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INTRODUCCION

La ureasa, hidrolasa que proporciona a las células dioxido de car-
bono y amoniaco, parece estar circunscrita al reino vegetal. La ureasa
existe en gramineas (Bustinza, 1931), cucurbiticeas (DAMODARAN y
SIVARAMAKRISHNAN, 1937), leguminosas (VICENTE, 1970), etc. Se ha
encontrado también actividad uredsica en ciertas algas verde-azuladas,
como Porphyridium cruentum, Plectonema calothricoides y Sinechoco-
ccus lividus (BERNs et al., 1966). Ocho especies de Rhodotorula, ademis
de Candida humicola y dos especies de Trichosporum se revelan como
productores de ureasa (SEELIGER, 1956). La presencia de enzima estd
muy extendida en microorganismos (Brooks, 1961); Guo y Liu, 1965;
STEWART, 1965; SHEPARD y LUNCEFORD, 1967; HENDERSON, 1967). Uni-
camente el reino animal parece estar libre de su presencia, excepcién
hecha de ciertos protozoos intestinales (DELLUvA et al,, 1968; FarLiN
et al., 1968),

En muchos casos se han intentado establecer criterios quimiotaxo-
némicos estudiando la distribucién de los productos de ciertas activida-
des enzimaticas (los liquenes constituyen un buen ejemplo) y, més rara-
mente, estudiando la distribucién de los mismos enzimas. Al estar esta
distribucién determinada genéticamente, no sélo seria valido en este
sentido la localizacion de un enzima en las diferentes especies consti-
tuyentes de una familia, sino que, dentro de los individuos integrados
en una especie, también seria de cierto valor el estudio de la localizacion
del enzima en los diferentes tejidos, células y estructuras celulares.

Se conocia previamente la existencia de ureasa ligada a las cubiertas
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celulares en semillas de leguminosas (ViCENTE, 1970), aunque no estaba
resuelto si la ureasa era un enzima de pared o membrana celular.

En el presente trabajo se ha estudiado la distribucién de ureasa
en semillas de 26 especies de cucurbiticeas con vistas a su posible
valor quimiosistematico, centrando posteriormente el problema en se-
millas de Citrullus vulgaris al llevar a cabo la digestién enzimdtica de
sus paredes celulares, obtencion de protoplastos y el analisis de la acti-
vidad ureasica en las diferentes fracciones,

MATERIAL Y METODOS

La reaccién histoquimica para la ureasa se ha llevado a cabo segin
la distribucion de GoMori (1952). Cortes de semillas, de 7 p de espesor
y sin fijacién previa, fueron incubadas durante diez minutos en urea
al 2 por 100 y cloruro de cobalto 0,1 M en un tampoén fosfato 75 mM,
de pH 6,9, v a 37°. Los cortes fueron lavados hasta que el agua no dio
reaccion de cloruros. Una vez lavados fueron tratados con sulfuro
amonico 0,1 M, apareciendo en los tejidos con ureasa un depésito negro
de sulfuro de cobalto. Los cortes fueron entonces montados y conser-
vados en euparal,

Para la digestién de paredes celulares se utilizaron semillas de Citrul-
lus vulgaris, variedad comercial valenciana. Desprovistas de sus cubiertas
externas fueron cortadas en liminas de 10 ¢ de espesor y tratadas a 25°
con oxalato aménico al 3 por 100 durante una hora. Lavadas posterior-
mente fueron incubadas a la misma temperatura con pectinasa al 1
por 100 (purificada de Aspergillus niger por Sigma Chemical Co.), celu-
lasa al 5 por 100 (tipo II, de Sigma Chem, Co.) o ambos enzimas,
disueltos siempre en EDTA 1 mM, al que se afiadia manitol 0,6 M como
estabilizador de protoplastos. La incubacién se llevaba a cabo durante
cinco horas (o a los tiempos que se indiquen), al cabo de las cuales se
retiraba el tejido no tratado y los protoplastos eran separados por
centrifugacién a 4° durante diez minutos, a 1.200 x g en una centrifuga
Sorvall SS-1. Los azfcares reductores se valoraban en los sobrenadantes,
después de precipitar las proteinas con 4cido tricloroacético al 3 por 100,
por el método de Somocyr (1937) y NerLson (1944). En sobrenadantes
sin desproteinizar, obtenidos de igual manera, se estimaba la actividad
uredsica liberada por el método de microdifusién de Conway (1957) a 37°
durante treinta minutos, midiendo el amoniaco producido por el método
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de Nessler (StaxparRD METHODS, 1955) y definiendo una unidad de acti-
vidad enzimatica relativa como 1 wumol de amoniaco producido/mg de
peso fresco de tejido/minuto.

Los protoplastos obtenidos, previamente lavados con manitol 0,6 M,
fueron tratados por hidrélisis acida (SENTANDREU y NORTHCOTE, 1968)
a fin de demostrar la ausencia de polisacaridos contaminantes. Otras
preparaciones de protoplastos fueron lavadas dos veces con manitol
0.6 M y sometidas entonces a choque osmético con agua destilada. La
actividad uredsica de las suspensiones citoplasmicas fue analizada por
el método de Conway de acuerdo con la condiciones anteriormente des-
critas. La pérdida de protoplastos por lavado fue seguida midiendo la
absorcién a 920 nm de una suspensién de tales estructuras en manitol
0.6 M usado para los diferenteg lavados. Para aquella longitud de onda,
la absorcién de las disoluciones de celulasa empleadas era nula.

REsuLTADOS

Todas las semillas que se presentan como ureasa positivas (tabla I)
han sido verificadas como tales por reaccién histoquimica. En todos
los casos, =l depdsito negro de sulfuro de cobalto se encuentra locali-
zado en las envueltas celulares, Para confirmar que tal depésito tiene
un origen enzimatico se hicieron controles en todos los casos incubando
cortes con N,N-dimetilformamida 10,5 M a 87 durante treinta minutos,
ya que tal compuesto se comporta como fuerte inhibidor no competitivo
de la ureasa (VICENTE, 1969). Al término de esta incubacidn las semillas
fueron lavadas e incubadas con urea-cloruro de cobalto en las condi-
ciones normales. En este caso no hubo nunca formacién de depésito
negro. Un ejemplo de semilla ureasa positiva se da en la figura 1.

La incubacién de cortes de semillas de Citrullus vulgaris durante
cinco horas con disoluciones de celulasa o pectinasa, segiin se describe
en Métodos, da como resultado la liberacion de estructuras semejantes
a protoplastos (fig. 2). Aproximadamente 0,2 + 0,02 g en peso fresco
de estos protoplastos, sometidos a hidrélisis 4cida, no dieron liberacién
de aztcares reductores bajo nuestras condiciones experimentales. No
obstante, la liberacién de tales azficares al medio de obtencién de pro-
toplastos era maxima cuando el ataque enzimitico combinaba celulasa
y pectinasa (tabla II) y siempre era acompafiada por liberacién de
actividad ureasica al medio (tahla III). Concentraciones superiores de
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Tasra I

Distribucion de ureasa en semillas de cucurbitéceas
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Género Especie Variedad Autor Procedencia Ureasa
Cucumis ., melo L. J.B. M. -
Cucumis . .., melo dudaina L. J. B. M. —
Cucumis .... anguria L. J B, M. -
Cucumis .... prophetarum L. J. B, M. -
Cucumis . .. dipsaceus Ehrenbg. J.B. M. —
Cucumis .... myriocarpus Naud. J.B. M. —
Cucumis .... sativus L. H. B. C. -
Cucurbita ... pepo L. J. B. M, —
Cucurbita . . pepo microcarpa L. J.B. M, +
Cucurbita ... pepo ovifera L. J.B. M. +
Cucurbita .., pepo verrucosa L. J.B. M. -+
Cucurbita ... maxima Duchesne H. B. C. +
Cucurbita ... ficifolia Bouché H. B. C, +
Bryonia..... dioica Jacq. J. B. M. -
Bryonopsis .. laciniata Naud. H. B. C. -
Ecballium... elaterium Rich, J. B, M. —_
Melothria. ... scabra Naud. J. B. M. —
Melothria.... cucumerina Naud. J.B. M _
Cyclanthera, . pedata Schard. H. B. C, —+
Cyclanthera. . explodens Naud. H. B. C. +
Citruilus ... vulgaris Schard, J.B. M. +
Citrullus ....  colocynthis Schard. J. B. M. +
Echinocystis . wrighttii Cogn. H. B.C. +
Lagenaria ... vulgaris Sering. J. B. M. +
Lagenaria ... siceraria Standl. H. B.C. +
Luffa... ... accutangula Roxb. J.B. M. -+
Luffa ,... .. cylindrica Roem. H. B.C. -+
Momordica .. balsamina L. J. B. M. <+
Momordica .. charantia L. H. B. C. -+
Sicyos ...... angulata L. H. B. C. +

Las siglas J. B. M. y H. B. C. corresponden a Jardin Botinico de Madrid y Horto
Botanico de Coimbra, respectivamente. El signo + indica que las semillas contienen
actividad ureisica.



Fig. 1.—Células p qui de iled de Citrullus pulgaris L. mostrando

depasito negro en las cubiertas celulares, producto de la reaccién histoquimica para
la ureasa. x 3.000

Fig, 2.—Protopl btenidos de células parenqui de cotiled, de Citrullus
vulgaris L. por tratamiento combinade de celulasa y pectinasa y estabilizados con
manitol 0,6 M. x 2.000
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los enzimas hidroliticos no daban como resultado mayor liberacién, ni
de azticares reductores ni de actividad ureasica, en las cinco horas de
incubacion.

TaprLa I1

Liberacidn de asziicares reductores a partir de cotiledones de Citrullus vulgaris mediante
ataque ensimdtico.

H O R A S

Tratamiento

2 4 5
Manitol............... N . —_ - —
Pectinasa ..covvvvnnn cnnieciniens 0,05 + 0,01 0,36 + 0,01 0,93 +0.01
Celulasa ..... N Cieeens 1,99 + 0,01 2,16 + 0,07 2,04 + 0,01
Pectinasa -~ Celulasa............. . 2,21 4+ 0,01 2,76 + 0,01 2,85 4+ 0,01

Los azficares reductores vienen expresados como mmoles de glucosa/mg de peso
fresco.

Tasra II1

Liberacidn de actividad wredsica de cotiledones de Citrullus vulgaris mediante atague
engimdtico exdgeno.

H OR A S

Tratamiento

2 4 b
Manitol....... ... eteeaaieas - — —
Pectinasa .............. ... e 140 + 0,2 198 + 0,1 23,7 + 0,1
Celulas@ coevveennnnes et .. 28,0 + 0,2 319+05 38,7+ 0,1
Pectinasa 4 Celulasa............. . 28,0 + 0,2 31,6 0,2 38,0 + 0,1

La actividad ureasica viene expresada como actividad relativa (ver métodos).
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Estos resultados parecen indicar que la ureasa esta ligada a paredes
celulares, aunque seria mas deseable demostrar que los protoplastos
liberados no contienen el enzima. Para ello, 0,4 g de peso fresco de
protoplastos fueron lavados dos veces con manitol 0,6 M, nimero para
el que las pérdidas de estructuras por lavado eran mimimas (fig. 3).
Los protoplastos lavados, recogidos por centrifugacién, fueron:some-
tidos a choque osmético frente a 2 ml de agua destilada. La suspensién
citopldsmica no contenia actividad ureisica detectable. .
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Fig. 3.—Pérdida de protoplaétos por lavados sucesivos con manitol 0,6 M. La pérdida
de estructuras es funcion directa del descenso en la turbidez de lag suspensiones.

Discusion

La reaccién histoquimica para la ureasa, tal como ha sido descrita,
presenta el inconveniente, sefialado por FrsmBeiN (1969a), de que el
<cobalto se presenta como inhibidor del enzima. No obstante, las altas
actividades de todas las semillas proporcionan suficiente diéxido de
carbono para que la reaccién tenga lugar,

No se poseen en la actualidad suficientes elementos de juicio para
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formular una hipotesis acerca del significado sistematico de la ureasa
en cucurhiticeas. La existencia de isoenzimas inactivos (FISHBEIN,
1969 b), que en la actualidad estamos investigando, posiblemente arroje
nueva luz sobre el problema. Esto explicaria, quizi, el hecho de que
una especie, Cucurbita pepo, definida como ureasa negativa, tenga tres.
variedades: wverrucosa, ovifera y microcarpa, que contienen el enzima
activo.

Datos mas definitivos se han expuesto al analizar la liberacién pro-
gresiva de ureasa siguiendo la hidrélisis de paredes celulares en semillas.
de Citrulbus vslgaris. Si la hidrélisis de la celulosa a concentraciones
constantes de celulasa exégena es funcién del tiempo de reaccién, el
incremento progresivo de este tiempo daria como resultado un incre-
mento de azdcares reductores liberados y, si nuestra hipétesis fuese
cierta, un incremento en la actividad ureasica liberada.

La tabla II muestra que la hidrélisis de paredes celulares es mayor
cuanto mayor es el tiempo de ataque enzimatico, que esta hidrélisis es.
funcién exclusivamente enzimdtica (los controles incubados en manitol
0,6 M no liberan aziicares reductores), que las concentraciones usadas.
de celulasa proporcionan mayor efecto que las concentraciones de pec-
tinasa y que ambos enzimas presentan efectos aditivos,

La tabla III demuestra que la liberacion de ureasa a la mezcla de
reaccion es paralela a la degradacién de la pared celular, pero no se
aprecia diferencia entre la ureasa liberada por tratamiento con celulasa
y la liberada por tratamiento con celulasa y pectinasa. Esto parece
indicar que el ataque a los puntos de unién de la ureasa a la pared celular
es levado a cabo completamente por celulasa.

REsuMEN

Se ha estudiado la distribucién de ureasa en cotiledones de semillas
de 26 especies de Cucurbiticeas como hase para futuros estudios quimio-
sistematicos. Asimismo se ha mostrado claramente que tal enzima re
halla localizado a nivel celular, ligado a la fraccién celulésica de la
pared de células de cotiledones de Citrullus wulgaris, como se deriva
Ce los datos obtenidos por digestién enzimitica de tal estructura y por
obtencién de protoplastos.
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