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ABSORCIÓN D E HISTAMINA POR LAS SEMILLAS 

D E PISUM SATIVUM 

por 

A. FRAILE y M. GONZÁLEZ ALONSO 

Homenaje al Prof. y amigo D. Salva­
dor Rivas Goday, que con nosotros 
se estrenó como Catedrático numerario. 

En trabajos anteriores hemos estudiado la influencia que ejerce la 

histamina sobre la germinación de las semillas y el desarrollo vegeta­

tivo del trigo (1) y del guisante (2, 3), así como también el efecto de 

algunas sustancias inhibidoras de las enzimas relacionadas con los pro­

cesos de síntesis y de degradación de la histamina. En dichos trabajos 

quedó demostrado que la histamina incorporada al medio de cultivo pasa 

a la semilla o a la plántula. Ahora nos proponemos estudiar detallada­

mente este proceso en el caso de las semillas de guisante. 

Material y métodos 

Semillas 

Pisum sativum L. var. Freezer 37 (amablemente suministradas por 

el Dr. Montoya, del I. N. I. A. de Madrid), de pesos comprendidos 

entre 150 y 200 mg. 

Productos químicos 

14C-histamina (54 mCi/mMol., Amersham). 

14C-histidina (51 mCi/mMol., Amersham). 

14C-pool de aminoácidos (45 mCi/mAtom.C, Amersham). 

Histamina fría (Calbiochem). 
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Imbibición de las semillas 

Cada semilla se dispone en un pequeño recipiente con 0,5 mi ó 1 mi 

de la solución a ensayar, a temperatura ambiente (24° C). En algunos 

casos se somete a agitación continua. Se toman muestras del líquido 

de imbibición remanente, según un plan prefijado, para determinar 

14C total (10 (il) y para la identificación de sustancias por cromatogra­

fía en capa fina (5 ó 10 ¡il). En un principio introducíamos directamente 

las semillas secas en la solución problema, pero resultó más convenien­

te tenerlas sumergidas previamente en agua destilada durante veinti­

cuatro horas; después se secan con papel de filtro y se transfieren a ia 

solución correspondiente. Durante el proceso de imbibición la semilla 

de guisante toma el 275 por 100 de su peso, y comprobamos que la can­

tidad de agua tomada es ya máxima a las veintiuna horas de haber sido 

sumergida. 

Al final de la experiencia se extrae la semilla del recipiente, se seca 

con papel de filtro, se separan las cubiertas y se prepara un homoge-

nado de los cotiledones con 5 •+• 5 mi de C104H 0,4 M. 

Determinación del liC total 

10 [il de la muestra se disponen en viales de centelleo con 10 mi de 

Insta-Gel (Packard) y se mide la actividad en un espectrómetro de lí­

quido de centelleo (Intertechnique, tipo SL 30). Las cubiertas de las 

semillas se incorporan directamente al líquido de centelleo. En todos 

los resultados se han hecho las correcciones correspondientes al fondo 

y a la eficiencia del contaje. 

Separación cromato gráfica 

Utilizamos placas de Silicagel F 254 (Merck) y los siguientes siste­

mas de disolventes : propanol-acético ; etanol-amoníaco; butanol-fórmi-

co. Una vez desarrollado el cromatograma, se autorradiografía para 

localizar las manchas radiactivas. 
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R e s u l t a d o s 

A ) Semillas secas sumergidas en la solución radiactiva 

Cuando el volumen inicial de la solución es de 1 mi y la cantidad total 

de histamina presente equivale a 6,8 ¡xg de diclorhidrato de histamina 

(2 (iCi), el guisante absorbe el 00,5 por 100 en veinticuatro horas, pero 

la absorción es más rápida en las tres-cinco primeras horas del expe­

rimento (fig. 1). El 12 por 100 de la histamina absorbida se encuentra 

1 z 3 5 io is ' 2¡¡ t* 
Horas 

Fig. 1. —Desaparición de la histamina y de la histidina del medio al ser absorbidas por 
semillas de guisante durante la imbibición. Concentraciones expresadas en tantos 

por ciento de la inicial 

en las cubiertas. En estas mismas condiciones la histidina, tomada como 

término de comparación, se absorbe sólo en un 56,4 por 100, el proceso 

es casi lineal y las cubiertas de la semilla contienen menos del 3 por 100 

•de la histidina absorbida. Si disminuimos el volumen inicial de la solu­

ción a la mitad, conservando la misma concentración de las sustancias, 

estas cifras aumentan hasta el 06 por 100 en el caso de la histamina y 

hasta el 60 por 100 en el de la histidina. 

B) Semillas previamente embebidas con agita destilada 

E n estas condiciones no hay cambios de volumen de líquido externo 

a lo largo del experimento. El volumen de la solución fue siempre 

0,5 mi, y su actividad 2 jiCi/ml. 
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Los resultados finales son del mismo orden que los anteriores; pero 

el proceso es mucho m á s rápido, de forma que al cabo de una hora 

se ha absorbido el 90 por 100 de la histamina presente en la solución. 

L a absorción de histidina también es m á s rápida durante la primera 

hora, pero sin alcanzar las cifras de la histamina, y posteriormente 

sigue un curso lento con tendencia a estabilizarse. Trabajando con una 

«o-1 vy 

60 

40 

20' 

--Zea to 
so ~--'-TJ~-

.i 

1 3 5 7 10 1S Horas 2« 

Fig. 2. —Desaparición de la histamina, de la histidina y de una mezcla de eminoáci-
dos, al ser absorbidos por semillas de guisantes previamente embebidas con agua des­

tilada. Cantidades remanentes expresadas como porcentajes de las iniciales 

mezcla de aminoácidos marcados se obtienen resultados similares a los 

hallados con la histidina (fig. 2). El contenido de las cubiertas de las 

semillas, a las veinticuatro horas, es del 12 por 100 de la histamina 

absorbida, del 4,4 por 100 de la histidina y del 1,2 por 100 de la mezcla 

de aminoácidos. 

C) Semillas previamente embebidas con agua destilada y agitación du­

rante el experimento 

Las mismas características que en el caso anterior. Los resultados 

obtenidos trabajando de esta forma son extraordinariamente h o m o ­

géneos. 

L a absorción de histamina es prácticamente total a los quince minu­

tos de iniciado el experimento (93,7 por 100 de media en seis casos; 

error standard = 0,49). Al cabo de dos horas llegó al 95,3 por 100. E n 

las mismas condiciones, la absorción de histidina fue del 49,2 por 100 
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en los primeros quince minutos y del 62,7 por 100 a las dos horas (figu­

ra 3). Las cubiertas de los guisantes en contacto con la histamina con* 

tenían del 18,1 por 100 al 19,8 por 100 del l4C absorbido (media = 18,8 

por 100), y las que corresponden a la histidina el 13,3 por 100. Es pre­

ciso tener en cuenta que el tiempo de contacto de las semillas con las 

soluciones fue de dos horas en estos experimentos, mientras que en 

los anteriores se midió el contenido de ,4C de las cubiertas a las veinti­

cuatro horas. 

121 Minutos 

Fig. 3.—Desaparición de la histamina y de histidina del medio al 
ser absorbidas por semillas de guisantes, previamente embebidas con 

agua destilada; agitación durante tado el periodo experimental 

D ) Capacidad máxima de absorción de histamina por las semillas de 

guisante 

En una serie de recipientes se disponen individualmente las semillas 

de guisante, con la misma cantidad de "C-histamina (1 (iCi) y cantida­

des variables de histamina fría (0,05 m g ; 0,5 m g y 5 m g ) , en un vo­

lumen igual de líquido (1 mi). Las semillas habían sido previamente 

embebidas con agua destilada y el experimento se realizó sin agitación. 

Los resultados medios se recogen en la tabla 1. 

Así pues, la semilla de guisante puede absorber hasta cerca d; 3 m g 

de histamina, dependiendo de su concentración en el medio. 
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T a b l a I 

Absorción de 14C-histam¡na por las semillas ie guisante en presencia de distinta» 
cantidades de histamina fría. Valores expresados en porcentajes del inicial. Las can­

tidades de histamina corresponden al diclorhidrato. 

Lote 

1 

2 

3 

4 

uC-histamina 

3,4 

3,4 

34 

3,4 

Histamina 
Tria 

0 

50 

500 

5000 

Absorción al cabo de 

lh. 

77 

79 

58 
3 

14h. 

92 

92 

68 

50 

24 h. 

96 

92 

68 

57 

Cantidad 
total 

absorbida 

3,3 

49 

342 

2852 

"Cen las 
cubiertas 
(°/o del 

absorbido) 

12,1 

12,2 

12,2 

7,9 

E ) Ensayos de recuperación 

En varios experimentos se determinó la cantidad real de li\j en las 

semillas (cubiertas y cotiledones) y se comparó con el valor c tlculado 

a partir de la desaparición de la sustancia en el líquido. Los p ircenta-

jes de recuperación oscilaron entre el 76,2 por 100 y el 94,3 por 100. 

F) Cesión de la sustancia absorbida por la semilla al agua destilada 

Cuando, después del período de absorción, se sumergen las semillas 

en agua destilada, éstas ceden una pequeña cantidad de " C al medio, 

que representa el 1,3 por 100 de su contenido, en veinticuatro horas, 

si la semilla está entera, y el 18,8 por 100 si previamente se le había 

privado de sus cubiertas. L a sustancia cedida al agua en estas condi­

ciones fue identificada cromatográficamente c o m o histamina. 

G) Extracción y análisis de las sustancias acumuladas en la semilla tras 

la absorción de histamina-

El 14C acumulado en los cotiledones se extrae bien con C104H 0,4M. 

L a cromatografía en capa fina pone de manifiesto la presencia de dos 

manchas radiactivas, una que parece ser histamina y otra, m á s intensa, 

que no coincide con ninguno de los metabolitos conocidos de la hista­

mina. si bien puede tratarse de algún conjugado. 
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C o n c l u s i o n e s 

1." Se produce un transporte de la casi totalidad de la histamina en 

disolución, al interior de la semilla. 

2.° La velocidad de este transporte es independiente de la absorción 

de agua por la semilla, ya que es más rápido cuando se parte de semilla 

totalmente embebida. 

3.° Las cubiertas de las semillas parecen jugar algún papel en el 

proceso, dada la constancia de porcentajes de 14C retenido por ellas y 

la diferencia de retención del mismo por la semilla completa y desnuda. 

4." La histamina absorbida sufre alguna transformación química, 

al menos parcialmente, en el interior de la semilla. 

R e s u m e n 

Trabajando con sustancias marcadas con 14C se ha estudiado la ca­
pacidad de absorción de histamina en solución acuosa por las semillas 
de Pisum sativum. 

Se compara esta absorción con la de histidina y con la de una mez­
cla de aminoácidos. 

La imbibición previa de las semillas con agua destilada acelera el 
proceso, principalmente en el caso de la histamina. 

Se ha podido apreciar que las cubiertas de la semilla juegan un papel 
activo en el proceso. 

S U M M A R Y 

The ability of Pisum sativum seed to absorb the histamine from its 
water solution has been rated working "with 14C labelled substances. 
The power to take in for the histamine has been compared with that 
for the histidine and for several aminoacides from a pool. A higher 
rate for the histamine has been proved. The previous swelling of the 
seeds with distilled water speeds up the process chiefly for the histamine. 
The covers of the seeds seems to play some active roll in the process. 
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