Las células nuevas son formadas en la periferia de la masa
del callo, la cual presenta un gradiente nutricional que va desde
las cédlulas que estin en contacto con el medio de cultivo hasta
las que crecen en la surerficie del callo (33).

Se sabe que el tejido original ejerce poca influencia sobre
las propiedades morfoldgicas v bioquimicas de una linea celular.
En otras palabras, después de cultivos prolongados, el callo
derivado de cualquier tejido de una misma planta, tendréa
usualmente similares o idénticas caracteristicas morfologicas.
Esto es especialmente pronunciade si se mantiene un esquema
estricto de subcultivos y medios control (32). Ademads de lo
anteérior, la idea de que el callo esti compuesto de células no
diferenciadas es incierta. Las células del callo no son del todo
uniformes morfolégica o fisioldgicamente y algunas variaciones
gandticas en forma de endopoliploidias son comunes (34, 35).

Por otro 1lado, muchos fenémenos, especialmente aquellos
relacionados con la organogénesis son frecuentemente observados
s0l0 en cultivos recién formados. E1 tiempo de cultivo prolongado
causa una disminucidén proporcional en el potencial morfogenético
de la linea celular. Esto se ha reportado en un gran ndamero de
tejidos cultivados. La pérdida del potencial para diferenciarse ha
sido explicada por - aneuploidia acumulada, aberraciones
cromosémicas, habituacidén hormonal, heterocromatinizacidn,
mutacion espontanea vy seleccion durante cultivos extensivos, etc.
Su causa precisa aun no es entendida y se han reportado datos
contradictorios (32).



2.2. Crecimiento de Tejidos en Cultivo, en Diferentes
Fuentes Nitrogenadas.

Los cultivos de células utilizan por® lo general nitrato o
nitrato mas amonio como fuentes de nitrégeno. Estas fuentes son
las mis comunes, sin embargo no son las tnicas. Los cultivos en
suspensién de soya crecen bien en urea {(si se adiciona Ni*? al
medio de cultivo) vy en glutamina (36). Los cultivos de rosa (var.
Paul's scarlet), sicamor, tabaco, jitomate y zanahoria, Presentan

‘un buen crecimiento en urea (37). Las células de tabaco pueden
Crecer en caseina hidrolizada, urea o acido y-aminobutirico como
tnica fuente de nitrédgeno (38); asimismo el crecimiento de células
de zanahoria se ha logrado en glutamina, caseina hidrolizada o en
alanina (39). La arginina y el nitrato se han empleado juntos para
el crecimiento de células de cafia de azucar (40).

El nitrato es adecuado como tnmica fuente de nitrégeno para
células de tabaco (37, 41), jlitomate, soya y zanahoria (37), rosa
(var. Paul's scarlet) (42, 43), trigo (44), lino, ribano y gualda
(45), Datura innoxia (46) y sicamor (47). (ver apéndice 1 para
consultar los nombres cientificos).

La adicién de amonio al medic conteniendo nitrato como Gnica
fuente de nitrégeno aumenta el crecimiento en soya (48, 49),
cebolla (S0), limo, ribano y gualda (45) y se requiere para el
¢recimiento de células de zanahoria (39).

Craven et al. (51) encontraron diferencias en los 4Acidos
organicos libres, los aminoAcidos, los azﬁcares y el K' en
indculos de zanahoria que crecieron en KNO- 6 en NH‘NO’. Asimismo,
Bergmann et al. (41} han demostrado diferencias en la
concentracien de glutamina, alanina, malato y el nivel de la
enzima milica en células de tabaco cultivadas en nitrato mas
amonio. Tales resultados muestran diferencias entre los teiidos
que crecen en nitrato y los que crecen en nitrato mis amonio; sin

embargo, las bases de estas diferencias aiun no se conocen.

En los casos donde el N0; y el NH: son aplicados juntos en el
medio de cultivo, el NH: es usado preferencialmente y el Nu; solo
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es tomado y asgimilade cuando el NH: ha sido asimilado v
transformado en nitrégeno organico (52).

El cracimiento de células vegetales con amonio como Unica
fuente de nitrégeno solo se ha lograde suministrando al mismo
tiempo Acidos intermediarios del ciclo de Krebs (53), Esto se ha
reportado en soya (36, 54), tabaco y jitomate (37), en alfalfa
(44), zanahoria (37, 39) y en trompetilla (855} (ver apéndice 1).

Aparentemente la concentracién intracelular de amonio ho es
la causa primaria de la inhibicidn del crecimiento. Se ha sugerido
que la disminucidn en el pH del medioc con amonio como Unica fuente
de nitrégeno, provoca la incspacidad de las células para crecer en
ase madio (39, 49, 53). En relacidn a 1lo anterior, mediante 1la
titulacidn potenciométrica continua del cultivo se ha logradoc que
crezcan células en suspensién de =zanahoria (56), soya y una

especie de Ipomoea (57) con amonio como dnica fuente de nitrdégeno.

No obstante, aun no es claro si la funcién de los acidos del
ciclo de Krebs es controlar el pPH dentro de los limites
tolarables. Se ha supuesto que tales Acidos pueden suministrar
esqueletos de carbono para la sintesis de aminodcidos (37).

Ademas de la disminucién en el pH del medio, asociada con el
crecimiento de células vegetales en amonio como tmica fuente de
nitrdgeno, también ocurren aumentos en el pH del medioc cuando las
células cracen en nitrato como UGnica fuente de nitrégeno (49, 57)
o cuando el amonio es utilizado y el nitrato permanece en el medio
de cqltivo (58, S59).

Varios reportes indican que la velocidad de utilizacién del
amonio y del nitrato es diferente a diferentes valores de pH. En
cultivos en suspensidn de Ipomoea spp., la velocidad a la que el
nitrato es empleado se aumenta cuando el pH disminuve (58). En
células cultivadas de rafz de Jjitomate (60) se observé que
dependiendo de la fuente nitrogenada, el pH del medio debe ser el
adecuado., De este modo, cuando la fuente es nitratos, el pH &ptimo
para el crecimiento es de 4.7 a 4.9 y cuando es amonio, el pH
debe ser de 7.0 a 7.2 .
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3.1. Metabolismo MNitrogenado.

El nitrégeno interviene en casi todas las reacciones
bioquimicas de los organismos vivos. Se le encuentra en proteinas,
scidos nucléicos, reguladores del crecimiento, porfirinas,
vitaminas, en algunos metabolitos secundarios, etc.

El nitrégeno atmosférico es fijado por algunos micro
organismos y convertido en amonio, el cual puede ser oxidado por
la flora del suelo hasta nitrato. Las plantas pueden utilizar
cualquiera de aestas 2 formas asimilables de nitrégeno, pero

preferentemente utilizan nitratos.

La fijacién bioldgica del nitrdgeno es mediada por la
nitrogenasa, la cual se encuentra en ciertos microorganismos de
vida libre (Azespirillum, Cyancbacteria, Azotobacter, Clostridiwum,
Klobsiella, etc.) y en 2 importantes relaciones simbidticas que
involucran Actynomycetes o Rhizobiun. Mediante este sistema
enzimiatico, tales organismos pueden ‘reducir al nitrégenc
atmosférico hasta amonio con el empleo de un donador de e (la
ferredoxina) y ATP como fuente de energia. La enzima asti formada
pPor 2 metaloproteinas diferentes, una que solo contiene hierre vy
otra que contiene hierro y molibdeno (61).

La transformacidn de nitrégeno inorganico a material orgénico

implica una secuencia de reacciones:

a) Reduccidén del nitrato hasta amonio.
b) Asimilacidn del amonio a glutamato.
c) Transaminacién del glutamato a aminoicidos primarios.

d) Sintesis de otros aminoacidos.

11



La primeara parte del proceso, la reduccidén de nitrato a
amonio, Se realiza en dogs pasos catalizados por dos enzimas
diferentes. La conversidn de nitrato a nitrito es catalizada por
la nitrato reductasa (NR, EC.1.6.6.1) (62,63):

oD + NADH + W —DE__. NoD + NAD" ¢+ O

La reduccisn del nitrito a amonio se efectta mediante la
enzima nitrito reductasa (NiR, EC.1.7.7.1) (62, 64) :

eBH" v ee” —MB__, it eo2m0

NO

2

El amonio asi formado Puede ser asimiladoc por 2 vias
diferentaes:

1.~ Via glutamino sintetasa/glutamato sintasa (GS/GOGAT)

2.- Via deshidrogenasa glutiamica (GDH).

En la primera via, el amonio se asimila inicialmente en el
amido cde la 9glutamina, en presencia de la enzima glutamino
sintetasa (GS, EC.6.3.1.2)%

NH. + L-glutamato + ATP —85 , L-glutemina + ADP + Pi + H,0

A continuacién, la glutamina reacciona con el 2-oxoglutarato en
presencia de la glutamato sintasa (GOGAT, EC.1.4.7.1), para
producir 2 moléculas de glutamato:

12



L-glutamina + GOGAT
2-oxoglutarato + 2 Fd reducidh ~——— 2 L~glutamato + 2 Fd oxidada
4 NAD{PIH & NADEPY

.

En la segunda via se produce directasente glutamato, a través
da la deshidrogenasa glutamica (GDH, EC.f.4.1.2)z2

NH, ¢+ 2-oxoslutarato + NAD(PIH ~ZPH . | glutamato + NAD(RI®s H O

Una vez que &1 amonio se ha incorporadc a una molécula
organica como grupo amino del acido Qlutimico, es translocade a
otras moléculas orginicas pPara formar los demas aminodcidos
mediante las enzimas denominadas transaminasas (Fig 2),

Amnbas vias operan en las plantas dependiendo de una serie de
factores <omo la relacidn luz/obscuridad, niveles de agua,
relacion l'.:‘t!z/(!z en la atmésfera, temperatura, etc. (61).

tna tercera via posible de asimilacion del amonio parecea ser
1a de la asparagino sintetasa (AS, EC.6.3.1.4), en esta via la
enzima toma amonio y produce asparagina en vex de glutamina, que
puede también donar su grupo amido a otras moléculas (61, 635):

-

NH] + L-aspartato ¢ ATP — 85, L-asparagina + ADP + Pi + H O

13



Fig.2, Ruta de asimilacidén del nitrégeno en plantas
supariores (61).

glutamina
et &
<Slutamato oxohcidos
RUTA l——— o E ]1[:‘
abH 2-oxoglutarato a-aminocacidos
N —f s NH
z -

- 2,8 -
NOs -——om‘

RUTA

glutamato glutamato —-oxoAcidos
GS/GOGAT Lee [ :]8 ]7 l
glutamina -oxaoglutarato minoicidos

1. Nitrogenasa

s. Nitrato reductasa, NR

#. Nitrito reductass, NiR

4. Glutamino sintetasa, GS

3. Glutamato sintasa, GOGAT

¢. Deshidrogenasa glutamica, GDH
7« Transaminasas
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3.2. Nitrato Reductasa.

La NR se ha identificado y caracterizadc de eaxtractos de
rlantas superiores, bacterias, hongos y algas. Existe poca
informacidn sobre sus propiedades filsicas, debido en parte a las
dificultades experimentadas en purificar a la enzima (66),

El pH 4ptime de extraccidn es de 8.2-8.3, se requieren grupos
sulfhidrilos y agentes reductores Gque eviten la oxidacién de 1a
enzima (63, 67).

En plantas s.uperiores, la NR se ha extraide de embriones,
cotiledones, escutelos, cé¢lulas de aleurona, raices, hojas,
células cultivadas, etc. En extractos extensivamente purificados,
el peso melecular varia entre 160,000 D en maiz y 500,000 D en
espinaca (64). La NR de espinaca presenta 7 subunidades al
realizar electroforesis en gel empleando dodecil sulfato de sodio
y mercaptoetanol (68).

La enzima estA localizada en el citorlassa y puede utilizar
piridin-nucledtidos o matilvioldgeno reducido como donadores de
los e~ (65, 697.

En soya se han detectado 2 NR, diferentes, una dependiente de
NADH (EC. 1.6.6.1) y 1la otra de NADIPYH (EC. 1.6.6.2). No
obstante, anbas enzimas muestran actividad con los 2 nucledtidos.
Una similar falta de especificidad se ha demostrado en un
restringido numero de especies; se ha supuesto que en los
extractos ests presente una nucledtido fosfatasa, 1la cual puede
convertir al NADPH a NADH, siendo este Ultimo el que media la
reduccion (66).
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Laz Km_ para No; , NADPH y NADH para la enzima de soya,
dependiente de NAD(P)H, fueron: 4500 uM, 1.5 uM y 39 uM
respectivamente; en el caso de la NR dependiente de NADH estos
valoras fueron 200 pM, 200 M y 8 uM, respectivamente (63).

La enzima parcialmente purificada contiane flavina vy grupos
hemo, asimismo, se ha demostrado gque el molibdeno as un componente
esencial de la NR (66).

Se ha propuesto que en la reduccisén del ND;. los e van desde
el donador hasta el nitrato a través de una cadena de transporte
da e en la siguiente secusncia (70, 71):

NADH ~——— (SH —— FAD —— cit b = —— MO} ————» NO_

La enzima se inhibe con tungsteno (71, 72), con cianamida vy
azida (66), con algunos amincacidos, HCN, COz y agentes quelantes
(71~73).

Sa ha demostrado que la NR es inducible por al No; ; tanto en
hoias como raices (65, 69) y en células cultivadas (38, 74); el
incremento de la actividad se debe a una sintesis de nove, La
induccién de 1a NR dependiente de NADH, debida al NO;. solo se ha
demostrado an plantulas de arroz y frijol (63). El cloranfenicol y
ciertos nitrocompuestos organicos inducen también la actividad de
la enzima (63).

La NR de plantas supariores se estimula con fosfato, se ha
propuesto que éste puade acemplejar al Mo de la enzima,
facilitando asi su reduccién (63).
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El amonioc aumenta la actividad de 1a NR en hojas de malz pero
no en ralz o tallos (75). La combinacién de amonio y nitrato
induce la actividad de la enzima en célula‘s de rosa (var. Paul's
scarlet) en suspensidn (42)3 el amonio v la glutamina evitan su
induccidén en sova (36) v el amonio parece reprimirla en Ipomoea
spP. (76). En raices de cebada Y en lemna, el amonio inhibe la
induccién de 1la NR; sin embargo en otros tejidos de plantas, la
aparicidén de la NR, inducida por nitrato, no es influenciada por
‘el amonio {66).

Se ha reportado que la respuesta de las NR_ de hoja ¥ ratz a
adiciones de aminoacidos es diferente (77) y Que las Km_ para NADH
vy No; son diferentes en ambos tejidos (78), lo cual sugiere que
las enzimas de los 2 tejidos son diferentes. En células en
cultivo, 1a NR es inhibida por algunos aminoacidos (37, 38).

La evidencia experimental sugiere que el NH: Yy <ciertos
aminoAcidos regulan ya sea la actividad o la induccién de 1a NR.
No obstante, se ha demostrado que los niveles tanto de amonio como
de aminoacidos, requeridos para inhibir o activar el desarrollo o
actividad de la NR estidn en el rango mM. Tales concentraciones son
mucho mayores qQue las encontradas en tejidos vegetales (M).
Recientemente se ha propuesto que las adiciones de . NH: v
aminoAcidos afectan la asimilacidén del nitrato y la biosintesis de
otros aminoicidos mas que a ia NR en si{ (65).

.

La nitrato raductasa se ha estudiado en cultivo de tejidos de
soya (36, 49), zanahoria y jitomate (37), tabaco (38, 79), vrosa
tvar. Paul's scarlet ) {42,43), Datura innoxic (46), trigo (49),
Ipomoea spp. (76), alfalfa (80), sicamor (81) y Convotvulus
arvensis (82) {(ver apéndice 1). )
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.3.3.. Nitrito :Reductasa. . Cas

La NiR cataliza la reduccitn de nitrito (exdgeno o producido
como consecuencia de la reduccitn del nitrato) a amonio. En
ensayos tn vitro se ha demostrado que 1a reaccidn as
estequiométrica vy no se liberan compuestos intermediarios.

La enzima (EC. 1.7.7.1) se ha estudiado ampliamente en
axtractos de bacterias, hongos, algas y plantas supariores. Emplea
ferradoxina o metilvioldgeno como donadores de los e , ya sea en
tejidos vardes o tejidos no fotosintéticos; se localiza en el
cloroplasto (65, 66) o en los plastos de las raices (65, 83).

Washitani y Sato (84) dascubrieron la praeasencia de la NiR en
proplastos de células de tabaco cultivadas; la actividad en los
proplastos fue 6.3 veces mayor que en el homogenado celular,
sugiriendo que en estos organelos se efectua buena parte de 1la
reduccisn del nitrito.

La NiR de extractos de plantas superiores, extensivamente
purificados, ¢tiene un peso molecular cercano a 62,000 D vy
aparentemente no contiene subunidades (66), Se ha propuesto que la
enzima consiste de 2 subunidades idénticas de 37,000 D cada una
{68)., En extractos de espinaca y calabaza, asf{ come en el alga
Chlorella, se& ha logrado determinar la composicidn de aminoacidos
da la NiR (64).

La NiR dependiente de ferredoxina tiene un pH <ptimo de
actividad entre 7 v 8. En extractos de plantas superiores la Knm
para el No; varia entre 10 v 60 pM, la Km para ferradoxina varia
de 10 a 70 gM, en tanto que la Km para el metilviolégeno es de 70
M o164).

L.a NiR parcialmente purificada de hojas verdes exhibe
cantidades variables de actividad de hidroxilamina reductasa,
indicando que la enzima no es totalmente especifica para el NO;
La afinidad de la enzima para el NU; es de §10 a 100 veces Mmayor
que para la hidroxilamina vy esta dltima no afecta la tasa de
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- conversion de nitrito a amonio. Sa ha propuesto gque - la - actividad -
da hidroxilamina reductasa sirve para eliminar a la hidroxilamina,
la cual puede provenir del metabclismo de las oximas e
hidroxamatos (66).

E]l espectro de absorcidon da 1a NiR de espinaca mostré que
osta posee S5 stomos de hierro (un centro Fe‘s‘ Y un grupo
prostético sirohemo) por cada molécula de enzima. £1 centro Fe‘s‘

. reacciona rapidamente comn reductores y es sensible a la presencia
de ligandos hemo (BS).

La enzima parece aportar 6 @ a una molécula de nitritoc en
pasos rapidos de 1 e  cada uno. E1 movimiento de e desde la
ferredoxina hasta el NO; parece proceder de acuerde al siguiente
esquema (64):

Fd. reducida ———s (Fe S ) Sirohemo ——— No;

La inhibicién de 1la NiR de plantas superiores por p-CMB
{p-cloromercur ibenzoato), mersalil sédico, acetato fenil mercdrico
y DTNB (acido 5, S—ditiobis—-z—nitrober‘\zoico), demuestran la
presencia de grupos SH presumiblemente asociados con residuos da
cisteina. La inhibicidn por cianuro de potasio en calabaza y
espinaca parece ser de tipo competitivo (Ki= 0.37 M con respecto
al No;). Con CO forma un complejo, el cual puede evitarse con
nitrito, hidroxilamina, cianuro y sulfito (64, 86).

La enzima de plantas superiores puede sar inducida por la
adicién de NO; & No; {65).

En cultivo de tejidos, la nitrito reductasa se ha medido en
células de trigo (49) e [pomoea spp. (76), en tabaco (84, 87) y en
rosa (var. Paul's scarlet) (88); en Ipomoea, la adicidn da amonio

al medio de cultivo reduce los niveles de la enzima.
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"3, 4+ 6lutanino sintetasa.

La GS esti presente tanto en eucariontes como procariontess
se ha detectado en bacterias, hongos, algas, plantas superiores vy
animales. La enzima cataliza las siguientes reacciones:

() . Me **
ATP + L-glutamato + NH‘ ———=— L-glutamina + ADP + Pi

(%) +2
ATP + L-glutamato + NH=0H —D—a—u r-9lutamil-hidroxamato + ADP + Pi

Glutamina + NHon ﬂl?_._l’_i__’ r-slutamil-hidroxamato + N-I:

Metl

En las reacciones de sintesis (#), la GS puede emplear tanto
L como D-isémeros del glutamato, siendo el D-isémero menos
efectivo; los valores de Km ¥y Vmax con hidroxilamina y amonic son
similares. En la reaccién de transferencia, la enzima es altamente
especi{fica para la L- glutamina (89).

En las angiospermas la enzima estd presente en casi todos los
érgancs de la planta. Lem actividad especi{fica generalmente es
mayor en las hojas que en las rafces (8%, 90).

En las hojas, la enzima se localiza en los cloreoplastos (91),
aunque también se ha detectado en el citoplasma (92). En raices,
la enzima se ancuentra tanto en el citoplasma {93) como en los
plastos (83). Nato et al. (94) han demostrade <que la GS del
cloroplasto es una glucoproteina, mientras que la del citoplasma
no 1o es.

La GS de plantas superioraes tiene un peso molecular en el
rango de 350,000 a 400,000 D. En semillas de chicharo y en nédulos
de sova, la enzima consiste de 8 subunidades idénticas de
aproximadamente 45,000 D (89, 90). .

'
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En angiospermas, la enzima requiere Mg**, Mn"® & co*? para su
actividad. La naturaleza del cati®n, su concentracidm y proporcién
da la concentracién de ATP, influyen sobre. su actividad. E} pH
4ptimo para la reaccidn de sintesis con Mo™® es de 8 v con Mn'2
estd en el rango de pH S5-6. La actividad de la enzima aumenta al
aumentarse las concentraciones de ATP y Mg' (89, 95). En ratces
de arroz, el cu'®, Hg'*, cd'*, zn"®, ca'® ¥y Ni'? inhibiaron
fuertemente la actividad de la GS, probablemente debido a qgue
reaccionan con el grupo tiol de la enzimay en adicién a lo
anterior, el acetato fenil mercarico y el Acido p-hidroxi-
marcuri~fenil sul fénico inhibieron casi completamente su
actividad, y ésta fue recuperada por la adicién de cisteina (96),
16 cual sugiere la necesidad de grupos SH para su actividad.

Los valores de la Km para el L-glutamato varian entre 1 y 1S5
mM, dependiendo de la fuente de la enzima y de la concentracion de
M™% para el ATP son cercanos a 1 mM. La GS tiene una elevada
afinidad para el amonio; el valor de la Km para éste es muy bajo,

de 1 a 20 ;M (89, 90).

En angiospermas se ha reportado que varios nucleétidos, entre
ellos AMP, ADP, IDP y GTP inhiben la actividad de la GS (96-98).
La inhibicidén por ADP v AMP indica la posibklidad de un control de
la enzima mediante cambios en la carga energética de la célula.

Los niveles da la enzima en ralices de chicharo se aumentan
con sacarosa, 9lucosa y fructosa a concentraciones de 0.5-2 g/13
el mayor incremento se ha observado con sacarosa a 20 gr/1. Un
incremento similar con estos azicares se observd en la NR (99). En
contraste, bajas concentracionas de sacarosa t100, 101),
galactosa, manosa y xilosa (99) disminuven el nivel de la GDH. La
respuesta diferencial de GS v GDH a varios azdGcares y a sus
concentraciones indica que no estin reguladas por un sinple cambio
de energla, sino que varios mecanismos estan involucrados (99).

La respuesta de la GS a diferentes sales de amonioc (102),
difiere también de la respuesta de 1a GDH (103} y de la NR (104},

21



Varios reportes indican que el fosfato y algunos aminocacidos
afectan la actividad de .l.a 68. El carbamoil fosfato y el fosfato
inhiben a la GS de algunas angiospermas (89, 97). La GS de lemna
Yy haba (89, 98) es irhibida por alanina y por glicina, a
diferencia de la enzima de arroz (97), la cual no es afectada por
los amincacidos, incluvendo alanina vy glicinai no obstante, la
asparagina, la arginina vy el triptofanc si tienen un pequefio
efacto inhibitorio sobre la GS de arroz (90).

En lemna (105) v en el alga Chlorella (106} 1la glutamina
inhibe la actividad de la S3 no obstante, en chicharo (107) se ha
observado lo contrario. Por otro lado, la glutamina aumenta los
niveles de la GDH en lemna (105) y en lupino (101). Se ha sugerido
entonces que la glutamina controla los niveles de ambas enzimas,
ejerciendo un control negativo sobre la GS y un control positivo
sobre la GDH. A pesar de que la evidencia apunta hacia un control
de la GS por varios aminoacidos, se han presentado reportes
contradictorios y la funcidn que desempefian en la regulacidén de la
enzima atn no es claro, )

Se ha detectado la presencia de formas multiples de la GS en
un buen ndmero de plantas superiores. Una forma de la enzima
{denominada G'S‘) aestd presente en semillas no germinadas vy
cotiledones, asi como en plantas etioladas. En tejidos verdes se
ha confirmado la presencia de una GS diferente (denominada GS:)
{(90). Algunas angiospermas pPresentan tanto 68‘ como 68= en el
mismo tejido, en diferentes proporciones (108).

- Estudios sobre la localizacién subcelular de las formas de GS
indican gque la t’.isl estid prasente en el citoplasma mientras la 83’
solo se localiza en los clorcplastos (89, 90).

En la mayoria de los &érganos de plantas estudiadas, los pesos
molecularas de las isoformas de GS son muy similares y varian de
330,00¢ a 370,000 D (90)3 sin embargo, la composicidn de
aminocacidos parece ser diferente (109).

En arroz, cebada y calabaza, la E‘Sl tiene un pPH 4ptime menor
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que 1a GSI. Asimismo, la ssz tiene una afinidad mis baja para el
L-glutamato y es menos estable térmicamente que 1la ng' Ademis,
los compuestos que acomplejan grupos tiol' inactivan rapidamente a
1a Gsz y tienen poco efecto sobre la GS‘ (90).

Estudios inmunoldgicos con las isocenzimas de la GS bhan
demostrado que ambas son diferentes perc que cada isoforma es muy
similar entre diferentes plantas (108).

Varios reportes indican «que la GS del cloroplasto es
sintetizada en el citoplasma y aexhibe una regulacicn por luz.
Cuando hojas etioladas de plantas C‘ y c‘ son expuestas a la 1luz,
se observa un incremento de 4-10 veces en 1la actividad de 1la
enzima. (89, 90), Asimismo, varios irhibidores de la sintesis de
proteinas tienen un marcade efecto sobre la GSz durante el
enverdecimiento, mientras que la GSi no parece ser afectada (110).

La GS del helecho Osmunda regalis (111) parece astar
controlada por un sistema de desactivacién/reactivacién bajo
transiciones luz/ oscuridad y en amonic 2 mM. Probablemente la
desactivacion/reactivacion implique cambios en los Jrupos
disulfuro de la enzima; resultados similares se han observado en
lemna (105).

Debido a su abundancia, su localizacidén y su baja Km para el
amonio, la GS probablemente sea 1la enzima responsable de la
asimilacidn primaria del amonio en hojas y raices (63, 112).

Se hE sugerido que la GS‘, debido a su localizacion en el
citoplasma, puede funcionar en la reasimilacién dal amonic
proveniente de la fotorrespiracidén {90, 113). Por otro lado, los
altos niveles de actividad de Gsz en comparacién con los de GOGAT,
apoyan la funcién de la Gsz en la desintoxicacién del amonio
dentro del cloroplasto (90, 114),

En cultivo de tejidos, la ruta GS/GOGAT se ha estudiado en
cultivos provenientes de trompetilla (55), rosa (var., Paul's
scarlet) (115), tabaco (116), zanahoria (117), sova (118) y maiz
(119) (ver apéndice 1).
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3.8. Glutamato Sintasa.

f.a GOGAT fue originalmente descubierta en bacterias; a la fecha se
ha reportado en una amplia variedad de algas, briofitas,
ptaridofitas vy plantas superijores (89, 112, 120},

Existen dos v posiblementa tres isoformas da GOGAT, una que
usa ferredoxina como donador de e  (EC.1.4.7.1), una que usa NADH
(EC. 1.4.1.14) y posiblamente una depandiente de NADPH (EC.
1.4.1,13.

La GOGAT-ferredoxina parece ser com(m a todos los eucariontes
fotosintéticos, a diferencia de ia GOGAT dependiente de
piridin-nucledtidos, la cual no se ha detectado en los tejidos
fotosintéticos de las plantas superiores (89).

En hojas verdes, la ferredoxina reducida es el principal
donador de e (65)3 en extractos de raiz de arroz (121) se observéd
actividad de GOGAT con metilviolégeno, ésta fue aproximadamente el
25X de 1la obtenida con farredoxina. En los tejidos no
fotosintéticos de las angiosparmas, la GOGAT eraeasenta actividad
con NADH y NADPH; la tasa de reduccidén con NADH siempre es mayor
que con NADPH (3117, 122-124). Posiblemente la aparente falta de
especificidad de nuclesdtido sea explicada por la conversién dael
NADPH a NADH, debida a una transhidrogenasa o fosfatasa (89).

La GOSAT dependiente de piridin-nuclestides  parece
localizarse exclusivament