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INTRODUCCIÓN 

La ureasa, hidrolasa que proporciona a las células dióxido de car­
bono y amoníaco, parece estar circunscrita al reino vegetal. La ureasa 
existe en gramíneas (BUSTINZA, 1931), cucurbitáceas (DAMODARAN y 

SIVARAMAKRISHNAN, 1937),! leguminosas (VICENTE, 1970), etc. Se ha 
encontrado también actividad ureásica en ciertas algas verde-azuladas, 
como Porphyridium cruentum, Plectonema calothñcoides y Sinechoco-
cctts lividus (BERNS et al., 1966). Ocho especies de Rhodotorula, además 
de Candida humicola y dos especies de Trichosporum se revelan como 
productores de ureasa (SEELIGER, 1956). La presencia de enzima está 
muy extendida en microorganismos (BROOKS, 1961); Guo y Lm, 1965; 
STEWART, 1965; SHEPARD y LUNCEFORD, 1967; HENDERSON, 1967). Úni­
camente el reino animal parece estar libre de su presencia, excepción 
hecha de ciertos protozoos intestinales (DELLUVA et al., 1968; FARLIN 

et al., 1968). 

En muchos casos se han intentado establecer criterios quimiotaxo-
nómicos estudiando la distribución de los productos de ciertas activida­
des enzimáticas (los liqúenes constituyen un buen ejemplo) y, más rara­
mente, estudiando la distribución de los mismos enzimas. Al estar esta 
distribución determinada genéticamente, no sólo seria válido en este 
sentido la localización de un enzima en las diferentes especies consti­
tuyentes de una familia, sino que, dentro de los individuos integrados 
en una especie, también sería de cierto valor el estudio de la localización 
del enzima en los diferentes tejidos, células y estructuras celulares. 

Se conocía 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 distribución de ureasa 
en semillas de 26 especies de cucurbitáceas con vistas a su posible 
valor quimiosistemático, centrando posteriormente el problema en se­
millas de Citrullus vulgaris al llevar a cabo la digestión enzimática de 
sus paredes celulares, obtención de protoplastos y el análisis de la acti­
vidad ureásica en las diferentes fracciones. 

MATERIAL Y MÉTODOS 

La reacción histoquímica para la ureasa se ha llevado a cabo según 
la distribución de GOMORI (1952). Cortes de semillas, de 7 y- de espesor 
y sin fijación previa, fueron incubadas durante diez minutos en urea 
al 2 por 100 y cloruro de cobalto 0,1 M en un tampón fosfato 75 mM, 
de pH 6,9, y a 37°. Los cortes fueron lavados hasta que el agua no dio 
reacción de cloruros. Una vez lavados fueron tratados con sulfuro 
amónico 0,1 M, apareciendo en los tejidos con ureasa un depósito negro 
de sulfuro de cobalto. Los cortes fueron entonces montados y conser­
vados en euparal. 

Para la digestión de paredes celulares se utilizaron semillas de Citrul­
lus vulgaris, variedad comercial valenciana. Desprovistas de sus cubiertas 
externas fueron cortadas en láminas de 10 (i de espesor y tratadas a 25* 
con oxalato amónico 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 añadía manitol 0,6 M como 
estabilizador de protoplastos. La incubación 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 
centrifugación a 4o durante diez minutos, a 1.200 x g en una centrífuga 
Sorvall SS-1. Los azúcares reductores se valoraban en los sobrenadantes, 
después de precipitar las proteínas con ácido tricloroacético al 3 por 100, 
por el método de SOMOGYI (1937) y NELSON (1944). En sobrenadantes 
sin desproteinizar, obtenidos de igual manera, se estimaba la actividad 
ureásica liberada por el método de microdifusión de Conway (1957) a 37° 
durante treinta minutos, midiendo el amoniaco producido por el método 
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de Nessler (STANDARD METHODS, 1955) y definiendo una unidad de acti­
vidad enzimático relativa como 1 txmol de amoniaco producido/mg de 
peso fresco de tejido/minuto. 

Los protoplastos obtenidos, previamente lavados con manitol 0,6 M, 
fueron tratados por hidrólisis acida (SEXTANDREU y NORTHCOTE, 1968) 
a fin de demostrar la ausencia de polisacáridos contaminantes. Otras 
preparaciones de protoplastos fueron lavadas dos veces con manitol 
0,6 M y sometidas entonces a choque osmótico con agua destilada. La 
actividad ureásica de las suspensiones citoplásmicas fue analizada por 
el método de Comvay de acuerdo con la condiciones anteriormente des­
critas. La pérdida de protoplastos por lavado fue seguida midiendo la 
absorción a 920 nm de una suspensión de tales estructuras en manitol 
0.6 M usado para los diferentes lavados. Para aquella longitud de onda, 
la absorción 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 reacción histoquímica. En todos 
los casos, el depósito negro de sulfuro de cobalto se encuentra locali­
zado en las envueltas celulares. Para confirmar que tal depósito tiene 
un origen enzimático se hicieron controles en todos los casos incubando 
cortes con N,N-dimetilformamida 10,5 M a 37° durante treinta minutos, 
ya que tal compuesto se comporta como fuerte inhibidor no competitivo 
de la ureasa (VICENTE, 1969). Al término de esta incubación las semillas 
fueron lavadas e incubadas con urea-cloruro de cobalto en las condi­
ciones normales. En este caso no hubo nunca formación de depósito 
negro. Un ejemplo de semilla ureasa positiva se da en la figura 1. 

La incubación de cortes de semillas de Citrullus vulgaris durante 
cinco horas con disoluciones de celulasa o pectinasa, según se describe 
en Métodos, da como resultado la liberación de estructuras semejantes 
a protoplastos (fig. 2). Aproximadamente 0,2 + 0,02 g en peso fresco 
de estos protoplastos, sometidos a hidrólisis acida, no dieron liberación 
de azúcares reductores bajo nuestras condiciones experimentales. No 
obstante, la liberación de tales azúcares al medio de obtención de pro­
toplastos era máxima cuando el ataque enzimático combinaba celulasa 
y pectinasa (tabla II) y siempre era acompañada por liberación de 
actividad ureásica al medio (tabla III) . Concentraciones superiores de 
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T A B L A I 

Distribución de ureasa en semillas de cucurbitáceas 

Género Especie Variedad A u t o r Procedencia Ureasa 

Cucumis . . . 

Cucumis . . . 

Cucumis . . . 

Cucumis . . . 

Cucumis . . 

Cucumis . . . 

Cucumis . . . 

Cucurbita . . 

Cucurbita . . 

Cucurbita . . 

Cucurbita . . 

Cucurbita . . 

Cucurbita . . 

Bryonia . . . . 

Brvonopsis . 

Ecballium.. 

Meluthria... 

Melothria... 

Cyclanthera. 

Cyclanthera. 

Citrullus . . . 

Citrullus . . . 

Echinocystis 

Lagenaria . . 

Lagenaria . . 

Luffa 

Luffa 

Momordica . 

Momordica . 

Sicyos 

melo L. 

melo dudaina L. 

anguria 

prophetarum 

dipsaceus 

myriocarpus 

sativus 

pepo 

L. 

L. 

Ehrenbg. 

Naud. 

L. 

L. 

pepo microcarpa L. 

pepo ovifera L. 

pepo verrucosa L. 

maxima 

ficifolia 

dioica 

laciniata 

elaterium 

scabra 

cucumerina 

pedata 

explodens 

vulgaris 

colocynthis 

wrighttii 

vulgaris 

siceraria 

accutangula 

cylindrica 

balsamina 

charantia 

angulata 

Duchesne 

Bouché 

Jacq. 

Naud. 

Rich. 

Naud. 

Naud. 

Schard. 

Naud. 

Schard. 

Schard. 

Cogn. 

Sering. 

Standl. 

Roxb. 

Roem. 

L. 

L. 

L. 

J. B. M. 

J. B. M. 

J B. M. 

J. B. M. 

J. B. M. 

J. B. M. 

H. B. C. 

J. B. M. 

J. B. M. 

J. B. M. 

J. B. M. 

H. B. C. 

H. B. C. 

J. B. M. 

H. B. C. 

J. B. M. 

J. B. M. 

J. B. M 

H. B. C. 

H. B. C. 

J. B. M. 

J. B. M. 

H. B. C. 

J. B. M. 

H. B. C. 

J. B. M. 

H. B. C. 

J. B. M. 

H. B . C . 

H. B. C. 

— 
— 
— 
— 
— 
— 
— 
— 

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
— 
— 
— 
— 
— 

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 

Las siglas J. B. M. y H. B. C. corresponden a Jardín Botánico de Madrid y Horto 
Botánico de Coimbra, respectivamente. El signo + indica que las semillas contienen 
actividad ureásica. 



Fíg. 1. — Células parenquima!osas de cotiledones de Citrullus vulgaris L. mostrando 
depósito negro en las cubiertas celulares, producto de la reacción histoquímica para 

la ureasa. X 3.000 

Fig. 2. — Protoplastos obtenidos de células parenquimatosas de cotiledones de Citrullus 
vulgaris L. por tratamiento combinado de celulasa y pectinasa y estabilizados con 

aianitol 0,6 M. x 2.000 
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los enzimas hidrolíticos no daban como resultado mayor liberación, ni 
de azúcares reductores ni de actividad ureásica, en las cinco horas de 
incubación. 

T A B L A I I 

Liberación de azúcares reductores a partir de cotiledones de Citrullus vulgaris mediante 

ataque enzimático. 

H O R A S 

T r a t a m i e n t o 

2 4 5 

Manitol — - — 

Peotinasa 0,05 ± 0,01 0,36 ± 0,01 0,93 + 0.01 

Celulasa 1,99 ± 0,01 2,16 ± 0,07 2,04 + 0,01 

Pectinasa + Celulasa 2 , 2 1 + 0 , 0 1 2,76 + 0,01 2 , 8 5 + 0 , 0 1 

Los azúcares reductores vienen expresados como /mióles de glucosa/mg de peso 

fresco. 

T A B L A I I I 

Liberación de actividad ureásica de cotiledones de Citrullus vulgaris mediante ataque 
ensimático exógeno. 

H O R A S 

T r a t a m i e n t o 

Manitol — — — 

Peotinasa 14,0 + 0,2 19,8 ± 0,1 23,7 + 0,1 

Celulasa 28,0 + 0,2 31,9 + 0,5 38,7 + 0,1 

Pectinasa -f Celulasa 28,0 + 0,2 31,6 ± 0,2 38,0 + 0,1 

La actividad ureásica viene expresada como actividad relativa (ver métodos). 
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Estos resultados parecen indicar que la ureasa está ligada a paredes 
celulares, aunque sería más 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, número para 
«1 que las pérdidas de estructuras por lavado eran mínimas (fig. 3). 
Los protoplastos lavados, recogidos por centrifugación, fueron some­
tidos a choque osmótico frente a 2 mi de agua destilada, La suspensión 
citoplásmica no contenía actividad ureásica detectable. 
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Pig. 3. — Pérdida de protoplastos por lavados sucesivos con manitol 0,6 M. La pérdida 
•de estructuras es función directa del descenso en la turbidez de las suspensiones. 

DISCUSIÓN 

La reacción histoquúnica para la ureasa, tal como ha sido descrita, 
presenta el inconveniente, señalado por FISHBEIN (1969a), de que el 
•cobalto se presenta como inhibidor del enzima. No obstante, las altas 
actividades de todas las semillas proporcionan suficiente dióxido de 
carbono para que la reacción tenga lugar. 

No se poseen en la actualidad suficientes elementos de juicio para 
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formular una hipótesis acerca del significado sistemático de la ureasa 
en cucurbitáceas. La. existencia de isoenzimas inactivos (FISHBEIN,. 

1969 b), que en la actualidad estamos investigando, posiblemente arroje 
nueva luz sobre el problema. Esto explicaría, quizá, el hecho de que 
una especie, Cucurbita pepo, definida como ureasa negativa, tenga tres-
variedades : verrucosa, ovifera y microcarpa, que contienen el enzima 
activo. 

Datos más definitivos se han expuesto al analizar la liberación pro­
gresiva de ureasa siguiendo la hidrólisis de paredes celulares en semillas-
de Citrullus vulgaris. Si la hidrólisis de la celulosa a concentraciones 
constantes de celulasa exógena es función del tiempo de reacción, eL 
incremento progresivo de este tiempo daría como resultado un incre­
mento de azúcares reductores liberados y, st nuestra hipótesis fuese 
cierta, un incremento en la actividad, ureásica liberada. 

La tab'.a II muestra que la hidrólisis de paredes celulares es mayor 
cuanto mayor es el tiempo de ataque enzimático, que esta hidrólisis es 
función exclusivamente enzimática (los controles incubados en manitol 
0,6 M no liberan azúcares reductores), que las concentraciones usadas-
de celulasa proporcionan mayor efecto que las concentraciones de pee-
tinasa y que ambos enzimas presentan efectos aditivos. 

La tabla III demuestra que la liberación de ureasa a la mezcla de 
reacción es paralela a la degradación 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 unión de la ureasa a la pared celular 
es llevado a cabo completamente por celulasa. 

RESUMEN 

Se ha estudiado la distribución de ureasa en cotiledones de semillas 
de 26 especies de Cucurbitáceas como base para futuros estudios quimio-
sistemáticos. Asimismo se ha mostrado claramente que tal enzima re­
halla localizado a nivel celular, ligado a la fracción celulósica de la 
pared de células de cotiledones de Citrullus vulgaris, como se deriva 
¿e los datos obtenidos por digestión enzimática de tal estructura y por 
obtención de protop'.astos. 
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