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INTROOUCCION 

El t•rmino cultivo de tejidos ve<aetales <CTV> designa a todos 

los m6t.odos Para cultivar as-'Pticamente células, protaplastos, 

tejidos especializados v órganos de plantas en medios nutritivos y 

bajo condiciones ambientales controladas 111. Durante las Oltimas 

3 d6c:adas se ha logrado cultivar una amplia variedad· de plantas 

'ntediante esta técnica, varios cientos de ellas se pueden cultivar 

en un estadio de desdiferenciaci6n como el de callos y cultivos en 

su~pensión. 

Desde hace tiempo se ha contemplado la producción de 

metabolitos secundarios <aceites esenciales, glucóSidos, enzimas y 

alcaloides) a través de los CTV. Estos sistemas pueden proveer un 

suministro continuo y homogéneo de materia Prima en un estadio 

fisiológico uniforme, debido a su independencia del medio 

ambiente, al mantenerlos en condiciones controladas. Adem~s, los 

CTV se pueden manipular m~s fácilmente que las Plantas completas 

para incrementar los rendimientos del product.o1 en las plantas, la 

obtención máxima del producto es relativamente fija y dificil de 

mejorar, debido principalmente a la heterogeneidad natural de la 

materia prima, variaciones del contenido del producto, suministros 

irregulares, etc. (2). 

Por otro lado, se sabe que los CTV pueden o no contener vias 

metabólicas idénticas a las presentes en las plantas C3), par lo 

cual es J:>?Sible generar COMPUestas aW'l desconocidos. 

Para que sea útil COllO fuente industrial alterna de 

compuestos secundarios, un cultivo de células debe satisfacer 

varios requisitos1 un buen rendimiento del producto final es 

esencial; además, la aci...naulaci6n en la célula o la liberación al 

medio deberA ser mAs rápida que la degradación; las células 

deberán ser genéticamente estables y producir una cantidad 

constante del producto; asimismo, la Producción tendri que ser 

costeable. 



A pesar del gran potencial industrial que tienen los CTV. 

toc!avia existen problemas que impiden su explotación comercial 

para la producción de metabolitos secundarios. Entre los problemas 

""-s comunes est•n los siguientes: su crecimiento lento, su 

inestabilidad genética, la agregación celular, el control de la 

diferenciación celular, la incapacidad para crecer autg, 

tróficamente, asi como factores morfol69icos <2>. 

Hasta ahora, se han reportado más de 15 especies en las que 

la producción de compuestos secundarios en cultivos de células se 

aproxima o excede la producción en la planta completa <2-4). 

La planta Catharanthus roseus contiene casi todos los 

alcaloides derivados del indol y ha sido ampliamente estudiada en 

los ~ltimos 25 aMos <5>. En CTV de esta especie se han reportado 

cerca de 15 alcaloides (6-9). Doller et at. <10) indican la 

presencia de serpentina y restos de raubasina en 5 diferentes 

lineas celulares <callo> de C. roseus; sobre las bases de peso 

seco, se encontraron 0.5X de alcaloides, bajo cOndiciones 

favorables. Zenk 9t at. ( 11 > lograron seleccionar 2 lineas 

celulares con una notable producción de serpentina y ajmalicina, 

el rendimiento fue del 1.3r. en base a peso seco. 

Da5de hace varias décadas se han emprendido 

investigaciones encaminadas a obtener información 

numerosas 

sobre la 

influencia de las condiciones de cultivo sobre el crecimiento y la 

producción de alcaloides en CTV de C.roseus. La tendencia en estas 

investigaciones es optimizar las velocidades de crecimiento por 

medio da la reformulación de los medios de cultivo v la 

modificación de las condiciones ambientales en las que crecen los 

cultivos <2>. 

Entre las variables que se han estudiado están las 

siguientes: la concentración de sacarosa <12-13); la ausencia de 

fosfato y nitr69eno inorg~nico (12); la adición de fosfato (14), 

triptofano Cll, 15> y triptamina <10>; la concentración de ~ciclo 

2,4-diclorofenoxiacético <12, 16) Y de Acido indolacético V 
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benciladenina 111lr la tenlperatura de incubación del cultivo 13)1 

la concentración de C0
2 

117, 181; l• tasa de aereación 119, 20) y 

el estrés de sequia 121>. 

El departamento de Bioquimica Vegetal de la Facultad de 

Quimica de la UNAM y el Centro de Investigaciones Cientificas de 

Vucat'-n <CICV> han establecido una serie de investigaciones sobre 

el metabolismo nitrogenado y la obtención de alcaloides en C. 
'roseu.s <22-25). El objetivo principal es generar el conocimiento 

bAsico que permita obtener la s1ntesis de metabolitos secundarios 

y con ello. la posibilidad de manipular dicho proceso. tanto en 

plantas como en CTV. El modelo experimental empleado asume que la 

fuente de nitrógeno puede influir en la biosintesis de los 

alcaloides derivados del indol IFig. 1), 

El interés de este trabajo se centra en la investigación 

básica sobre el metabolismo nitrogenado en CTV de C. ros&u.s. En 

base a lo anterior, los objetivos 

siguientes: 

planteados fueron los 

1> Estudiar el crecimiento de tejido& de Cath.aranthus roseus, 

cultivados en diferentes fuentes de nitr69eno <nitrato, amonio y 

una mezcla de ambos). 

2> Determinar el efecto de la fuente nitrogenada en la 

actividad~de las siguientes enzimas: glutamino 5intetasa <GS>, 

glutamato sintasa IGOGAT> y deshidrogenasa glutl>Jnica IGDH>, a lo 

largo del ciclo de crecimiento. 

3) Cuantificar las concentraciones (pozas metabólicas> de 

proteinas, aminoácidos, nitratos, nitritos y amonio durante el 

periodo de crecimiento. 
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Sintesis da alcaloides derivados del Indol 

S1ntasis de proteinas +-------

grupo 

glutamina 

GDH 
GS/GOGAT 

Serina 

a-amino del 
glutamato 

Fig 1. Modelo del· proyecto de Catharanthus ros•us 
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:i:. AKTECEDEKl'ES 

Catharanthu. es una angiosperma dicotiledónea originaria de 

Madagascar y dispersada por cultivo a todo el mundo <261. 

En M<txico se distribuye en las zonas trcpicales de Jalisco, 
Vucat~n. Puebla, Veracruz y Oaxaca. Asimismo se le encuentra 

Cultivada para ornato en Michoacán, Guerrero, Morelos, Campeche, 

Tabasco, Querétaro, Quintana Roo y Baja California. No se conoce 

la fecha exacta de introducción a nuestro pa1s; se sabe que desde 

1894 se cultiva en Veracruz y Jalisco 1271. 

Originalmente el género fue establecido como Vi.nea, por 

Linneo en 1753. La planta ha recibido desde entone as los 

siguientes nombres científicos: Vt:n.ca ros9a, Lochnora ros:: o a, 

A.mm.ocal t i.s rosea, y Catha.ranthus TOS9'US. En 1828, Lud,.ig 

Reichenbach propuso el nombre genérico de Lochn.era para la planta 

referida por mucho tiempo como Vinca ros9a; no obstante~ Pichon en 

1948 enl1sta ya 34 diferencias entre Lochrwra y Vinca. El nombre 

LochnDra quedó invalidado porque se parece a Lochnl)ria. una 

tiliácea descrita en 1777 por Scopoli. En 1838 George Don la da el 

nombre de Catha.ranthus al género tipificado por Vin.ca. Actualmente 

la filiación aceptada (27> es la de Pichon <19511: 

Familia 

SubfalDilia 

Apocynac•ao 

Pl'UJM>rioido~ 

Tribu 1 Atsotoni•ao 

Subtribu 1 Catha.ranthinaa 

Sección 1 • Lochnflra <Reichb.f.I Pich. 

Género y especie Catharanthus roseus <L.l G.l>on 

El género Catharanthus presenta 6 especies; C. ros&us, C. 

ta.n.ceus, C. pusi t lus, C. trichophyl tus, C. 

scitulus 1281. 

5 
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Cathaz-anthus roseus e& un arbust.o ~eque~o v erguido, de 30 a 

60 e~ de altura, perenne, comWl en las ~egíones tropicales. Es de 

crecimiento rAptdo, le~osa en !iU base, con ramas erectas; hojas 

simples, enteras, OPUestas, sin estipulas, siempre verdes, 

coriAcaas, mucronadas v obtusas. Se producen una o m~s flores Por 

tallo, desde la mitad de la primavera al principio del otoKo. 

Existen por lo ~enos 4 variedades: albus (con flores blancas>, 

roseus (flores rosas), acellatus y villasus Cflores JDeZCla da 
blanco v rojo). los nombres comunes que recibe son: pervinca, 

maravilla, ninfa. teresita, vicaria. pata de perro, etc. (27). El 

nWDero cromos6mico de esta especie es 2n = 16 <26J. 

C. roseus es una plan~a ampliamente estudiada en los últimos 

25 ª"os. Desde el siglo pasado se le emplea como agente 
h!poglucemiante oral. 

La planta contiene casi todos los tipos de alcaloides 

derivados del indol. hasta la fecha se han detectado mAs de 130 
alcaloides (5) con diversas actividades farmacológic~s. Entre 

éstos están 4 alcaloides de gran uso: la vincristina <VCR>, la 

vinblastina (VLB>. la vinleurosina y la vincosidina. 

A tales alcaloides se les ha encontrado efecto Sf!dante, 

hipnótico, analgésico, emético. etc. La VCR v la VLB son emPleados 

con éxito desde 1963 en el tratamiento de la leucemia y otros 

cánceres humanos. Varios estudios han probado que ambos alcaloides 

prolongan la vida de animales cancerosos aUn en las etapas 

terminales del c~ncer. 

Estos alcaloides inhiben la s1ntesis de los Acidos nucl~icos, 
prot•1nas y 11Pidos. El mecanismo de acción no est• todavia muy 

claro, parece ser que detienen la mitosis en la metafase; los 

efectos tóxicos son reversibles en periodos variables POsteriores 
a la suspensión del tratamiento 127. 291. 

Los alcaloides aislados de la planta se presentan en muy 

peque~os porcentajes <0.00025 X> por lo que se requieren grandes 

cantidades de ella para una producción comercial. De VLB y VCR se 

obtienen 1 9 y 20 mg por. tonelada de planta respectivamente. Para 
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satisfacer la demanda ~undial, dicha especie se colecta tanto de 

fuentes naturales como cultivadas, localizadas en Madagascar, 

Australia, Sud~frica, Antillas Brit•nicas,~ Sudam6rica, Europa, la 

India y el sur de los E. U. (5, 271. 

2.1. Cultivo de Tejidos 

Al igual que en los estudios con plantas completas, en 

cultivo de tejidos vegetales <CTV> se presentan ventajas y 

desventajas. Las ventajas radican en la reproducibilidad, 

l.a'liformidad y posible control del cultivo, la disponibilidad 

inmediata de grandes cantidades de células y el bajo nivel de 

organización estructural en relación a la planta. Las desventajas 

son el esfuerzo continuo para mantener los cultivos, la 

posibilidad de que éstos puedan cambiar durante los subcultivos, y 

la dificultad de extrapolar los resultados obtenidos, al nivel 

planta completa (4). 

Se han efectuado numerosos estudios bioquimicos en CTV, ya 

sea con callos o con cultivos en suspensión. El callo es una masa 

desorganizada de células en prol1feraciqn, puede ser inducido 

sobre in6culos de varios órganos de casi cualquier 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 proliferación y en células 

individuales, al transferirlos a un medio liquido en agitación 

(311. 

En el nivel celular, la mayoria de las células del callo se 

caracterizan por su gran tama~o e irregularidad de forma. Las 

células son altamente vacuo ladas y presentan hileras 

citoplasmá.ticas en donde el movimiento de los plastos es 

fácilmente visto al microscopio de contraste de fases. No 

presentan formación de pared celular secundaria o lignificación. 

Los cloroplastos están en la etapa proplasto-ámiloplasto Y no se 

observan plasmodesmos. 

7 



Dispersados Por todo el callo, pero usualmente localizados, 

estAn presentes de 5 a 10 centros meristem•ticos, bajo la 

sui>erficie superior. Las células de éstos son distintivamente ••s 

pequaftas, presentan menor vacuolaci6n y suelen tener plasmodeS1DOs, 

las asociaciones celulares son crecientes y se presenta pectina 

intercelular. Dichos centros sirven como ~reas principales de 

crecimiento aunque otras c6lulas pueden ocasionalmente sufrir 

mitosis C32l. 

En relación al crecimiento del callo, éste es relativamente 

lento. Las células nuevas son formadas en la periferia de la •asa 

del callo, la cual presenta un gradiente nutricional que va desde 

las células que estAn en contacto con el medio de cultivo hasta 

las que crecen en la superficie del callo <331. 

Se sabe que el tejido original ejerce poca influencia sobre 

las propiedades morfológicas y bioquimicas de una linea celular. 

En otras palabras, despu6s de cultivos prolongados, el callo 

derivado de cualquier tejido de una misma planta: 

usualmente similares o idénticas caract.eristicas morfol69icas. 

Esto es especialmente pronunciado si se mantiene un esquema 

estricto de subcultivos y medios control (321. Adem~s de lo 

anterior, la idea de que el callo estA compuesto de células no 

diferenciadas es incierta. Las células del callo no son del todo 

uniformes morfológica o fisiológicamente y algunas variaciones 

genéticas en forma de endopoliploid1as son comunes (34, 35). 

Por otro lado, muchos fenómenos, especialmente aquellos 

rel•cionados con la organog~nesis son frecuentemente observados 

solo en cultivos reci.6n formados. El tiempo de cultivo prolongado 

causa una disminución proporcional en el potencial morfogenético 

da la linea celular. Esto se ha reportado en un gran nOmero de 

tejidos cultivados. La pérdida del potencial para diferenciarse ha 

sido explicada por aneuploidia acumulada, aberraciones 

cromos6micas, habituación hormonal, heterocroma~inizaci6n. 

mutación espont~nea y selección durante cultivos extensivos, etc. 

Su causa precisa aún no es entendida y se han reportado datos 

contradictorios (32>. 
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2.2. Crecillliento de Tejidos en Cultivo, en Diferentes 
Fuwntes Nitrogenadas. 

Los cultivos de células utilizan pcr• lo general nitrato o 

nitrato .aá.s amonio COlnO fuentes de nitrógeno. Estas fuentes SCJtn 

las taAs comunes. sin embargo no son las onicas. Los cultivos en 
suspensión de soya crecen bien en urea <si se adiciona Ni•Z al 

medio de cultivo> ven 9lutamina 1361. Los cultivos de rosa <var. 

Paul 1 s scarlet), sicamor. tabaco, jitomat.e y zanahoria. presentan 

·un buen crec:imient.o en urea (37). Las células de tabaco pueden 

crecer en caseina hidrol1zada, urea o •cido y-aminobUtirico como 

Unica fuente de nitrógeno (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 ca~a de azocar (40). 

El nitrato es adecuado como única fuente de nitrógeno para 

células de tabaco <37, 41), Jitomate, sova y zanahoria C37), rosa 

Cvar. Paul's scarlet> C42, 43), trigo C44), lino, rábano y gualda 

(45), Datura Lnnox(a (46) v sicamor C47>. (ver apéndice 1 para 

consultar los nombres cientificos>. 

La adición de amonio al medio conten}endo nitrato como '1nica 

fuente de nitrógeno aumenta el crecimiento en soya C48, 49), 

cebolla CSO>, lino, rábano v gualda <45> v se requiere para el 

crecimiento de células de zanahoria <39>. 

Craven et aL. <51> encontraron diferencias en los •ciclos 

orgAnicos libres, los am1noAcidos, los azúcares y •l K+ en 

inóeulos de zanahoria que crecieron en KN0
8 

6 en NH
4

N0
9

• Asimismo. 

Bergmann •t at. C41) han demostrado diferencias en la 

concentración de 9lutam1na, alanina, malato v el nivel de la 

enzima SRalica en células de tabaco cultivadas en nitrato más 

amonio. Tales resultados muestran diferencias entre lo-a tejidos 

que crecen en nitrato y los que crecen en nitrato más amonio; sin 

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

En los casos donde el No; y el NH: son aplicados Juntos en el 

medio de cultivo, el NH: es usado preferencialmente y el No; solo 
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es tomado y asimilado cuando el NH+ ha sido asimilado y 

' transformado en nitr69eno orgl>.nico 1521. 

El crecimiento de células vegetales con amonio como única 

fuente de nitr69eno solo se ha logrado suministrando al mismo 

tiempo Acidos intermediarios del ciclo de Krebs 1531. Esto se ha 

reportado en soya 136. 541, tabaco y Jitomate (371, en alfalfa 

(441, zanahoria 137, 391 y @n trompetilla 1551 <ver ap6ndice 11. 

Aparentemente la concentración intracelular de amonio no es 

la causa primaria de la inhibición del crecimiento. Se ha sugerido 

qua la disminución en el pH del medio con amonio como á1ica fuente 

de nitrógeno, provoca la incapacidad de las células para crecer en 

ase medio <39, 49, 53>. En relación a lo anterior, mediante la 

titulación potenciométrica continua del cultivo se ha logrado qua 

crezcan células en suspensión de zanahoria <56), soya y una 

especie de Ipom.o•a <57) con amonio como única fuente de nitrógeno. 

No obstante, aún no es claro si la función de los ~cÍdos del 

ciclo de Krebs es controlar el PH dentro de los limites 

tolerables. Se ha supuesto que tales ácidos pueden suministrar 

esqueletos de carbono para la sintesis de aminoAcidos <37). 

Adem~s de la disminución en el pH del medio, asociada con el 

crecimiento de células vegetales en amonio como única fuente de 

nitrógeno, también ocurren aumentos en el PH del medio cuando las 

células crecen en nitrato como única fuente de nitrógeno <49, 57) 

o cuando el amonio es utilizado y el nitrato permanece en el medio 

da cultivo 158, 591. 

Varios reportes indican que la velocidad de utilización del 

amonio y del nitrato es diferente a diferentes valores de pH. En 
cultivos en suspensión de lpomo•a spp., la valocidad a la que el 

nitrato es empleado se aumenta cuando el PH disminuye C58). En 

células cultivadas de raiz de jitomate (601 se observó que 

dependiendo de la fuente nitrogenada, el pH del medio debe ser el 

adecuado. De este modo, cuando la fuente es nitratos, el pH 6Ptimo 

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 Nitrogenado. 

El nitrógeno interviene en casi todas las reacciones 
bioqu1micas de los organismos vivos. Se le •ncuentra en prote1nas, 
•cidos nucléicos, reguladores del crecimiento, 
vitaminas, en al9',ln0s metabolitos secundarios, etc. 

El nitrógeno atmosf•rico es fijaclo por algunos micrg 
organismos y convertido en amonio, el cual puede ser oxidado por 

la flora del suelo hasta nitrato. Las Plantas pueden utilizar 
cualquiera de astas 2 formas asimilables de nitrógeno, pero 

preferentemente utilizan nitratos. 

La fijación biológica del nitrógeno es mediada por la 

nitrogenasa, la cual se encuentra en ciertos microorganismos de 

vida libre (Aeogpirill'Wn, Cyanobact~ria, A2otobacter, Clostridii.un., 

KlBbsielta, etc.> y en 2 importantes relaciones simbióticas que 

involucran Actynomyc•tes o Rhi2obium. Mediante este sistema 
enzim~tico, tales organismos pueden reducir al 
atmosférico hasta amonio con el empleo de un donador 

nitrógeno 

de e !la 

ferredoxina> y ATP como fuente de energia. La enzima ast• formada 

por 2 metaloproteinas diferentes, una que solo contiene hierro y 

otra que contiene hierro v molibdeno (61). 

La transfor•ación de nitrógeno inorgA.nico a material org•nico 

implica ~a secuenc:ia de reaccionesa 

a> Reducción del nitrato hasta amonio. 

bl Asimilación del amonio a 9lutamato. 

e> Transaminaci6n del glutamato a aminoácidos primarios. 

d> Sintesis de otros aminoácidos. 
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La pri .. ra parte del proceso, la reducciOn de nitrato a 

amonio, se realiza en dos pasos catalizados Poi"' dos enzimas 

diferentes. La conversic:.n de nitrato a nitrito es catalizada pcr 
la nitrato reductasa <NR, EC.1. 6.6. ll 162,63la 

NO- + NAl>H + H• • 
NR NO- + NAI>• + H O • • 

La reducción del nitrito a amonio se efectOa ..adiante la 

enzima nitrito reduc:tasa <NiR, EC.1.7.7.11 162, 641 1 

NO- + SH• + 6e­
z 

NiR NH• + 2H O 
' . 

El amonio asi formado puede ser asimilado por 2 vias 
diferentes• 

1.- Via glutamino sintetasa/glutamato sintasa IGS/GOGATI 

2.- Via deshidrogenasa glut•mica <Gl>HI. 

En la primera via, el amonio se asimila inicialmente en el 
amido de la glutamina, en presencia de la enzima glutaaino 

sintetasa IGS, EC.6.3.1.211 

NH: + L-o;ilutamato + ATP. GS L-glutamina + Al>P + Pi + H
2
0 

A continuación, la glutaaina reacciona con el 

presencia de la glutamato sintasa IGOGAT, 
producir 2 moléculas de glutamato1 

12 

2-oxoglutarato en 
EC.1.4.7.11, para 



L-glutaaina + 
2-oxoglutarato + 2 Fd recluc:ída 

6 NAD(PIH 

GOGAT 
2 L-glut.amato + 2 Fd oxidada 

6 NAD<P> + 

En la segunda via se produce directall9f\t. glut .... ato, a través 

de la cleshidrogenasa glut&mica tGDH, EC.1.4.1.21: 

·NH: + 2-oxoglutarato + NAD!PlH ~ L-glutamato + NAD<P1•+ HaO 

Una vez que al aaonio se ha incorPorado a una molécula 

orgánica como grUPO aaino del Acido glut.\mico, es translocado a 

otras moléculas org•nicas para formar los detú.s aminol.cidos 

mediante las enzimas denominadas transaminasas <Fig 2l. 

Alobas vlas operan en las plantas dependiendo de una serie de 

factores como la relación lux/obscuridad, niveles de 

relación C0
2
/0

2 
en la atmósfera, temperatura, etc. 1611. 

agua,. 

Una tercera v1a Posible de asimilación del amonio parece ser 

la de la asparagino sintetasa !AS, EC.6.3.1.4l, en asta via la 

e:nzi11a toma amonio v produce aspara9ina en vez de glutamina,. que 

puede también donar su grupo amido a otras moléculas 161, 651t 

NH: + L-aspartato + ATP __ A_s __ L-asr>aragina + ADP + Pi + H
1

0 
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Fi11.2. Ruta de asi•ilaci6n del 

superiores 161>. 

RUTA 

GDH 

Na_!__,. Ni: 
NO- -!.!..!..... Ni+ . ' 

' [ 11lut.BJ11ina 

r 11lut.al'lato 

d l. 2-oxo11lutarato 

nitr6geno en plantas 

oxo•cidos 

a-arnino,cidos 

RUTA 

69/GOGAT 

11lut.amato 

J r 11lutamat.o J [oxoácidos 

"!....z-oxoglut.arat.o 

7 

•inoácidos 11lut.amina 

~· Nitrogenasa .. Nitrato reductasa, NR .. Nitrito reduc:tasa. NiR 

'· Glutamino sintet.asa, GS ... Glutamato sintasa, GOGAT 

d. De:shidrogenasa glutUica, GDH 
?. Transaminasas 
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3.2. Mit.rato Re<luctasa. 

La NR se ha identificado y caracterizado dot extractos de 

Plantas sUPeriores. bacterias. honcaos y algas. Existe poca 

información sobre sus prOPiedades f!sicas. debido en parta a las 

dificultades e>cperi...,,t.adas en PUrificar a la enziaa t66l. 

El pH 0ptimo de extracción es de a.2-a.s, se requieren grupos 

sulfhidrilos Y •9"r>tes reductores que eviten la oxidación de la 

enziaa 163, 671. 

En plantas suPeriores., la NR se ha extraido de· embriones., 

cotiledones, escutelos, células de aleurona., ralees, hoja5, 

células cultivadas, ate. En extractos extensivamente purificados, 

el peso IOOlecular varia entre 160,000 Den maiz y 500,000 D en 

espinaca 1641. La NR dot espinaca presenta 7 subunidades al 

realizar electroforesis en gel empleando dodecil sulfato de sodio 

y mercaptoetanol <68>. 

La enzima está localizada en •l citoplasaa y l>Uede utilizar 

pirid1n-nucle6tidos o .. ttlviol6119no reducido como donadores de 

los e- t65, 69). 

En soya se han detectado 2 NR diferentes, una dependiente de . 
NADH IEC. 1.6.6.11 v la otra de NADIPlH tEC. 1.6.6.21. No 
obstante, 81Wba5 enziaas auestran actividad con los 2 nucleótidos. 

Una similar falta de especificidad se ha demostrado en un 

restringido ntlmero de especies; se ha supuesto que en los 

extractos esta presente una nucle6tido fosfatasa, la cual pUede 

convertir al NADPH a NAt>H, siendo este Ultimo el que media la 

reducción 1661. 
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Las Kno• para No; ; NADPH y NADH para la enzima 
dependi.nte ele NADIPIH, fueron: 4500 µM, 1.5 µM 

respectivamente; en el caso de la NR dependiente ele 

de soya, 

Y 39 µM 

NADH estos 

valores fueron 200 µM, 200 µM y 8 µM, respectivamente 1631. 

La enzima parcialmente purificada contiene flavina y 9rUPOS 
heme, asimismo, se ha demostrado que el molibdeno as un componente 

esencial de la NR 1661. 

Se ha prapuesto que en la reducción del No;, los e" van desde 
el donador hasta el nitrato a través ele una cadena de transpcrte 
de.- en la siguiente secuencia <70, 711: 

NADH - ISH -- FAD -- cit b.,.,7 -- Mol ----+NO; 

La enzima se inhiba con tt..r19steno <71, 721, con cianamida y 

azida (661, con algunos aminoAcidos, HCN, C0
2 

y agentes quelantes 

(71-731. 

Se ha demostrado que la NR es inducible Por el NO; , tanto en 

hojas como ralees (65, 691 y en células cultivadas (38, 7411 el 
incremento de la actividad se deba a una s1nte5is di> novo. La 
inducción de la NR dependiente de NADH, debida al NO;, solo se ha 

demostrado en plántulas de arroz y frijol <631. El cloranfenicol y 

ciertos nitrocoinPUestos orgt.nicos inducen tillllbién la actividad de 

la enzima 1631. 

La NR da plantas superiores se estimula con fosfato, se ha 

propuesto que éste puede acomplejar al Mo de 

facilitando as1 su reducción 1631. 

16 
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El a•onio aumenta la actividad de la NR en hojas de maiz pero 

no en raiz o tallos (75>. La cOMbinaci6n de amonio y nitrato 

induce la actividad de la enzima en célul~s de rosa <var. Paul's 

scarlet) en suspensión <4211 el amonio y la glutamina evitan su 

inducción en soya <36> y el amonio parece reprimirla en Ipomaea 

spp. <761. En raices de cebada y en lemna. el amonio inhibe la 

inducción de la NR; sin embargo en otros tejidos 

aparición de la NR, inducida par nitrato, no es 

'el amonio (661. 

de plantas, 

influenciada 

la 

por 

Se ha reportado que la respuesta de las NR• de hoja v raiz a 

adiciones de amino~cidos es diferente 1771 y que las Km para NADH 

y No; son diferentes en alllbos teJidos (781, lo cual 

las enzimas de los 2 tejidos son diferentes. En 

. 
sugiere que 

células en 

cultivo, la NR es inhibida por algunos aminoácidos <37, 38). 

La evidencia experimental sugiere que el ~: y ciertos 

aminoácidos regulan ya sea la actividad o la inducción de la NR. 

No obstante, se ha demostrado que los niveles tanto de amonio como 

de aminoácidos, re<:lUeridos para inhibir o activar el desarrollo o 

actividad de la NR están en el rango mM. Tales conc:entraciones son 

mucho mayores que las encontradas en tejidos vegetales tµM>. 

Recientemente se ha prOPuest.o que las adiciones de: . NH: v 
aminoácidos afectan la asimilación del nitrato y la bios1ntesis de 

otros aminoácidos más que a la NR en si <65>. 

La nitrato reductasa se ha estudiado en cultivo de tejidos de 

soya (36, 49>, zanahoria y jítomate <37>, tabaco (38, 79), rosa 

\var. Paul's scarlet 1 142,431, Datura innoxia 1461, tri'ilO 1491, 

lpomoea spp. (761. alfalfa 1801, sicamor 1811 y ConvolV\llUS 

ar~ensLs t82) (ver ap~ice 1). 
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. 3. 3 •. Ni t.ri t.o · Reduct.asa. 

La NiR cataliza la reducción de nitrito (ex69eno o producido 

como consecuencia de la reducción del nitrato> a amonio. En 

ensayos ~n ~itro se ha demoatrado que la reacción es 

estequiom6trica y no se liberan compuestos intermediarios. 

La enzima <EC. 1.7.7.1> se ha estudiado ampliamente en 

extractos da bacterias, honqos, algas y plantas superiores. Emplea 
ferredoxina o metilviol69eno como donadores de los e-, va sea en 

tejidos vardas o tejidos no fotosintéticos1 se localiza en el 

cloroplasto (65. 661 o en los plastos de las raices 165, 83). 

Washitani y Sato 184> descubrieron la presencia de la NiR en 

proplastos da 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 efectúa buena parte de la 

reducción del nitrito. 

La NiR de extractos de plantas superiores, extensivamente 

PUrificados, tiene un peso molecular cercano a 62,000 D y 

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. as1 como en el alga 

Chtoretta. se ha logrado determinar la composición de aminoAcidos 

de la NiR (64>. 

La NiR dependiente de ferredoxina tiene un pH 6Ptimo de 

actividad antre 7 y 8. En extractos de plantas SUPeriores la 1<11 

para el NO; varia entre 10 v 60 µM, la Km para fQrradoxina varia 

de 10 a 70 µl'I, en tanto que la Km para el metilviol69eno es de 70 

,JI! (64). 

La NiR parcialmente purificada de hojas verdes exhibe 

cantidades variables de actividad de hidroxilamina reductasa, 

indicando que la enzima no es totalmente especifica para el 

La afinidad de la enzima para el NO; es de 10 a 100 

que para la hidroxilamin~ y esta ~ltima no afecta 

veces 

NO-. 
• 

mayor 

la tasa de 
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·····Conversión de nitrito a ·amonio. Se ha prapuesto que la· actividl!ld 

de hidroxilamina red1.1etasa sirve para •liminar a la hidroxilamina, 

la cual puede provenir del metabolisao de 

hidroxamatos 1661. 

las oximas e 

El espectro de absorción de la NiR de espinaca mostró que 

6sta posee 5 itomos de hierro lun centro Fe,s, y un 9ruPO 

prostético sirohemol por cada molécula de enzima. El centro Fe,s, 

~reacciona r~pidame"lte con reductores y es sensible a la presencia 

de ligandos hemo 1951. 

La enzima parece aportar 6 e- a una moleflicula de nitrito en 

pasos r~idos de 1 e- cada uno. El •ovimiento de e- desde la 

ferredoxina hasta el NO- parece proceder de acuerdo al siguien~ 
z 

esquema <64) & 

Fd. reducida - <Fe S 1 siroheeo ____. NO-
• • z 

La inhibición de la NiR de plantas StJPeriores por p-CMB 

(p-cloromercuribenzoatol, mersalil sódico. acetato fenil mercúrico 

y DTNB (~cido s. 5-ditiobis-2-nitrobenzoicol, demuestran la 

presencia de grupos SH presumiblemente asociados con residuos de 

cisteina. La inhibición por cianuro de potasio en calabaza y 

espinaca parece ser de tiPO cotnPetitivo <Ki• 0.37 ,L.fit con respecto 

al NO->. Con CO forma un complejo, el cual puede evitarse con 
a 

nitrito, hidroxilamina, cianuro y sulfito <6A. 86). 

La enzima de plantas sUPeriores PUede ser inducida par la 

adición de NO~ 6 NO~ 1651. 

En cultivo de tejidos, la nitrito reductasa se ha medido en 

células de trigo 1491 e lpomoea spp. <761, en tabaco 184, 871 Y en 

rosa tvar. Paul's scarlet> <SS>; en lpomoea, la adición de amonio 

al medio de cultivo reduce los niveles de la enzima. 
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3.4.Glut.andno sintetasa. 

La as est• presente tanto en eucariontes como procariontes1 

se ha detectado en bacterias, hongos, algas, plantas superiores v 
animales. La enzima cat.aliza las siguientes reacciones1 

<•> 
ATP + L-glutamato + NH: Me •• L-glutamina + Al>P + Pi 

<•> 
ATP + L-glutamato + NH

2
0H Ma•1 

----+ r-glutamil-hidroxamato + Al>P + Pi 

Glutamina + NHZOH ~-Al>~P~ • ....,,P_i_,. 
Me+a 

r-glutamil-hidroxamato + NH: 

En las reacciones de sintesis <•>, la GS puede emplear tanto 

L como D-is6meros del 9lutamato, siendo el D-is6mero menos 

efectivo; los valores de Km Y Vm~ con hidroxilamina y amonio son 

similares. En la reacción de transferencia, la enzima es ~ltamente 

especifica para la L- glutamina !89l. 

En las angiospermas la enzima est~ presente en casi todos los 

órganos da la planta. La actividad especifica generalmente es 
mayor en las hojas que en las raices (89, 90). 

En las hojas, la enzima se localiza en los cloroplastos <91), 
aunque también se ha detectado en el citoplasma (92>. En raices, 
la enzima se encuentra tanto en el citoplasma (93) como en los 
plastos (83). Nato ot aL. (94> han demostrado que la GS del 
clorc)plasto es una glucoprotaina~ mientras que la del citoplas111& 

no lo es. 

La GS de plantas superiores tiene un peso molecular en el 

rango de 350,000 a 400,000 I>. En semillas de chicharo y en nódulos 
de soya, la enzima consiste de 8 subunidades idénticas de 

aproximadamente 45,000 I> (89, 90),. 
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En angiospermas, la enzima requiere-Mg••, Mn•ª 6 eo•1 para su 

actividad. La naturaleza del cati6n, su concentración y proporción 

de la concentraci6n de ATP, influyen sobre• su actividad. El pH 

6Ptimo para la reacci6ri de sintesis con M9• 2 as de 8 y con Mn•ª 

esta en el rango de pH 5-6. La actividad de la enzima aumenta al 

aumentarse las concentraciones de ATP y Mg:•ª (89, 95). En raices 

de arroz, el cu•z, Cd•Z' Z •• 
n ' 

Ca•Z y Ni •Z inhibieron 

fuertemente la actividad de la GS, probablemente debido a que 

r.aaccionan con el 9ruPo tiol de la enzima' en adición a lo 

anterior, el acetato fenil mercOrico y el ácido p-hidroxi-

mercuri-fenil sulfónico inhibieron casi completamente su 

actividad, Y ésta fue recuperada por la adición de cisteina (96), 

lo cu~l sugiere la necesidad de grupos SH para su actividad. 

Los valores de la Km para el L-glutamato varian entre l y 15 

mM, dependiendo de la fuente de la enzima y de la concentración de 

Mg•Z; 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 µM !89, 90). 

En angiospermas se ha reportado que varios nucleótidos, entre 

ellos AMP, ADP, IDP y GTP inhiben la actividad de la GS !96-98). 

La inhibición por ADP y AMP indica la posibilidad de un control de 

la enzima mediante cambios en la carga energética de la célula. 

Los niveles de la enzima en ralees de chicharo se aumentan 

con sacarosa, glucosa y fructosa a concentraciones de 0.5-2 9/l' 

el mayor i~cremento se ha observado con sacarosa a 20 9/l. Un 

incremento similar con estos azúcares se observó en la NR <99>. En 

contraste, bajas concentraciones de sacarosa (100, 101>, 

galactosa, manosa y xilosa <99) disminuyen el nivel de la GDH. La 

respuesta diferencial de GS y GDH a varios azocares y a sus 

concentraciones indica que no están reguladas por un simple cambio 

de ener91a, sino que varios mecanismos están involucrados <99). 

La respuesta de la GS a diferentes sales de amonio (102>~ 

difiere también de la respuesta de la GDH 1103) y de la NR 1104). 
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Varios rePOrtes indican que el fosfato v algunos aminoóleido.s 

afectan la actividad da la GS. El carba1110il fosfato y el fosfato 

inhiban a la GS de algunas angiospermas <69, 971. La GS de lemna 

Y haba (89, 98> es inhibida por alanina y por glicina, a 

diferencia de la enzima de arroz (971, la cual no as afectada por 

los amino~cidos, incluyendo alanina y glicinat no obstante, la 

asparagina, la arginina y el tript.ofano si tienen un peque~ 

efecto inhibitorio sobra la GS de arroz (90). 

En lemna (105) y en el alga Chtorelta (1061 la glutamina 

inhiba la actividad de la GS1 no obstante, en chicharo 11071 s;e ha 

observado lo contrario. Por otro lado, la glutamina aumenta los 

niveles de la GDH en lemna 11051 y en lupino 11011. Se ha sU9Qrido 

entonces qua 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 amtno~cidos, 5e han presentado reportes 

contradictorios y la función que desQ111pe~an en la regulación de la 

enzima aOn no es claro. 

Se ha detectado la presencia de formas móltiPles de la GS en 

U"'l buen nOmero de plantas s...aperiores. Una foraa. de la enzima 

(denominada GS•I está presente en semillas no germinadas y 

cotiledones, asi como en plantas etioladas. En tejidos verdes se 

ha confir•ado la presencia de una GS diferente 

1901. Algunas angiospermas Presentan tanto GS• 

mismo tejido, en diferentes proporciones 11081. 

!denominada GSzl 

coao GSz en el 

· Estudios sobre la localización subcelular de las formas de GS 

indican qua la GS• esta presente en el citopla,...... mientras la GSz 

solo se localiza en los cloroplastos 169, 901. 

En la mavoria de los órganos de Plantas estudiadas, los pesos 

moleculares de las isoformas de GS son muy similares y varian de 

330,000 a 370,000 D 19011 sin embargo, la composición de 

am1nO:..cidos parece ser diferente (109). 

En arroz, cebada y calabaza, la GSl tiene un PH 6ptimo menor 
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"""' le as
2

• Asisismo, la GS
2 

tiene una afinidad más baja para el 

L-glutamato y es menos estable térmicament• que la GS&. Adem•s, 
los compuestos que acomplejan grupos tiol' inactivan r'-Pidamente a 

la as. V tienen P<>CO efecto sobre la as. C90l. 

Estudios inmunol69icos con las isoenzimas de la GS han 

demostrado que ambas son diferentes pero que cada isoforma es muy 

similar entre diferentes plantas C108l. 

Varios reportes indican que la GS del cloroplasto es 

sintetizada en el citoplasma y exhibe una regulación por luz. 

Cuando hojas etioladas de plantas C
9 

y e, son expuestas a la luz, 

se observa un incremento de 4-10 veces en la actividad de la 

enzima. <89, 90>. Asimismo, varios inhibidores de la sintesis de 

proteinas tienen un marcado efecto sobre la 65
2 

durante el 

enverdecimiento, mientras que la 65
1 

no parece ser afectada (110). 

La GS del helecho Osmunda re6alis (111) parece estar 

controlada por un sistema de desactivaci6n/reactivaci6n bajo 

transiciones luz/ oscuridad y en amonio 2 mM. Probablemente la 

desactivacion/reactivación implique cambios en los grupos 

d1sulfuro de la enzima; resultados similares se han observado en 

lemna (105). 

Debido a su abundancia, su localizaci6n y su baja Km para el 

amonio, la GS probableatente sea la enzima responsable de la 

asimilación primaria del amonio en hojas y raices (65, 112). 

Se ha sU9erido que la 65
1

, debido a su localización en al 

citoplasma, pUede funcionar en la reasimilaci6n dal amonio 

proveniente de la fotorrespiración (90, 113>. Por otro lado, los 

altos niveles de actividad de GS
2 

en comparación con los de GOGAT, 

apoyan la función de la GS
2 

en la desintoxicación del amonio 

dentro del cloroplast.o (90, 114>. 

En cultivo de teJ1dos, la ruta GS/GOGAT se ha estudiado en 

cultivos provenientes de trompetilla <S5>, rosa <var. Paul's 

scarletl 1115), tabaco C116l, zanahoria 1117>, soya CllBl V maiz 

1119) (ver apQndice ll. 
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3. 15. Glut...at.o Sint.asa. 

La GOGAT ,.,.. ori9inalment• dasc:ubierta en bacterias1 a la fecha s• 

ha r•pertado en una amplia variedad de algas, briofites, 
pteridofitas y plantas suPerlores !89, 112, 1201. 

Existen dos y POSiblementa tres isoformas da GOGAT, una que 
usa ferredoxina cOllO donador de e- !EC.1,4,7,1), una que usa NADH 

CEC. 1,4,1,141 y POsibl~nte una dependiente de NA1>PH !EC. 
1.4.1.13)·. 

La GOGAT-farredoxina parece ser comen a todos los euc:arlontes 
fotosint•ticos, a diferencia de la GOGAT dependiente de 
piridin-nucleótidos, la cual no se ha detectado en los tejidos 
fotoslnt•ticos de las plantas SuPeriores ($9). 

En hojas verdes, la ferredoxina reducida es el principal 

donador de e-(6511 en extractos de ralz de arroz 1121> se observó 

actividad de GOGAT con metllviol69eno, ésta fue aproximadamente el 

25X de la obtenida con ferradoxina. En 
fotosin~ticos de las angiospermas, la GOGAT 

los tejidos no 

presenta actividad 

con NAI>H y NADPH1 la tasa de redUccl6n con NAl>H siempre es aayor 
que con NAl>PH 1117, 122-1241. Posiblemente la aparente falta de 

especificidad de nucle6tldo sea explicada por la conversión c:t.1 
NADPH a NAI>H, debida a una transhidro9enasa o fosfatasa !89>. 

La GOGAT dependiente parec:a 

localizarse exclusivamente en los plastos de las raices 165, 125>. 
No obstante, Matoh y Takahashi 11261, han detectado la 

coexistencia de la GOGAT-Fd y la GOGAT-NADH en cloroplastos de 

brotes etiolados de chicharo, en enverdecimiento. La actividad de 

la GOGAT-Fd aumento casi 10 veces duranl"A el anverdecimiento, 
•i•ntras la actividad de la GOGAT-NADH no cambl61 el incr.....,,to 
fue inhibido por ciclohaxlmlda o cloranfenlcol. A diferencia de 

estos r•sultados, en hojas de ma1z en enverdact~i.ento (127>. no se 

detectaron cambios en al nival da la GOGAT-Fd. 
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La enzima purificada de nódulos de lupino consiste de un sol~ 
p0lipéptido de 235,000 D, mientras qua la GOGAT-Fd de haba tien<' 

un peso molecular de 150,000 (89, 1281. 

En cotiladones de chicharo (1221 y en células de soya en 
suspensión <1181, la GOGAT es especifica para la L-9lutamina y el 

2-oxoglutarato. Los valores de Km de la enzima de chicharo fuerons 
13.3 µM Para NADH y 27.7 ¡.iM para NADPH1 1.43 mM para L-9lutamina y 

•0.96 mM Para el 2-oxoglutarato. 

La mayoria de las GOGAT dependientes de pirid1n-nucle6tidos . 
tienen un pH óptimo cercano a 7.5, excepto en lupino, que es de 

8.5 (89>. 

Los análogos de glutamina, azaserina y 6-diazo-5-oxo-L­

norval ina <DON>, inhiben tanto a la GOGAT-Fd como a la dependiente 

de piridin-nucle6tidos (105, 118, 128). Los cloruros de Co+z, Ni+z 

y Cd•z son potentes ínhibidores de la GOGAT-Fd de haba, al igual 

que cierto número de am1n0Acidos, entre ellos L-aspartato y 

L-aspara9ina <128>. 

Se ha reportado que la actividad de ~a GOGAT-NADH se aumenta 

con varias fuentes de nitrógeno inorgánico (55, 118, 119). Bajas 

concentraciones de amonio incrementan la actividad de la 

GOGAT-NADH en células de soya en suspensión <1181. El No; y el 

NH:, juntos o por separado aumentaron la actividad de la enzima en 

tejidos de maiz cultivados; el incremento más pronunciado fue con 

No; <119,.1291. Rana y Srivastava (1291 sugieren que el No; induce 

una sintesis ~ novo de la GOGAT-NADH en ratees de maiz 

cultivadas, a la vez que la protege contra la degradaci6n o 

inactivación. 

Loyola y Sánchez <119) sugieren que las 2 enzimas de GOGAT no 

tienen la misma función en plantas superiores. La GOGAT-NADH 

funcionaria principalmente en la asimilación del nitrógeno 

mientras la GOGAT-Fd puede servir para exportar equivalentes 

reductores del cloroplasto. 
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3. 8. Glut.a-to Oeshidrogenasa. 

La GDH parece ser una enzima de ocurrencia universal. Se ha 

detectado en numerosas especies de plantas SuPeriores. en 
briofitas, pteridofitas. algas, hongos, bacterias y un buen n(Jmero 

da tejidos animales <891. 

En plantas superioras se han descrito 3 formas de GI>H con 

diferentes especificidades de nucle6t1do1 11 L-glutamato: NAD• 

oxidorreductasa (desaminantel, EC.1.4.1.21 21 L-9lutamato: NAD<PI• 

oxidorreductasa (dasaminantel, EC.1.4.1,3 y 31 L-glutamato: NADP• 

oxidorreductasa (desaminantel, EC.1.4.1.4. 

La enzima EC.t,4.1.2 se localiza en las mitocondrias de un 

buen número de tejidos (93, 130>. Varios reportes indican que la 

enzima tambi6n se localiza en el citoplasma (83, 112, 131>J no 

obstante, Davies y Teixeria (130> encontraron una gran similitud 

entre las GDH purificadas de mitocondria y citoplasma en chicharo . 
y concluyeron que la GDH soluble es liberada de la mitocondria 

durante la extracción. 

Las GDH
0
mitocondriales reaccionan con NADH y NADPH en sentido 

aminativo, mostrando •ucho mayor actividad con NADH. La proporciéiri 

de actividad NADH/NADPH es 1-20:1 (89, 130, 1321. En dirección 

dasaminante, las actividades con NADP+ siempre son menores que con 

NAD+ (89, 133, 134>, aunque en algunos casos no se ha encontrado 

actividad con NADP.1135-137>. 

La enzima EC.t.4.1.3 se ha detectado exclusivamente en los 

cloroplastos 1132, 136-1381, difiere de la enzima mitocondrial en 

los valores de Km para ciertos sustratos y en la movilidad 

electroforética; las 2 actividades se consideran debidas a 

isoenz1mas separadas. 
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En haba 11371, la 6l>H de cloroPlasto muestra mayor actividad 

con NAl>PH que con NADH; la prOPOrci6n de actividad NAl>H/ NADPH 

fue 111 en lec~ 1138>. 1.411 en soya 1)361 y 211 en acelga 

<132>. 

La enzima EC.1.4.1.4 se ha descrito en cloroplastos del alga 

Caulerpa simpliscius 11391 y en praplastos de tabaco 1841. 

La GDH mitocondrial de plantas superiores tiene un peso 

molecular entre 210,000 y 290,000 D 18'3, 130, 13211 aunque"" han 

detectado pesos moleculares de 51,000 en cauPl 1135> y 350,000 en 

soya 11361. 

La reacción de aminaci6n para muchas GDH• es óptima en el 

rango de pH 7.5-6.3 1130, 133, 134, 1361 y comm..mente a pH S 1132, 

135, 138, 1401. El pH 6Ptimo para la desaminac16n estA en el rango 

B.4-9.5 169, 130, 132, 136>. 

La GDH-NADH de plantas superiores parece ser una 

metaloprote1na. El EDTA causa una inactivación de la enzima en 

sentido aminativo y desaminativo en muchas esPecies <64. 125, 130, 

133, 135). La reactivación se logra por la
1

adic16n de ca• 2 , Mn• 2, 

Zn+ 2 , cu•Z, Mg•Z y eo• 2 ; los cationes más efectivos son ea· 2• 

Mg. 2 , Mn· 2 y zn• 1 . 

La enzima parece contener gruPOs SH, como lo indica la 

inhibición. por p-H~B (p-hidroximercuribenzoato>, la cual es 

revertida por el 9lutati6<l reducido 1130, 135, 140). 

En células de tabaco 1133>, el ATP y el ADP ejercen 

inhibición competitiva en ambas direcciones, el efecto es 

prevenido por el AMP. Asimismo, el citrato y el fuma.rato inhiben 

la aminación mientras el oxalacetato inhibe la desaminación1 los 

efectos son revertidos por ca·2
• La 1nhib1c16n por ATP y varios 

acidos carboxilicos sugiere que la actividad de GDH está regulada 

por el sistema involucrado en la producci6n de energ1a. <89, 133). 
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El ATP inhibe a la GDH de lemna 1105) en dirección aminanta. 

En chicharo 1130), el ATP, el 2-oxo9lutarato, el NH: Y el 

glutamato actúan como inhibidores competitivos en la aminaciórr, 

mientras el NADH y varios •cidos del ciclo de Krebs inhiben la 

desaminaci6n. Davies y Teixeria (130), proponen que la pre>porción 

NAD./NADH puede jugar un importante papel en el control de la GDH 

mitocondrial. De este modo, cuando los niveles de ácidos del ciclo 

de Krebs son altos, la proporción NAD./NADH es baja y la 

desaminaci6n del glutamato es inhibida, Si los niveles de •cidos 

carboxilicos caen, la proporci6n NAD./NADH aumenta, la 

desaminaci6n no es inhibida y los intermediarios del ciclo de 

Krebs son producidos a expensas del glutamato (691, 

Por otro lado, la enzima parece ser regulada por cambios en 

el nivel de azócares. La actividad de la GDH-NADH se ve disminuida 

por la sacarosa en chicharo y en lupino (101), asi como en L•mna 

p&rpu.slt la 1100), 

Los valores de Km para el 2-oxoglutarato, NAD.,NADP•y NADPH, 

obtenidos de diversas fuentes son similares y caen dentro de 

cierto rango (89>. Por el contrario, los valores de Km para el 

glutamato, amonio y NADH varian ampliamente de una fuente a otra 

1130, 133, 1351. Las variaciones se han atribuido a interacciones 

ho110tr~picas entre las moléculas de sustrato y a las diversas 

condiciones de ensayo utilizadas. 

Se ha detectado la existencia de formas móltiples de GDH en 

extractos de plantas superiores. En maiz (1411 se reportan 7 

isoenximas de la GDH, localizadas en la mitocondria y dependientes 

de NADH. La GDH presenta un patrón electrofor6tico de 7 bandas en 

haba 11341, 6 en lupino 11421, 4 en calabaza 1143) y rosa <var. 

Paul's scarlet> 11441 y 1 sola en caupi (1351. 
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La GDH de chicharo constituye patronas espacificos de 7 

isoconzimas en cada tejido. Un patrón CGDH-Il se encuentra en 

cotiledones y brotes Jóvenes. En rai~s y brotes viejos se 

localiza adem~s un segundo patrón <GJ>H-II>1 ambos patrones se 

localizan exclusivamente en la mitocondria (145> y consisten de la 

misma molécula en diferentes estados conformacionales <146). 

La GDH de alfalfa presenta un patrón de isoenzimas en 

~cotiledones y uno diferente en raices1 en brot.@s se encuentra un 

patrón mezclado, compuesto de isoenzi•as tanto de GDH-I como de 

GDH-II. Una distribución si•ilar de los patrones enzimiticos de la 

GDH se ha detectado en ricino y en lUPino l147l. Ambos patrones 

tienen pH 6Ptimos similares as1 como i9Ual especificidad de . 
sustrato y propiedades cinéticas. Se ha supuesto que pueden estar 

relacionados con la diferenciación celular o con diferentes 

funciones f isiol69icas. 

Cammaerts y Jacobs 11481 han detectado 

thatian.a 2 genes no alélicos, responsables de la 

tipos diferentes de subunidades, las cuales 

en Arabidopsis 

sintesis de 2 

al asoc:iarse 

aleatoriamente en un complejo hexamérico dan como resultado el 

patrón electroforótico de 7 bandas. obser~ado en esta especie. 

Se ha presentado evidencia de que altas concentraciones de 

amonio <2-15 mM> pueden ind<.lcir la s1ntesis de la GDH-NADH en 

extractos de plantas SUPeriores (53, 105, 142, 149-1531, El 

aumento en los niveles de la enzima se debe a una s1ntesis de no~o 

(105, 113: 153, 1541. 

Considerables incrementos en los niveles de la GDH 

mitocondrial se han observado también en hojas etioladas Y 

senescentes 1113, 1551. La evidencia apoya el papel de la GDH en 

la desintoxicación del amonio; no obstante, en hojas de calabaza 

l143l y alfalfa (1471 el amonio ex69eno no afecta los niveles ni 

los patrones isoconzimAticos de la GDH. 
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Otras fuentes de nitrógeno afectan también la actividad .i. la 

enzima. El NO; aumenta la actividad de la GDH-NADH en plántulas de 

maiz (154). Altas concentraciones de aminoácidos PUeden 

incrementar la actividad de la GDH en las an9iospermas !105, 156); 

en algunos casos se ha observado un efecto inhibitorio de los 

aminoácidos sobre la desaminación !130, 133). Se ha propuesto 

entonces la existencia en las Plantas superiores, de formas de la 

enzima funcionalmente distintas1 la GDH mitocondrial POdria 

contener isoenximas con un papel anabólico a altas concentraciones 

de amoniO, diferentes de aquellas responsables de la desaminaci6n 

oxidativa del glutamato <89, 157>. 

En tejidos de plantas superiores la GDH tiene una baja 

afinidad para el amonio, su Km es de 10-70 mM <89, 133, 135, 140, 

1451 mientras que la GS Presenta una Km para el amonio de 1-20 ¡..14, 

razón par la cual se considera a esta última como la enzima 

responsable de la asimilación primaria del amonio <112). 

Es posible, sin embargo, que los valores de Km de la GDH para 

el amonio dentro de la célula sean menores que los valores 

determinados in uítro o que altas concentraciones de amonio se 

Puedan localizar en la célula <65). Recientemente se ha detectado 

que la Km de la Gl>H para el amonio disminuye marcadamente a bajas 

concentraciones de all>Onio <158-160>; parece haber una afinidad 

creciente de la GDH para el amonio a bajas concentraciones; tales 

resultados apoyan el papel anabólico de la enzima 

asimilación de amonio. 

en la 

Se ha propuesto que la GS asimila Principalmente niveles 

fisiológicos de amonio v efectca la asimilación del que se genera 

en la fotorrespiracióri. mientras que la GDH mitoc:ondrial solo es 

OPerativa como auxiliar de la GS. cuando están presentes 

concentraciones elevadas de amonio <113, 145). Est.udios con 

mitoc:ondrias aisladas de chicharo indican que éstas reasimilan 

menos del ISX del amonio total producido en la transformación de 

glicina a serina. Asimismo, la reasimilaci6n del amonio producido 
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en la fotorrespiraci6n es inhibida Por la sulfoximina metionina 

Cw-. inhibidor especifico de la GS>, lo cual sugiere que el amonio 

generado intramitocondrialmente es difundido al citoplasma y 

reasimilac:lo por la via GS/GOGAT 192, 161>. 

Buena parte de la evidencia indica que la GDH es activa 

principalmente en la oxidación del glutamato m~s que en su 

.s1ntesis 165, 89, 120>. 

Cammaerts y Jacobs (113> proPOnen que la GDH tiene 2 

funciones: la GDH-NADH puede funcionar rápidamente con altos 

niveles de nitrógeno ex69eno o endógeno mientras la GDH-NAD• es 

resPonsable del abasto de energ1a a la célula durante la 

asimilación debida a 65. 

En cultivo de tejidos in vitro, la GI>H se ha estudiado en soya 

(49, 118>, trompetilla <55), rosa <var. Paut•s scarlet> <115.,, 

1441, tabaco <131, 159, 1621, trigo <1561, zanahoria <163>. friJol 

<164) y ma1z < 1651 <ver apéndice 1 >. 
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II. MATERIALES Y METOOOS. 

ll.1.1. Material biológico. 

SQ emplearon callos da Catha.ranthus ro••ta, originados a 

partir de tejido foliar. La linea celular fue generada en 
novialllbra da 1982. Los callos son da color verde y contier>en hasta 
100 ¡.¡<;¡de clorofila total por gramo de peso fresco 125, 1671. 

II.1.2. Material de vidrio. 

Todo el material empleado se lav6 con detergente, se enJuag6 
con agua destilada y se sec6 en estufa. 

xx.1.3. ¡¡.activos. 

Se emplearon reactivos de las casas J. T. Baker, Merck v 
Sigma, todos fueron de grado reactivo. 

II. t • .&. Equipo. 

Balanza analittca, Mettler 
Balanza granataria, OHAUS 
Placas de calentamiento v agitación, Thermolyna 

PotenciÓINttro, Conduc:t.ronic 
Campana de flujo laminar, VECO 
Autoclave, Electric Steroclave 25X 

Cámara de crecimiento a 25°C 
Estufa da vacio, Precision 
Congelador a -7o0 c, Forma Scientific 
Politr6n, PCU-2 
Centrifugas, Beckman, J2-21 y MSE 
Refrigerador a -2oºc, Congelador 
Micropipetas, Finnpipette, de 0-5, 5-20, 50-200 Y 200-1500 µ1 

Agitador, Vortex-Genie 
Bano de temperatura constante, Colora 

Espectrofot6metro, Carl Zeiss M4 QIII 

32 



II.2.1. Medio de cultivo. 

Para al creci•ient<> de lo. callos ... -le6 el ,..dio de 

Phillips y Collins 11661, adicionado con 3 119/l de 6-bencil 

amincpurina 16-BAP>. En estas condiciones se reportan aument<>s en 
el peso fresco de hasta el 300X 11671. 

Las concentraciones da •acro y •icronutrientes da este medio 
~se presentan a continuación1 

Compuesto Concentraciá"I Soluc:i6n Soluc:i6n conc. 
( 1119/l ) ( 1119/100 ml ) 

M980,. 7H
2

0 "' 435.00 A 4~0 

l'lnso,.H.o "' 15.00 A 1!50 

ZnSO .7H O • • s.oo A 50 

CuSO .5H O • • 0.10 A 

KH PO"' 
z • 325.00 B 3250 

NaH PO .H O 
z • z 

as.oo B eso 

NH NO"' • • 1000.00 e 5000 

KNO b 2100.00 e 10500 • 
CaCl .2H O b 600.00 1) 3000 

z z 

KI • 1.00 E 100 

H
0
B0

0 
5.00 F 500 

eoc1
0
.6tt

2
0 "' 0.10 F 10 

Inositol • 250.00 B 2500 

Faso .7H o b 27.9S H 279.5 • z 

Na
1
EDTA "' 37.23 H 372.3 

Piridoxina-HCl o.so I 50 

Tiamina '" 2.00 I 200 

b aok•r W•rck • si. gmo. 
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De cada solución concentrada se prepararon 100 ml, 1 litro de 
medio de cultivo se preparó d• la siguiante manera1 

Solución 

A 

B 

e 
I> 

E 

F 

G 

H 

I 

ml/l de IDedio 

10 

10 

20 

20 

10 

10 

Las soluciones s• a~adi•ron en el orden indicado, en 200-400 
al ele agua c:on agitación const.ante. 

La 6-BAP !Marckl se disolvió (3 mg/ll •n un poco de NaOH 0.1 
N1 una vez disuelta se acidificó (pH 3-41 con HCl 0.1 N antes de 

agregar•• al medía. 

La sac:arosa !MerckJ se a~adió a una concentración de 25 9/l y 
finalmente se ajustó el pH del medio a S.4-S.5 <con 
Pot.enc:i611et.ro, e1Dpleando HCI 6"NaOH 0.1 NJ antes de aforar a 
lit.ro, 

un 

El a9ar (Merckl se lavó previamente en un filtro de Placa 
Porosa hasta que el agua de lavado fuera incolora. Una vez limpio 
Y seco, se adicionó al medio 18 g/11 en un matraz de 2 litros y se 
fundió pcr c:alor y agit.ación. 

El medio se envasó ca mll en t.ubos de cultivo de 10 x 2,5 Cfll, 

se tapó c:on papel aluminio y se est.eriliz6 durant.e IS minut01' a 

kg/c:mª de presión, Una vez esterilizado, se deJó enfriar Y se 

9Uard6 en al refrí9eradBr hasta su uso. 



II.2.2. Fuentes nitrogenadas. 

Se emplearon 3 fuentes nitrogenada~ Para el crecimiento de 

los callos. El control fue al medio de Phillips y Collins <PCl, el 

cual tiene ...,a fuente balanceada de nitr69eno <20.77 mM de KNO• y 

12. 5 mM de NH NO l. Las otras 2 fuentes fueron el medio PC con NO-• . . 
20 mM (Jnicamente <como KN0

0
) y el medio PC + con NH: 2 mM (como 

NH
4

Cl>1 en este Cltimo caso se repuso el K como KCl 20.77 mM. 

II.2.3. Curvas de crecimiento. 

Se sambr6 1 9 de callo en cada una de las 3 fuentes 

nitrogenadas, cada muestra por sextuplicado; las aparaciones se 

efectuaron en condiciones est~riles. Los callos se mantuvieron 

bajo luz continua <luz blanca fluorescente, 8 wattlm"> y a 25 ~ 
1 ºc. 

Se determinó el aumento en peso fresco y peso seco durante 20 

dias. Cada 2 dias se pesaron 6 muestras de cada tratamiento en una 

balanza analitica. Una vez pesadas, se separaron 300 mg de callo 

de cada muestra, el resto se congelo con nitrógeno liquido y sa 

almacenó a -1oºc hasta s.u uso. 

Las Porciones de 300 m~ se secaron en una estufa de vacio a 

60°c hasta obtener peso constante. 

II.2.4. Preparacidn dol eKlracto onz.1...S.tico. 

El tejido congelado se moli6 en un mortero (previamente 

enfriado) hasta convertirlo en un polvo muy fino, al cual se dejó 

dascong•lar. Todo el procedimiento de extracción sa efectu~ a 4°C. 

Una vez descongelado el tejido pulverizado, se le adicionó el 

tamp6n de extracción <Tris-HCl 50 mM, mercaptoetanol 5 mM, 

CaCl .H O mM, pH 8.2> en una relación 112,5 p/v y 
• z 

polivinilPoliPirrolidona al 5% p/p. La mezcla se homogeneizó por 2 

minutos en un politr6n PCU-2. El extracto as1 obtenido se pas6 a 
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través da 4 capas de gasa (previamente humedecida con ta10P6nl y s. 

centrifu96 a 14,000 x g, a 4° e durante 30 minutos en un rotor 

JA-20. El sobranadante de la centrifugación (denominado extracto 
crudo) sa ample6 para las determinaciones •nzimAticas y 

cuantificación de las poza5 metabólicas 1168), 

II.2.5,1. Actividad en:zJ.m4tica de la GS. 

Sa datermin6 por el método da Elliot, modificado por Kanamori 
y Matsumoto (961. La mezcla da reacción contenia1 

Tris-HCl 50.0 mM 1. 7 ml, 1.6 ml, 1.5 ml pH 7.5 
ATP rp e.o mM 0.2 ml pH 7.0 
!Hu-Na 83.3 mM 0.5 ml pH 7.0 
MgS0

4 
33.3 mM 0.1 ml 

NH
2

0H rp 10.0 mM 0.3 ml pH 7.0 
Cisteina 3.3 mM 0.1 ml 
Extracto rp, 0.1 ml, 0.2 ml, 0.3ml 
Volumen total 3.0 ml 

La molaridad de las solucionas se refiere a la molaridad 
final, excepto Para el Tris-HCl. La reacción sa inici6 con la 
adición del Glu-Na y la mezcla se incub6 por 10 minutos a 37°C, 

Las determinaciones se hicieron por triplicado, en un volumen 
final da 3. O ml. 

En cada daterminación sa us6 un blanco a tiempo c•ro, el cual 

contenta todos los reactivos y el mismo volUlfttln d• extracto pero 

la reacción se detuvo a tiempo cero anadiendo 1 ml del raactivo de 

cloruro férrico <vol(nnenes iguales de FeC1
9

.6H
2

0 al lOY. en HCl 0.2 
N, Acido tricloroacético al 24Y. y HCl al 50Y.l. 

Después de centrifugar a 3,000 x 9 durante 15 minutos, se 

registró la absorbencia del sobrenadante a 540 nm respecto a cada 

blanco (ver figs. 2.3 y 2 •. 4>. 
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La velocidad de la reacción sa expresó cocno ¡.onolas de 

y-glutaail-hidroxamato formados por minuto. para ello se utilizó 

la 9rAfica de calibración de la figura 2.1: 

Una unidad enzimAtica se definió como la cantidad da enzima 

que cataliza la formación de l ¡..mol de y-9lutamil-hidroxamato por 

minuto, bajo las condiciones de ensayo. La actividad especifica se 
expresó como unidades enzimAticas por ag de Protelna (168>. 

II.2.5.2. Actividad enzi~lica de la GOGAT-KADH. 

Se determinó por el método de Baevers y Storey 1122), 

modificado 1168). La mezcla de reacción contenia1 

Tris-HCl 100 mM l. 7 ml, 1.6 ml, 1.5 ·ml PH 7.5 

2-oxoglutarato 10 mM 0.5 ml pH 7.0 

Gin 30 mM 0.5 ml 

NADH rp 80 ¡.l'I 0.2 ml 

Extracto rp o.1ml 0.2 ml, 0.3 ml 

Volumen total 3.0 ml 

La molaridad de las soluciones sa refiere a la molarldad 

final, excepto para el Tris-HCl. 

La mezcla de todos los componentes, excepto el NADH, se 

incubó a 30"°C por 2 minutos y despu•s se inició la reacción 

al'ladiando NADH 80 ¡Aol. Se trazó una 9r:t.fica de la disminución da la 

absorbencia a 340 nm en función del tiemP01 se usó solo la parte 

lineal de la gr:t.fica <ver figs. 2.5 v 2.6>. 

A la lectura de cada muestra se le restó la de su respectivo 

blancoi para obtener este blanco. en la mezcla se sustituyó al 

2-oxoglutarato y a la 9lutamina Por un volumen equivalente de 

Tris-HCI. 
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La velocidad de la reacción se expresó como nmoles da NADH 

convertidos por minuto, para lo cual se utilizó la 11r•fica de 

calibración da la fi9. 2.2. 

Las unidades enzim~ticas fueron expresadas como nmolas de 

cofactor oxidado por minuto. La actividad especifica se expresó 
como unidades de enzima por mg de proteina • 

II.a.5.3. Actividad onzl""'tlca de la GDH-NAOH. 

Se determinó por al método da Joy 1169), con algunas 

modificaciones (166>. La mezcla de reacción contenia1 

Trls-HCl 100 mM 1. 7 ml, 1.6 ml, 1.5 ml pH 8.2 
2-oxoglutarato 10 mM 0.5 ml pH 7.0 

NH
4

Cl 100 mM 0,5 ml 
NAl>H rP 160 ¡M 0.2 ml 
Extracto rp 0.1 ml, 0.2 ml, 0.3 ml 
Volumen total 3.0 ml 

La molaridad de las solucionas sa refiera a la molaridad 
final, excepto para el Tris-HCl. 

La mezcla da todos los componentes, excepto el NADH, se 
incubó a 3oºc por 2 minutos, inici•ndose entonces la reacción con 

el NAl>H. Se trazó una 11r•f ica de la disminución da la absorb<anc:ia 
a 34Q nm en función del tiempo1 sa usó solo la parta lineal de la 
11r•fica <ver figs. 2.7 y 2.6>. 

Al valor de cada muestra sa la restó el da su blanco 
respectivo• para obtener este blanco, en la ma%cla d• reacción se 

sustituyó al 2-oxo9lutarato y al NH
4

Cl por un volumen equivalente 

de Tris-HCl. 

La velocidad de la reacción se expresó como nmoles de NADH 
transformados por minuto. La actividad especifica se expresó como 

la velocidad de la reacción por m9 de prote1na. 
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II.2,5,4, Actividad enzi""tica de la GDH-NAD+, 

Se determinó POr el m•todo da Loyola <1681. La mezcla da 
reacción fu• la siguientes 

Tris-HCl 100 mM 2.2 ml, 2.1 ml, 2.0 ml pH 9,..¡ 

IUu-Na 60 ..... 0.5 ml pH '·º ¡1-NAI> rp 600 ¡.¡M 0.2 ml PH e.o 
Extracto rp 0.1 ml, 0.2 ml, 0.3 ml 
Vol Ulll•n total 3.0 ml 

La molaridad da las solucionas se refiere a la molaridad 
final, excepto para el Tris. 

La mezcla de todos los componentes, axcapto el 
incubó a 30°c por 2 minutos, la reacción se inició con 

¡1-NAI>, se 
el ¡?-NA!>, 

Se trazó una 9rÁfica del incremento en la absorbencia a 340 nm 
respecto al tiampo1 sa us6 solo la parte lineal de la gr•fica lvar 
figs. 2. 9 y 2. 101. 

Al valor de cada muestra se le restó al da su respectivo 

blanco Cal Glu-Na se sustituyó par su volumen da Trisl. 

La velocidad de la reacción se expresó como nmolas de NA!>• 
transformados por minuto1 la actividad especifica fue la velocidad 
de la r••Fci6n por "'9 da ~roteina. 
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Se si91.1i6 la t6cnica de Peterson (170>. Las deter•inaciO<MtS 

se hicieron con 0.1 y 0.2 el de extracto crudo. Se elaboró una 

curva patrón con alb<nnina de suero bovino <BSA> de 10-100 µg/ml 

(fi9 2.11>. El procedimiento a seguir para la curva patrón y las 

aouestras fue el •iS11101 

Reactivo A. Mezclar vol(Dnenes iguales da1 

- Solución b~sica de cobre-tartrato-carbonato <CuS0
4

.5H
2

0 al 

O.IX. Na
0
CO, al 10X y KC,H,Od.4H

0
0 al 0.2Xl 

- NaOH o.e N 

- l>odecil sulfato de sodio al lOX 

- AQua destilada 

Un volumen de reactivo de Folin-ciocalteau se mezcla con 5 

vol{Jmenes de agua destilada. 

La t6cn1ca empleada fue la siguientes 

A la muestra m~s agua destilada !V final• 1 mll se le ª"ªde 
0.1 ml de desoxicolato de sodio al 0.15X, se agita y se daja 

reposar 10 minutos en hielo. 

Se agregan 0.1 ml de ~ido tricloroac6tico al 72X, 

previamente enfriado y se deja en hielo durante 20 minutos. 

Se centrifuga a 3000 rpm durante 15 minutos, se desecha el 

sobrenadante y se dejan escurrir los tubos. 

Se agrega 1 ml ele agua destilada a la pastilla y se deja 

reposar 10 minutos a temperatura ambiento.. 

Se 8"ade 1 mi del reactivo A, se agita y se deja reposar 10 

minutos a temperatura ambiente. 

S. agregan 0.5 ml del reactivo B, se agita y se deja formar 

color por 30 minutos a te•peratura ambiente. 

Se lee la absorbencia a 750 nm. 
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Se eJOPla6 la t~nica de Cockin9 <171}. Las determinaciones se 
hicieron per duplicado, con 25 y 50 µ1 de extracto. Se elaboró una 

curva patrón con iclclo 9lut..,ico de 5-50 ¡J9/ml Cfi9 2.121. El 
procedimiento se¡¡ulclo para la curva patrón y las 111Uestras fue el 
misl'lo. 

Solución At 

2.1008 9 de icido c1trico monohidratado se disuelven en 20 mi 
de NaOH al 4X, se •"•den o.os 9 de BnCla y se afora a 50 ml. 

Reactivo de nlnhidrina1 

A 10 mi da la solución A se la ª"aden 0,4 9 de nlnhldrln• 
previamente disuelta an 10 ml de m•tllcelosolv• <etil•n 9llcol 
monometil 6tar), D•be usarse reci6n pr•Parado, 

L• t6cnlca fue la si9uient•1 

A la muestra mis a9ua d•stilada CV. final•1 mil sa le a9re9a 
1 ml del reactivo de nlnh1drina y se p0ne a •bullición p0r 30 
minutos, tapando los tubos para evitar la evaporación. 

Se deja enfriar y se 9"aden 2.5 ml de isopropanol al 30X , 

Se a9ita y se deja repesar 15 minutos a temperatura ambiente. 

Se lee la absorb•ncia a 370 nm. 

Se si9Uió la ~lea de Nichclas y Nason C172l. Las 
det•rminaciones se hicieron con 5 y 10 µ1 d• •xtracto. Be elaboró 
una curva patrón con KN0

1 
de 5-25 µ9/m1 Cfl9 2.131. Las muestras 

se procesaron da i9U•l manera que la curva patrOn1 

A la muestra mAs a9ua destilada CV. fina1•1.5 mil se le 

anaden 0.1 mi d• icldo amldosulfónlco al 10X CrPl. Se a9ita y sa 

deja reposar 2 minutos. 
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Se aftaden 0.4 ml da •cldo perclórico al 20 X p/v • Se lee la 
ebsorbancia a 210 nm, debe agitarse la mezcla antes de leer. 

ll.2.g. l>et•rlllinacion de nitritos, 

Se empleó la t•cnica de Nicholas y Nason <1721. Las 
determinaciones se hicieron con 0.1 v 0.2 ml de extracto. La curva 
patrón fue con NaN0

1 
de 2-10 nmoles/ml <fig. 2.141. El ansavo de 

las muestras v la curva patrón fue el mismo• 

A la muestra mis agua destilada <V. final•l mll se le agrega 
1 ml de sulfanilamida al lX p/v en HCl 1.5 N • 

La mezcla se agita v se aftade ml de naftilendlamlna al 
0.02X <rpl. Se agita nuevamente v se lee la absorbencia a 540 nin 

daspu•s da 10 minutos. 

11.2.10. Deterlllinacion de amonio. 

Se afactao por al m•todo del indofenol (1731. Las 
determinaciones se hicieron con 0.1 v 0.2 ml da extracto. Se 
elaboró una curva patrón con NH

4
Cl da 5-50 ¡..M (fig. 2.151. El 

procedimiento seguido para las muestras v la curva patrón fue el 

mismo• 

Solución At fenol 0.106 M + nitroprusiato de sodio 0.17 mM. 

·Solución 81 NaOH 0.125 N + hipoclorito de sodio 11 MM • 

A la muestra + agua destilada <V. finala2 mll se la agregan 5 
ml da la solución A. Se agita y se ª"aden 5 ml de la solución B. 

Sa agita nuevamente v se deja desarrollar color por 30 
minutos. Se lae la absorbencia a 575 nm. agitar antes de leer. 
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III. RESULTADOS Y DISCllSIOH. 

III.1. Curvas de Crecillliento. 

Se determinó la curva de crecimiento de los callos de 
CctharanthUIJ ro••U# en el medio PC con diferentes fuentes de 

nitrógeno lfigs. 3.1 y 3.2>. El ciclo de crecimiento tuvo una 

'duración de 20 dias. El crecimiento en las 3 fuentes nitrogenadas 

presentó tipicamente una fase lag. comprendida entre los dlas cero 

v 21 una fase de crecimiento exponencial. del dia 4 al 14 y una 
fase estacionaria a partir del dia 16. 

El má.Ximo aumento en peso fresco fue del 441~ y se observó a 

los 18 dias en el medio PC. Cabe hacer notar que el ciclo de 

crecimiento de C. roseus en el medio de Murashige v Skoog, 

adicionado con 3 ppm de AIA y 6-BAP tiene también una duración de 

20 dlas, con un má~imo aumento en peso fresco del lOOX a los 16 

dias 125>. 

En la fig. 3.1 se presenta el aumento en peso fresco de los 

callos cultivados en las 3 fuentes nitrog~nadas; cada punto de la 

grAfica es el promedio de 6 determinaciones independientes. Como 
puede verse el mavor aumento en peso fresco se Presentó en el 

medio PC, el cual como ya se ntenc:ion6 contiene nitrat.o v amonio en 

forma balanceada. Un auntento menor se observó en el medio con NO; 

20 mM mientras que en NH: 2 mM el crecimiento fue muY escaso, 

m<>nor a 1 1 oo:.:. 

A diferencia de lo anterior, en la fig. 3.2 se observa que el 

medio con nitrato presentó un aumento en peso seco muy similar al 

del medio PC, lo cual significa que los callos de C. ros•usr pueden 

crecer bien tanto en una mezcla de No; y NH: <medio PC>, como en 
No; únicamente. No obstante, como se aprecia en la fig. 3.1, la 
mezcla de nitrato m~s amonio es más adecuada Para el cultivo de el 
callo ya que produce un mayor aumento en peso fresco. Por otro 

lado, el menor aumento en peso fresco observado en el medio con 

nitrato, respecto al control, sugiere que la absorción de agua se 
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ve disminuida de alguna manera en las células que crecen sobre 

nitrato. 

Los callos no crecieron bien en el medio con a1AOnio 2 mM, 
debido probablemente a una disminución en el pH del madio, como se 

ha reportado en otras especies 139, 49, 53, 57). 

Adem~s de la disminución del crecimiento en el medio con 

amonio c~mo llnica fuente de nitrógeno, se observó que los callos, 

originalmente de color verde, adquirieron un color blanco-amari 
llento en este medio; este cambio no se observó en las otras 2 

fuentes nitrogenadas. Se sabe que el amonio es tóxico y no puede 

ser acumulado sin dano a la célula. A relativamente bajas 

concentraciones, este ion desacopla los sistemas de transporte de 

electrones y promueve la oxidación de los nucle6tidos de piridin 

<66>. Es factible que al desacoplar la fotosintesis el amonio, se 

favorezca la acwnulación de radicales libres (generados por la 

luz>. los cuales PUeden romper moléculas con enlaces insaturados. 

tales como pigment.os, lipidos. etc. <Dr. E. Murillo, comunicación 
personal). Por lo tanto es posible que en los callos que perdieron 

su color verde se haya presentado una desdiferenciaci6n de los 

plastos. 

La variación del crecimiento de los callos, medido c0490 

aumento en peso fresco y seco sa raf lej6 en la variación de la 

concentración de proteinas durante el ciclo de crecimiento (fig. 

3~7). Los mA.ximos en la poza da proteinas corresponden a la fase 

exponencial media ldia 10) y al inicio de la fase estacionaria 
ldias 16-18>. Como puede verse, aunque la variación de la p0za de 

proteinas es diferente en las 3 fuentes nitrogenadas, en el 11edio 

control y en nitrato se mantuvo un nivel similar, mientras que en 

el medio con amonio el nivel de esta poza fue inferior al de las 

otras fuentes nitrogenadas. 



III,2. EnzJ. .. s del .. tabolis.., del nilrlSgeno. 

Se deter•inó la variación de la activ'idad de las enzimas GDH, 

GS y GOGAT en homo9enados de callo durante el ciclo de 

crecimiento. 

El patrón de actividad de la GDH se muastra en las figs. 3.3. 

y 3.41 los resulta~ son al promedio de 3 determinacion<1s. Tanto 

'en sentido Allinativo <fig, 3.3.1 COJllO desaminativo lfig. 3.4), se 

detectó la mayor actividad en el medio PC con amonio 2 mM, Esta 

estimulación de la actividad de la GDH por el amonio se ha 

reportado ya en cultivos •n v(tro de •aiz 11651 y trompetilla 

<Bouvard•a tern•/ot•aJ <174), asi COMO en numerosos tejidos 

vegetales 1105, 142, 149-1521. 

El comportamiento de la GDH aminativa fue muy similar en el 

medio PC y en el medio PC con nitrato, excepto que en este óltimo 

la actividad decae despuos del dia 18. En sentido desaminativo la 

actividad de la GDH en el medio con nitrato fue ligeramente 

superior a la del control Y.decae nuevamente despu6s del dia 18. 

La Gl>H, en ambos sentidos, presentó 2~Picos de actividad en 

el medio con allOl'liO <dias 6 y 12), los cuales corresponden casi al 

inicio y final de la fase de crecimiento exponencial. En el medio 

con nitrato se observó solo pico de actividad ldlas 12-14> 

mientras que en el medio control fueron 2 <dias 12-14 y 201, Estos 

resultados sugieren un p~l anabólico de la GDH ya que en las 3 

fuentes ni~rogenadas uno dé los picos de actividad de la enzima 

coincidió con el final de la fase de crecimiento exponencial, lo 

cual puede indicar que la GDH contribuye en buena medida para la 

asimilación del a.JDOnio en esos dias. 

Ya que el 9lutamato es el producto de la reacción de la GDH, 

as de esperarse que los picos de actividad de la enzima 

correspondan a los de la poza de aminoácidos. Como puede verse en 

la fig. J.S, en los dias de mayor actividad de la GDH se 

presentaron los •áximos en la poza de aminoácidos. No obstante. a 
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pesar d• qua la actividad de la Gl>H sa vló estimulada en el ~io 

con amonio, la Poza da aminoi.c:idos fua muy similar an el medio PC 

v en •1 madio con amonio, mientras qua en el m9dio con nitrato 

esta poza si•111Pr• fue I08nor. Lo anterior sa daba a que la relaciá'l 
de actividad NADH/NAD+ fua muv similar en amonio y en el medio 

control ltabla 3.11 miantras que en nitrato fu• ligeramente 
inferior. 

'Tabla 3.1. GDH, relaciá'l de actividad NADH/NAD+. 

Medio PC 

Nitrato 4.332/1 

Amonio 5.634/1 

•La relación es el promedio de la actividad del dia 2 al dia 20. 

En la fig 3.5 se obsarva la variación da la actividad de la 
GS durante el ciclo de crecimiento1 los resultados son el promedio 
de por lo manos 2 determinaciones. Como puede apreciarse, en 
general la variación de la actividad de la GS (fíg. 3.51 fue 

similar a la variación de la de GDH lfig. 3.31. No obstante, en 
algunos dias la actividad de la GS no se detectó o permaneció a un 
nivel muv bajo leilas 6 y 101, en contraste con la actividad de la 
Gl>H, la cual se mantuvo durante todo el ciclo da crecimiento. Lo 
anterior as significativo ya qua apoya la función de la GDH en la 
asiatlaci<!:n del amonio. 

Al igual que la GDH, la GS presentó un pico da actividad los 
dias 12-14 en las 3 fuentes nitrogenadas. En el medio con a11<>nio 

la actividad de la GS se mantuvo durante todo el periodo de 
crecimientoa asimismo, en este medio se observó el pico de mayor 

actividad, lo cual es l69ico si se considera la alta afinidad de 

la GS por el amonio. 
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En relación a la 606AT-NADH, al i'iJUal - en el caso de la 
GS, no se detectó actividad en ciertos dias Cfig. 3.61. Se 

esperaba que los ~imos de actividad de aabas enzimas fueran 

similares ya - al Producto de la reacción de la GS Cglutaminal 
es uno de los sustratos de la GOGAT1 no obstante, esto no fue asi. 
Asimismo, la actividad de esta áltima enziaa mostró un 

comportaJ11iento irregular ya que an los dias en que no sa obsarvó 

actividad de la GS, la actividad da la GOGAT si •fue detectable. 

Por otra parte, la variación da la actividad de la GOGAT fue 
muy parecida en al medio control Cmazcla de nitrato y amonio) y en 

el medio con nitrato 20 11>1'1. Resultados similares se han reportado 
en callos y células en suspensión de Bouvardia t•rni/ol<a 155, 

1741, cultivadas en el aedio MS con nitrato 20 mM. Sin embargo, a 
diferencia de lo reportado en callos da maiz 1119, 1291, el 
nitrato no estimuló la actividad de asta enzilla en los callos de 
Catha.ranthus ~OQ•U.. 

III.3. Pozas metabOlicas de nitrdgeno. 

En cada uno de los extractos empleados en las determinaciones 

enzim~ticas se evaluó la variación da la concentración de 
prote1nas, aminoácidos, nitratos, nitritos v amonio1 los 
resultados; expresados par gramo de Peso fresco y peso seco, son 
el promedio de 2 detar•inaciones independientes. 

Bajo las condiciones de ensayo no fue Posible detectar el 
nivel de aaonio en ninguno de los extractos a(In cuahdo se 

emplearon voli:uoenes de extracto de hasta 2 ml. Lo anterior indica 
que el amonío libre intracelular no est~ presente en los callos o 

se encuentra a concentraciones menores de 5 µM (la curva patrón 
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eMPlaada COtRPrendi6 el ran90 5-50 µ!'!>. El hec:ho de que no se 

detectara al amonio en los cultivos, pUede indicar que este ion es 

reasimilado muv eficienteioente, sobre todo si se considera que los 

callos <en al medio PC v an nitrato> son verdes. 

Analizando las figs. 3.7 v 3.8 puede verse el 
comportamiento de la poza de proteinas y amino•cidos fue similar 

en base a peso fre5co Y paso seco. En general un awaento en la 

concentración de amino•cidos redundó en un aumento en la p0za de 

protainas. l>e '"'ta OK>do, los picos de los d!as 6 v 1~ en la poza 
de aminoAcidos del medio PC, fueron seguidos de dos picos en la 
poza de proteinas, los dias 10 v 16 respectivamente. 

Es interesante hacer notar que el nivel de la Poza de 

proteinas v amino•cidos al inicio y final del ciclo de crecimiento 

presentó algunas diferencias en las 3 fuentes nitrogenadas. En el 
medio PC ambas pozas se incrementaron ligeramente hacia el final 

del periodo, mientras que en el medio con nitrato mantuvieron al 

mismo nivel v disminuveron en el medio con amonio. Lo anterior 

recuerda el patrón de crecimiento observado en la fig. 3.1. 

En la fig. 3.8 se observa que el nivel ele la Poza de 

aminoAcidos en el medio con nitrato siempre fue menor que el del 
medio con amonio, tanto en base a peso fresco como a peso seco; a 

dif•rencia de la poza da proteinas <fig. 3.7>, la cual l90Str6 un 
nivel mAs alto en el medio con nitrato. Esta diferencia se explica 
Por el •avor aumento en peso fl"esco y peso seco observado en el 

medio con nitrato en relación al medio con amonio (figs. 3.1 v 
3.2>, as1 como por la diferente relación de actividad de la 6DH.,, 

estos dos medios ttabla 3.11. 

Por otra parte, los máximos en la poza de proteínas, los dias 

16 <en el medio PC> y 18 <en el medio con amonio), coincidieron 
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con los niveles ..,. bajos obS<lrvados en la paza metabólica de 

nitratos (fig. 3.9>. Esto. es ca.prensible, ya que la fuente 

original del nitr69eno orgAnico es el ·NO;, el cual como se 

recordará <ver sección de antecedentes> es transformado hasta 

ainonio por acción de la nitrato y de la nitrito reductasa. 

En las figs. 3.9 y 3.10 se _.tran las pozas de nitratos y 

nitritos respec:tiv.._..te. Collo puede verse, el nivel y la 

variación de iUlbas pazas fue similar en las 3 fuentes 

nitrogenadasr la presencia de esto.. iones en los cultivos crecidos 

en amonio se explica POr el hecho de que los callos 

mantenido antes en el lledio PC <el cual contiene NO~ 

las células de éstos almacenan nitrato en sus vacuolas. 

se hab!an 

y NH:> y 

En relación a la paza de nitritos, se observó poca variación 

en las 3 fuentes nitrogenadas (fig. 3.lOal; en general, al nivel 

de esta Poza se •antuvo constante durante el crecilDiento de los 

cultivos. a excepción de .., pico al dia 14 en el medio con 

nitrato. En el medio PC, tanto la poza de nitratos (fig. 3.9bl, 

como la de nitritos (fig. 3.10b) Presentaron los niveles eás altos 

en base a peso seco~ asi C'Qf90 varios picos. 
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CONCLUSIONES, 

ll Se logró determinar que los callos de Catharanthus ros•wr 

crecen bien tanto en una mezcla de nitrato y amonio <medio PC> 

como en nitrato (Jnicamente !medio PC con No; 20 mM>1 el m.iximo 
aumento en peso fresco observado fue de 441X en el medio PC. 

2) En el medio con nitrato se registró un menor aumento en 
peso fresco respecto al control. mientras que en ambos medios el 

aumento en peso seco fue muy similar; sugiriendo esto que en las 

c•lulas que crecen sobre nitrato opera un mecanismo que limita la 
absorción de agua. 

3) Los resultados mostraron que en los callos de C. roseus se 

encuentran Presentes tanto la ruta GS/GOGAT como la de GDH. No 

obstante, se encontró evidencia que apoya el papel de la GDH en la 

sintesis del glutamato m~s que en su degradación, como lo 

demuestra el hec:ho de que tanto la GS como la GDH presentaran el 
mismo pico de actividad hacia al final de la fase de crecimiento 

expon•ncial y que en los d1as en que la GS no presentó actividad, 
la de GDH si fue detectable. 

4> Se pudo observar que el amonio 2 mM estimula la actividad 
de la GDH, tanto en sentido aminativo como desamtnativo. 
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No.mre connln 

Ac:elga 

Alfalfa 

Arroz 

Calabaza 

Ca~a da azócar 

CaUP1 

Cebada 

Cebolla 
Chic:haro 

Espinaca 

Frijol 

Gualda 
Haba 

.Ji tomate 
Lec:hu9a 
Lemna, lentejilla 

Lino 
Lupino, 9arbanc:illo 

Maiz 

Maravilla, pervinca 

RAbano 

Ricino, higuerilla 

Rosa 

Sicamor, sicomoro 

Soya 

Tabaco 

Tr190 
Trompetilla 
Zanahoria 

APENO\CE l. 
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Nombre cientif ico 

Beta vulerari• 

Hedicaero sat iua 

Ory•a ~at \"a 

Cucw-bi ta pepo 

Sacchar\UI\ officinarvm 

Vi6114 un6'J.iculata 

Hord•\JIFI. vulefar• 

Al t i\UI\ C•pa 

Pisum sat tvwn. 

Spinaeia ol•rac•a 
Ph.as&olus vut~aris 

Rest1da luteoL i 

Vicia faba 

Lycopersic'UlJ\ esculentum 

Lac tuca. •at iva 

Lernn.a minor 

Linum usitati••imum 

Lupinus Z.uteus 

Zea may• 

Catharan.thus roseus 

Amorccia tapathi/olia 

Ricinus comntUnis 

Rosa spp, 

Acer pseudoplatanus 

GlyciNt max 

Nicotiana taba.c1.Un. 

Tri t icwn. m.onococc\Un. 

Bouvardia ternifolia 

Daucus carota 
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