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Introducciéon

Lo concentracién proteica en el grano de frigo (Triticum
estivum L.) es de gran interés agronémico ya que el
contenido de proteinas es uno de los determinantes del
precio del grano. Esto es debido a su influencia tanto
en la calidad panadera como en el valor nutricional. En
nuestro pais, el tenor proteico descendié en las Gltimas
décadas al limite aceptable para poder ser trigo pani-
ficable. Este descenso ocurrié principalmente debido a
que se priorizé el aumento del rendimiento a expensas de
la calidad, dificultando la exportacién del cereal. En los
Cltimos tiempos la fertilizacion nitrogenada contribuyé a ir
resolviendo esta dificultad, pero trajo ofros problemas.
El cultivo requiere actualmente grandes dosis de fer-
tilizantes nitrogenados, pero una alta proporcién del
nitrégeno (N) permanece en los rastrojos al momento
de la cosecha o en el suelo. Por ello, resulta de la
mayor importancia identificar los pasos limitantes en el
control de la absorcién, asimilacién y removilizacién del
N durante el desarrollo del cultivo, tanto para mejorar
la calidad panadera de nuestros trigos, como para
aumentar la eficiencia de la fertilizacién.

El N requerido para la sintesis de proteinas que se acu-
mulan en el grano de trigo en desarrollo proviene mayor-
mente de la removilizacién del N previamente asimilado
y acumulado en las hojas. Esta removilizacién tiene lugar
por el floema (sistema de conduccién activo) mayormente
en la forma de aminodcidos (Feller y Fischer, 1994). De
esta forma, la eficiencia de la removilizacién del N desde
las hojas se convierte en el principal determinante de la
concentracién de proteinas del grano al final del ciclo del
cultivo. Pese a la importancia del tema, es muy poco lo que
se conoce sobre la regulacién de este proceso. Se conoce
que el proceso de removilizacién estd regulado tanto por
factores internos como externos. Entre los factores infernos,
la familia de enzimas de la glutamina sintetasa (GS) juega
un rol central en el metabolismo del N en el trigo y otros
cultivos (Hirel y Lea, 2001). Numerosos estudios han sido
llevados a cabo para definir cudl es la participacién de
cada uno de los integrantes de esta familia de enzimas
(Miflin y Habash, 2001; Bernard y Habash, 2009), pero
aun no se ha podido dilucidar completamente. Por lo tanto,
el conocimiento del mecanismo de regulacion de GS1 (una
de las isoenzimas) y su relacién con el transporte de N en
la planta significa un aporte de relevancia al conocimiento
del metabolismo del N en trigo. Este conocimiento propor-
cionard una nueva herramienta para el mejoramiento de
la eficiencia en el uso del N por parte del cultivo.

En las investigaciones referentes a la regulacién del trans-
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porte de N desde los érganos fuente (hojas) a los érganos
destino (granos, por ejemplo), pudimos observar que los
aminoécidos destinados al transporte por floema en las
plantas jévenes de trigo cultivadas bajo un adecuado su-
ministro luminico y de N provendrian del N recientemente
asimilado. En cambio, en situaciones de estrés (por e;.
déficit de N o falta de luz), serian los aminodcidos alma-
cenados previamente en las hojas los que se movilizarian
por el floema (Caputo y Barneix, 1997 y 1999). Por otro
lado, la concentracién de la mayoria de los aminodcidos
encontrados en el floema es proporcional a su concen-
tracién en las hojas. Sin embargo, algunos aminodcidos
resultan favorecidos mientras que otros son discriminados
ala hora de ser conducidos por el sistema de conduccién,
sugiriendo la existencia de al menos un paso de regulacién
en el proceso de removilizacién del N en la planta (Caputo

y Barneix, 1997, Caputo et al., 2001)
Materiales y Métodos

Trabajamos con plantas de trigo (Triticum aestivum L. var.
Pro INTA Isla Verde) que sembramos en macetas con
vermiculita y regamos con solucién nutritiva suplementa-
da con 10 mM KNO,. Las plantas fueron cultivadas en
cdmara de cultivo a 25°C, con un fotoperfodo de 16 h luz
y una densidad de flujo de fotones de 300 umol m2 s,
Cuando la tercer hoja estuvo completamente expandida
(15 dias), las plantas fueron sometidas por 48 hs a los
siguientes tratamientos: Control, continuaron bajo las
mismas condiciones nutritivas; N-, plantas regadas con
solucién nutritiva carente de fuente de N; BAP, plantas
suplementadas con 20 uM BAP (hormona sintética, 6-
bencilaminopurina) en la solucién nutritiva; MSX, plantas
rociadas con 5 umol MSX/maceta (un inhibidor de la enzi-
ma GS, metionina sulfoximida); N-/MSX, plantas privadas
de N y rociadas con 5 umol MSX/maceta o BAP/MSX,
plantas suplementadas con 20 uM BAP y rociadas con 5
umol MSX/maceta. En otro ensayo, las plantas de 15 dias
fueron rociadas con diferentes dosis del inhibidor de GS
(0, 1,5 0 10 umol MSX/maceta). El rociado del inhibidor
se realizé 24 hs antes del muestreo en todos los casos. Se
tomaron muestras de los tejidos vegetales y de los exuda-
dos floemdticos (por la técnica del EDTA). Se determiné
la concentracién de aminodcidos totales por el método
de la Ninhidrina; la actividad enzimdtica de GS (segin
Nesselhut y Harnischfeger, 1991) y la abundancia relati-
va de la isoenzima GS1 por inmunodeteccién utilizando
anticuerpos especificos. Los resultados fueron analizados
mediante un ANOVA y las comparaciones entre las medias
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(5 repeticiones cada una) se realizaron por el método de
Scheffé. Los andlisis estadisticos se llevaron a cabo con el
programa Statistica R.

Resultados y discusion

Cuando las plantas son sometidas a cambios en sus
condiciones de crecimiento, reaccionan modificando una
variedad de pardmetros. Nosotros observamos que al so-
meterlas tanto a una deficiencia de N como al agregado
de BAP se producia una disminucién en la cantidad de
aminodcidos transportados por el floema y un aumento en
lo abundancia de la enzima glutamina sintetasa 1 (GS1)
(Tabla 1). Entre estos dos pardmetros se encontré una fuerte
correlacién (Figura 1), sugiriendo la participacién de esta
enzima en el mecanismo de regulacion de la cantidad de
N que viaja por el floema en las plantas de trigo. A partir
de estos resultados se decidié estudiar si era posible regular
el transporte de aminodcidos por el floema produciendo
cambios en la actividad de GS. Para esto se rociaron las
plantas con diferentes dosis de un inhibidor de esta enzima
(MSX). Con este ensayo observamos que cuanto menor era
la actividad de la enzima GS, mayor era la concentracién
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Figura 1. Correlacién entre la concentracién de
aminodcidos en el floema y la abundancia de la
enzima GS1. Cada punto representa una muestra
individual analizada en la tabla 1. El 2 indica la
bondad de ajuste de la regresién que utiliza como
ecuacién al inverso de X.

de aminodcidos movilizados al floema (Figura 2). También
observamos que cuando se traté con MSX a las plantas
sometidas a deficiencia de N o al agregado de BAR la
cantidad de aminodcidos transportados por el floema no
se encontraba inhibida (Tabla 1). Esto estaria indicando que
los cambios en el transporte de aminodcidos por floema
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Figura 2. Variacién de la actividad enzimdtica total
de GS y de la tasa de pasaje de aminodcidos al
floema en funcién de diferentes dosis del inhibidor
de la enzima. Cada valor es la media = error es-
tandar de 5 repeticiones.

Tabla 1: Variacién de la actividad enzimética total de GS, la abundancia relativa de la isoenzima GS1 vy la
tasa de pasaje de aminodcidos al floema en funcién de diferentes condiciones de cultivo. Distintas letras
indican diferencias significativas entre las medias (p<0.05).

Tatamientos Actividad GS Expresion 6S1 Aminodcidos en floema
(%) (%) (nmol ml")

Control 100 A 100 ( 172.5 B

N- 79.9 B 126 B 112.2 (

BAP 102.2 A 172 126.4 (

MSX 325 ( ND 213.3 A

N-/MSX 298 ( ND 175.1 B

BAP/MSX 23.6 ( ND 226 A
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ocurridos en las plantas con deficiencia de N o suplemento
de BAP se encuentran regulados por el cambio de actividad
de la enzima GS1.

El aumento de la actividad de la enzima GS1 trae aparejado
un incremento de la concentracién del aminodcido glutamina
y una disminucién de glutamato, lo que altera el balance entre
ellos dentro de la hoja (datos no mostrados). El glutamato es
el aminodcido més abundante en el floema de las plantas
de trigo en el estado vegetativo (Caputo y Barneix, 1997),
mientras que la glutamina es el aminodcido que predomina
durante la etapa de llenado del grano (Simpson y Dalling,
1981). En conjunto, estos conocimientos nos llevan a sugerir
que la enzima GS1 actuaria como represora del fransporte
de compuestos nitrogenados en la etapa vegetativa, y
contrariamente como promotora en la reproductiva. Este
efecto promotor tendria una consecuencia positiva en la
acumulacién de proteinas en el grano. De hecho, estudios
sobre el comportamiento de plantas de trigo transgénicas que
presenfan una mayor actividad de GS1 en hojas mostraron
una mayor capacidad para acumular N en el grano que
cultivares tradicionales (Habash et al., 2001).

Conclusion

El estudio de la accién de la enzima glutamina sin-
tetasa 1 (GS1) permite avanzar en el conocimiento
de los factores internos y externos que afectan la
dindmica del N y el contenido de proteinas en el
grano de trigo, e incluye a la manipulacién de esta
enzima como una nueva herramienta para aumentar
la removilizacién del N en el cultivo de trigo.
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CONGRESOS, CURSOS Y SIMPOSIOS

Esta seccién presenta eventos futuros en el dmbito regional e internacional que pueden ser de interés para los lectores I

Soil organic matters - Reuniéon de Materia Orgénica
Rothamsted Research

Lugary fecha: Harpenden, Inglaterra, Reino Unido. 23-25
Junio 2009.

Informacién: http://www.rothamsted.ac.uk.bbsrc/Resear-
ch/SoilOrganicMatters/

VIl Reunién Cientifico Técnica de Biologia del Suelo y
Fijacion Biolégica del Nitrégeno (REBIOS 2009)
Lugar y fecha: Centro Cultural Eugenio Flavio Virla (Uni-
versidad Nacional de Tucumdn), San Miguel de Tucuman,
Argentina. 1-3 Julio 2009.

Informacién: chbellone@yahoo.com.ar

Xl Simposio Internacional de Andlisis de Suelos y
Plantas

Lugar y fecha: Santa Rosa, California, EE.UU. 20-24 Julio
2009.

Informacién: http://www.isspa2009.com

XVII Congreso Nacional de AAPRESID
Lugar y fecha: Rosario, Santa Fe. 18-21 Agosto 2009.
Informacién: www.aapresid.org.ar

Congreso Chileno de la Ciencia del Suelo
Lugar y fecha: Chillan, Chile. 24-26 Agosto 2009

Informacién: www.sches.cl/
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Simposio Nacional de Agricultura

Lugar y fecha: Paysandt, Uruguay. 17-18 Septiembre
2009

Informacién: Estacién Experimental “Dr.Mario A.Cassinoni”
(FAGRO) - www.eemac.edu.uy

Xl Congreso Forestal Mundial 2009
Lugar y fecha: Buenos Aires, Argentina. 18-25 Octubre 2009.
Informacién: www.cfm2009.org

XVIII Congreso Latinoamericano de la Ciencia del Suelo
Lugar y fecha: San José, Costa Rica. 16-20 Noviembre
2009.

Informacién: www.clacs2009.com

VI Congreso Internacional de Ingenieria Agricola
- CIACH 2010

Lugar y fecha: Chillan, Chile. 11-13 Enero 2010.
Informacién: www.udec.cl/ciach - ciach@udec.cl

XXl Congreso Argentino de la Ciencia del Suelo
“El Suelo, Pilar de la Agroindustria en la Pampa Argentina”
Lugar y fecha: Rosario, Santa Fe. 31 Mayo - 4 Junio 2010.
Informacién: www.suelos.org.ar

XIX Congreso Mundial de la Ciencia del Suelo
Lugar y fecha: Brisbane, Australia. 1-6 Agosto 2010.
Informacién: www.19wcss.org.au



