UNIVERSIDAD COMPLUTENSE DE MADRID
FACULTAD DE FARMACIA

TESIS DOCTORAL

Delta-aminolevulinato sintetatsa delta-aminolevulinato
dehidrasa y porfirinas en semillas de pinus pinea
germinantes

MEMORIA PARA OPTAR AL GRADO DE DOCTOR
PRESENTADA POR

Mercedes Méndez Marco

Madrid, 2015

© Mercedes Méndez Marco, 1979



AG80
009

Mercedes Mendez Marco

wq“|
'] L
*' 5309852 37"

7
UNIVERSIDAD COMPLUTENSE

=02 - 12 6LWO2- X

DELTA-AMINOLEVULINATO SINTETASA DELTA-AMINOLEVULINATO
DEHIDRASA Y PORFIRINAS EN SEMILLAS DE PINUS PINEA GER

MINANTE.

Facultad de Farmacia
Universidad Complutense de Madrid

1979

WNIVERS )

DIBLIOTECA



PACULTAD 25 FAUIACIA DU Lk UUIVEILIDAD COMLITUTINSD DU L-IRID.
DRPARTAIWITO I BIMNUIIECA, CUIiTHO (OO0 DEL v.9.I. v,

Pl ﬂ?z{/z-«'a/ Savz Mc/i&a

i : ,dnﬁ/,g Sanvres CUZ
b's FOECALIE MWRT /N>
(/ru A CRBeZ4f F&f’//-/y/'/f; ,,’4/(
Sucen, BARCCEC S COLL
pe neel SN 2 Moz

-

" DBLTA <~ AMILOIGTULIHATO SINIETASA, DULDs - ANILHOIDVULINATO
DEHIDRASA ¥ PORFIRINAS Bl SUINILIAS DS PIIUS PINEA GERMINALTESY..

MEMORIA presentade por la Licencisda
TARIA JTRCEDTS 1TITIES JIARCO parn as -

LADRID, Marzo 1979. pirar 21 grado de Doctor en Farucia,




e e =

4 IS PADIES,



DS 2 P

Isis iuvegviganciogss efcctundas en estae Tesgis
Doctoral han sido planeadas y dirigidas por el Dr.
Don Manuel Sanz lluiioz,Profesor de Investigrcidn del
Conse¢jo Superior de Inveﬁtigacioxles Cient{ficas, y
realizadus {niegramente en la Seccidn de Fitobio -
qufnica del Depurtauento de Biogufinica,lenzro Co-
ordinado del C.B.I.C. { Fe;cultt_ad de TFarmaciz de
Madrid),durante los cursos 1976-77, 1977-78 ¥
1978-79.



iy rrdscimtionto 2l Trofesor SALTOS AUIZ por au
warhle coovgion ey el Dmpartaucato y por haberue dado todu
cl: se ve uciliduadeg prra 1z realizacidn de estn Teais

Joctoral,

naiero exprest) tzmbien mi sincero agradeciuien-
to 1 Yr: Sz I'iien, '“wio enrn direceidn ha sido realizo-
do ave 1% nhiejo; por 1In orientacidn, ayuda y estfuulo preo-

tudog e odo mento.

I wilnente hago extensiva ml gratitud s 1= Dra.
i 'Jr.Gmu nlew Gongsales per los consé;}oa dados y A mils
coruafiero:: del DJﬁar.nuento por el dniwmo y la amist:d
que ue h# . ofreecido, ugf ccuo n todo el personal del mis-~

no.

Y rle delos resultodes gue nqui se exponen han sido'
pee senttev s o1 LITIT Somgrea Internutional Dea IJciences
Tk siolog rues (ris,dulio, 1977); o 1a ZVII Reunidn de
e doeied  § Lope j0le de Riocufdeu (lindrid,Ociubre,1973)
5 &1 RTIL Couo.n0 Kocional ue la Soeiedwud Hopujioluw de

Cic iede Miedold dens (Omasjoz,Uicienvre,1778),



414

. © ABGVIATURAS.

A = hcetilo.

ADP

hAdenogin 5'-difosfato.

ATP = Adenosin 5'-trifosfato.
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"

£n la secoidn de Fivoviogufwion del Deparicwento de Dlogqui-
mica de la:Facultad de Farmacis de la niversidaed Complutense hu-—
bo 1a oportunidad de comprobar cue en le semilla de Pinue pinea
como en otreas coniferss dursnte el proceso de la germinmcidén se
biosintetiza clorofilajesto fud el motivo de investigar qud cloro-
filas se podisn sintetizar durante su cirso y qué niveles cumntit:.
tivos podrisn aéguir durante el wisuo.

Las conclusiones de eataé investigaciones fueron demostrar
que en semillas esiratificadase sobre vermiculita humedecida con
mgua en capas alterpantes y sometidas & 4 2C.,durante ciertos pe-
riodos de¢ tiempo no se forma clbrofila;aolamente con una estrati-
ficacidén de trea meses parecia iniciérea ténuamente .Pero cuando
esta semilla,previanante eatratificada,se ponia & germinar en cé-
mera de Jacobsen a 2992 C Qe iniciaba la biogénenis de clorofilas
8 ¥ b en cantidades sumamente pequeflas pero significatives,expre-
gandus en el orden de Fg/g referido n peso seco de pldntule,para
despuds y a medida que progresa la germinacidn sumentar los nive-
lea de clorofilas a y b & mg/g de peso seco segin los estadion de
deearrcllo de la pldntule y tomando couwo referercia le longlitud de
1a radfoula. Estee inveatigaciones fueron objeto de una Tesina )
presentuds en la Facultad de Furmacia (Ikdrid) durente el =niio de
- 1975,una comunicacidn con ei tifulo de‘"chlorophylle in Pinus pi-
net Germinating Seeda" a lue XII Journees Biochiuwiques Letines ce-
lebradas en Burdeos del 31 de HMayo ul 3 de Junio de 1976 y otra en
la Real Academin de Fermeoin en la seeién cientffice del 2 de No-

vicnhre ¢de 1079,
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2.- PARTE T3ZORICA (Biosfntesis de porfirinecs).

Era pues interesanie iniciar el estudio de la biosintesis
de clorofila en es%s senilln,especimlmente en lo que concierue a
sus primeros pusos hastm la formacidn de protoporfirina IX.
De unao manera esquemndtica 1la biosf{nteeis de la clorofila
hesta la formacién de protoporfirina IX transcurre asi:
Acido sucefnico 4 Glioocola
d- ATA -
sho
Uroporfiriﬁggggg—;_‘— Uroporfirindgseno III
Coproborfirindgeno 111
Prétopo;ff%indgeno X
™MCTCPONTINIMA IX

2.1.- Primer pﬂab internediario.

Bl primer paso intermediario,ere decir,el 8 - ALA fué ob-
jeto de las presentacién de una Tesinm en 1976 en le Facultad de
Feruncia de la Universidad Complutenuse oon el tftulo de "Identi-
ficncidn del d-aminoclevulinato en seuillas de Pinus pinea en ger-
minacién", En ellas se ponia de manifieatd su formaciém por dis -
tintas vias metabdliore. .’ |

El d-ALA se forma por condensaoidn de succinato activa-
do por el coenzima A y gliccoola activeda por piridoxalfosfeto
gegfn Shemin y Russul (1953),pera formar primeramente &gcido o —a-
mino (3Lceto edipico que por pérdids dJdel grupo oarboxilo pasa a

d—ALA.Para'que se produzecs estn condensacidn del sucoinil coenzi-



ma Ay 1~ #linoroln nctivede tiene cue eater presente el enzimnm
de condensgucidn d-ALA sintetnsa. Ln revceidn,por otre purte,se fﬂ—l
vorece con 1o presencie de Hé++ en forma de CIQMg y de otras sus-
tanciae tmles como el ATD y ADP,segtn Kikuchi y col.(1958),que hi-
cieron experiuentos con extrasoctos de Rhodopseudomons.s sphercides

y Rhodospirillum rubrum.

La reaccidén trunscurre uei:

poor ' goon

cH 2 . CH 2

CH?' + HoC — TTH, d -ALA alntetaaa_gé CH

| | Piridoxalfosfato | 2

C=0 COOH , ?=0

I

S=Co A Glicocola : CHy — NH,
Succinil coenzima A ' , d -ALA

Este condensacidn se verifics solo en bacterias fotosintdti-
cze como Rhodopseudowonas spheroides y en plents inferiores como
Chlorella vulgarisg., Tl deido d-amino (3-éeto nédfrico que cs el
producto de condensacidn de succinil coenzima A y glicocoela activ
da no se ha podido detectér durents le formaeidén de d-ALA.Sin em-
bargo Léver y col.(1958) indican que @& pPH 7 en soluoidn ascuosa
sae produce expontidneasmente =su descarboxilacidén muy rédpidamente a
d-ALA.'Segdn dichos autores el decido o -emino (3-c€to adipico tie-
ne una vida media de un wminuto. .

Como confirmescién de la necesidsed de pir;doxalfoefnto para ls
activacidn de la glicocola y por ende de la biosf{ntesis del d-ATA
g8 han estudindo inhibidores de la misma. El aminomalonato o 1la

l-cisteina o l:s cinpidrs y la penicilamina inhiben la rescctdn

-3 -



porque son uuceptibles de formir complejos con el grupo sldéehfdico
del piridoxalfosfato ¢ impedir,por consiguiente,lu combinscién de
date con le glicocola paru su vctiveeidn.

Otr;a ruteg metabdlicas prura le biogénesis del d-ALA purecen
heberse vislumbrado en plantas superiores;asf{ vs ls que sugiere la
incorporacidn de un esqueleto intucto de cinco dtomos d%karhono_
del dcido glutdmico en d-ALA.Beal y col.(1975) mentienen este cri-
terio y llegsnn a esta conclueién 6onfirméndolo,porque por alimentet
cidn especifica con glutémico ¢4 ge brotes de cebsde etiolamdn en-
verdecidos » 1lp luz en presencia de decido levulfnico (que es el in
bidor oompetitivo de la d-ALA dehidracsn 6 porfobilindgeno sinte-
tasa) se mcuuula d-ALA. _ '

Ya anteriormente Beal y Cestelfranco (1974) en experimentos
éfectuados con ootiladones de pepino (Cucumia sativus L. var.Al-
pha verde),hojas de cebada (Hordeum sativum var,Numer) y hogas de
alubia (Phaseolus vulgaris L. var. Red.iney) en presencia éGe pre-
cursores sellados con 014 (dcido levulinico) inhividor de lu d-ALA
dehidrasa y midiendo la radioasctividud del 4-ALA llegaron & la con
clusidn de que compueatoe.dicarboxilicoa de 5 £touos de carbono,
como glutemato,glutamina y d.-cstoglutdrico eran los mas efeoti-
voe.En’caﬁbio,la glicoocola con c'4 ¥y succinato fueron relativameri-
te pobres en 1n 1ncorpornéidn. .

La integrucidn de uns moldeula intacta de 5 étomoa de gurbono
al d-ALA ha sido tambien evidencisda por Meller y 00l.{1975) en
algunas plantes superiores,como en las hojas de pepino,habs,ceba~

da,avena € incluso maiz.



Por dltimo se ha sugerido otru via metanbdlice de la biogdeis
de d-Ala,seguin la cual un precursor ue % £towos dé carbono sc con-
vierte en d-ALA gin rotura de carbono - carbono.Tait (1968) postu-
laba que un arldehido tndlogo al d-ALA,el DVA participaba en ls bio
afntesis. Por ello es interessnte que Lohr y Friedman (1976) pre -
senten la primera demostracidn de unn enzima parcimlmente purifiecs
da obteniden a partir de extractos de hojas de Zea mays que reduce
el o -KG a DVA utilizando NADH como reductante.En tul extracto hay
presente una transaminasa que catalize la conversién de DVA a d-AL

2.2.— Segundo pago_intermedisrio.

El segundo puso intermediario es 8l que conduce & la for-
mocidén del PBG 8 partir de d-ALh.Después de que el PBG se obtu-
vo en forma crd®talinag en 1952 se deuostrd gue luas prepersciones
de células de Chlorella desintegradas y de eritrocitos aviares ge-
gin Bogorad y Granick (1953) podien sintetizar gran ndmero de por-
firinas,incluso protoporfirina cuzndo se suninistraba PBG como sus
trato.Por oire parte,una vez establecido el pmpel del d-ALA se a-
claraba que el PBG ge podrfm formar por condensacidn do dos moles
de d-ALA. La enzima d-ALA dehidraea 6 d-ALA dehidratasa ocatrliza
la condensacidn de dos nmoles de d-ALA pars formar uno de PBG con
desprendimiento de dos de agua: Gronick {1954,1959 y 1961) ha de-
mostrado con extrancto de Chlorellm y de egpinacas que el d-ALA se
convierte en PBG. Iguulmente Shemin y Russell sefinlen que el d-ALA
puzde reemplazar a los dosa austratoa,succinéto activo y glicocola,

para la sintesis de clorofilas,



Ta reaceidn de condensaciédn trznscurre anaf:

?oon : c':oou

{2 [ 2

<|:112 ?}12 d-ALA dehidrasa
¢=0 + C=0 - 2 Hy0

)
o
NH, liH,
2 d-ALA ‘ FBG

2.3.- Tercer psso intermediario.

El tercer psso intermediario conduce a la formacidn de
uroporfirindgeno I y uroporfirinégeno III = partir de PBG.

Por unién de dos moles dePBG con separzcién de un mol de NB3
se forma una estructura dipirrdlica. El dipirrol uniéndose con
otro mol de PBG y separacidn de NH3 forma otru egstructura tripirrd
lica,ls curl condensdndose con otro mol de PBG y nueva sepuracién
de NH3 da lugar a una estructurs tetrapirrélica.Estus condensacio-:
nes ge efgatdan en presenéia de urogen I sintetusm;si la acocién de
estd enzima se verifica exclusivamente,entonces la estructura te-
trapirrdlicn se cicla y forma uroporfirinégeno I,pero si sobre la
egtructura tetrapirrdlica actda ademds de la urOgeﬁ I sintetusa
la urogen III cosintetasn,entunces ge efeatdn en el anillo pirrdli
- co IV uné transposicidn de los radiceles #cetilo y propilec y e fc

ma el uroporfirindgeno IIT cue es la forma natural.



bza reacciones de una form: e¢sgueundtica trunscurren asf:

HOOC- H2C— HZC CHZ—COOﬂ
CHZ—NHZ
NH
Urcgoen I sintetaan Urogen 1 sintetasa
PBG - U: III
- T - rogen
l 4 I‘}[3 - 4 NH3 1coniutetaea.
’ A_W-P
— N
NH “NH HN
A P
P p_l
Uroporfirindgeno I Uroporfirindgeno IIX



2.4.- Cuarto paso interuediario.

Por 1la accidn de ls urogen descarboxilusa los restos
acdéticos QGl uroporfirinégeno III se descarboxiluan y pussn a gru-
por metilos formdndose saf el coproporfirindgeno IIIX.

De 18 uisme meners se origine el coproporfirindgeno I a par-

tir del uroporfirindgeno I.

Uroporfirinégeno III Urogen desonrboxilmen

- 002  ——
—‘002

-.C0, —
- co2 ' P

P—

) i ‘Coproporfirindgeno IIL
2.5.- Cuinto paso intermediario.

El coproporfirindgeno III medisnte la sccidn de la co-
progenoxidativo descarboxilamsa que siuultdneamente ejerce un efec-
to descarboxilente y oridente sobre los restos propiénicos para
transformerlos‘en grupos vinilos -CH=CH, con desprendiuiento de

doa moles de carbdnico y oxidacidén de 4 H,se origina el protoporfi

rindgeno IX, . M Vv
' Coprogen oxidativo I I
descarboxilasn (02)
Coproporfirindgeno IITX > . !
« -2¢c0, M N |
-4H NH HN |
P
-8 -

-M
PROTOPORPIAINOGSLO Ik



2.6.- Sexto puso interwedisrio,

Bl protoporfiriné,<no IX en reaccidn merobim catuliza-

da por lz porfirindgeno 02 oxidoreduotusa wmitocondrial,pierde 6 H

y se transforma en protoporfirina IX. M | v
Porfirindgeno O
oxidoreductesa.” M | M
Protoporfirindgenc IX >
-6 H
lN N\I
N .
P |— — Vv
Protoporfirina IX
P M

En esta parte tedrica nos hemos limitado a rerlizar una dea-
cripecién somera y concreta de loa‘diferentes pesos intermediarios
que existen desde ls biogénesis de d-ALA hasta la formacidn de
protoporfirina IX,sin hacer incapid en los distintos pusos entre
porfirinas y clorofiles,porque en realidad solo luo enzimas d-ALA
sintetansa y d-ALA dehidresa y el estudio de lass porfirinas exis -
tentes en la semilla de Pinus pines en diferentes estzdios de ger-
minaocidn son los ohjetivos de esio Mesis Noctorel. Por ello vamos
a tratar de ver laa funciones,las cacancterf{sticans 4 investiguoio-
nes que se han efectundo sobre dichzs enzimas y las porfirinusg de-
tectadss en la biosi{ntesis de 1a clorofila,

2.7.- d=-AIA sintetasn,

Ls enzima d-ALh sintetnsa denominada tsmbien suceinil
Co A glicocola - C — sucoinil trunsferassa (descarboxilunte) (cuyae

funeién es provocar 1a condensacidn de suoecinato activedo por el



coenzima A 4 succinilcoenzime A con glicocola ectivada por pirido-~
xelfosfnto) se he obtenido e¢n preparscionce bestante puras a par—
tir de extractos de bancterias iotosintdticaa como se desprende de
los trabajos de Kikuchi,KumarE&wlmage ¥y Shemin (1958) y Rhodopseu-—
domonas spheroidea,hubiéndosé logrudo wia purificancidn de 80 ve -
ces,y oon ello demostr:do 1a pregencin de d-ALA en algas y buctex
rirs fggoointdticna. Mller y Teng (1967) reslicaron 1z purifiencis
de la d-ALA sintetsss en plantas superi.res (espinacas) y estudia-
ron su cindtica encontrando gque el Fe++ egtimula su activided un
150 % & que el piridoxalfosfato y el Mg eran esencisnles para su
méxina actividad. Tambien Twafnick,Russell y Bruce (1971) estudian
la purifiencién y ceracterizacidén de ln d-ALA sintetasa en rele -
c16n con lu regulacidn de lu sintesis portirinicu. Ya Beal ein 1971
en investigaciones sobre la regulacidn de la sintesis de la cloro-
fila en algas Chlorella por medio de la formacién y del metabolis-
mo del d-ALA,no pudo deteétar la presencias de d=ALA sintetasa en
preparaciones con célulns rot=a,adnque combrobd que suministrando
d-ATA exdgenamente en presencin de dimetilsulféxido se formaba el
correspondiente PBG.

No obstante la presencia de d-ALA sintetnsa en plantes supe-
riores ha 8ido objeto de referencies contrasdictorias,por ejemplo
Miller'y Peng (1967) hicieron refsrencia del enzimg en hojas de
espinacas pero no fuéd sufjicientemente detallada pars admitir cre-

_8ibvilidmad de lu evaluncidn de los métodos y resultados. Por otra
parte Xifra,Battle y Tigier {1971) mencionan la remccién succinil-
tr:maferasa en extractos de tejidos Qe habag de soja no enverdeoi-

dss y de célulns cultivedes de sojajsin embargo ests enzima no se
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gépecifica con respecto al sustreto y regueriuientos de cofrotores.

Ranaswamy y ladhusudanan linise (1973) en un sugestivo trabvajo
sobre 1n d-ALA sintetesn countenidn en la piel de patatas verdes
almacenadas en fric,estudis su actividad snziwdtics,su preparacién,
purificacidédn y su contenido & lo lrrpo del sl-macenamiento entre
otrus investigaciones. lio obstunte la renceidn enzimdtica ge puade
verificar con unr enzima muy purificads en ausencia de cofaotores
tales como Co A,ATP,Mg y piridoxalfosfato,todos los cuzles son ne-
ceaarios pars el sistems transferasa de otras fuentes.No se dea -
caria le posibilidad de cue le acecién enzimdtice en la piel de la
patata pudiese aer debida =a miéroorguniamos.Otra rszén mus que abo-
ga en pro de uceptar todavia con precauciones la existencia de
d-ALAgintetasa en tejidos de plantus superiores.

Schneider Hansjoerg (1973) estudin la scumulacién de d~ALA por
la actividad d-ALA sintetdsicae en culﬁivoa de tejidos de tabuco.

En apoyo de la existencin de la d-AILA sintetnea se manifiesgte
¥ellburn (1975) porque en ensmyos verificados con Avena laminge,
halla que el citrato marcedo con 014 en loa 4tomos de carbono 1 y
5 se incorpora 2 1lr clorofila pasando por d-ALh.

Por otrz parte Sanders y col.(1975) han estudiado los cambios
enzimdticos en umutanteg de‘levedurus deficientes de citocromos que
requieren d-ALA y hallan que mientras ln actividud de lm d-AlL sin-
tetase en homogenatos de cdlules de oyo - 4 ers ul menos tan alta
como en extractos de levadura normal.ihsi pués el gene cyd - 1 pa-
rece consrolrr In estructura & Wiosfntesis de le d-ATA sinteteea,
mientras que el gene gy¢ - 4 puede regular la expresidén de la ac -
tividad sintetnsa & puede ccontrolar una enzima subsiguiente en el

paso de la biosfntesis porfirinica,
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En la referida Tesine presentzdu por He llercedes 1¥ndez lHar-
co "Identificncidn del d-muinolevulintto en semilles de Pinus pi-
nea en geruinucidén® se pone de uenifiesto 1a formucién de d-ATA en
diferentée estedios de germinacidn,le Yiogdnesis de éste ge inicie
en pifiones estrutificados v en pijiones que después de estrautificar
se ponen & geruinar (adngue sin germinrr,es decir cerrados).Esto
parece afirmar que el mecaniamo de biogénesis del d-ALA no se ini-
cis haste aque la seﬁilla ge encuenira en condiciones de teuperatu-
ra,que permite comenzar la biosf{ntesis de clorofila.Despdes de una
gerlie de tratamientos que se realizuron coh leg aemillua,espécial—
mente en el llevado a cabo con‘écido levulfnico {que posee una ac—
cidn coupetitiva con la d-ALA dehidrasa ¥y permite acumular d-ALA
por no transformarse dste por levaccidn de equella enzima en PBG)
gse demuestra 1o Yiozénesis fe 3-ATA. EBato hacina penser en 1ep posi-
bilidad de 1la sxistencia de'd—ALA sintetnse,alingue en ese trebajo
no se abordsse tal problena. ‘

Por dltino vumos a paser una breve reviste o los principuales
trabajos en cue se han rerlizado experimnentos 6 estudios con 1la
d-ALA sintetasat Kikuchi (1976) ha estudiedo la translocrcién in-
trocelular de la d-ALA sintvetuse en el hfgudo; Edwarde y Elliot
{(1975) 1la induceidn por los esteroides de ests enzima en cdlulas.
de higndo de ratas misladns; Gidari,Lans y Ievere (1976) estudian—
do inductores de la d-ALA sintetasa encontraron cue la flutamida

compuesto no esterofdico de estructura H
o NH-co-cnu- 3
oN len
- 3
CF
es un induotor de 1z enzima 1ncrementdndo su actividaed 24 veces a
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;oncentracién de 1 Py 62 vuces 6 cuneantracidn de 50 Pmlexxpa-
son de biosintesis del hewmec un awceriuentos realizudos en células
cultivados de hipndo de ephriones dqpollo; de sus estudios se des~
prende por oiro lado cue 1r induccidn in vitro de 1a d-ALa sintet:
gr en porfirias cufimiices como regpuesta a ciertns hormonns sexuale:
y productos cufuicos ha aido ihvestigada por Grunick (1966).

2.8.- d-AT4 dehidruaa,

Denominnda t mbien d-ALA deghidratasa 6 porfobilindgeno
sintetasa,porcue ya se refir’é anteriormente que es suceptible de
dar por su presencia unnmol de PBG a partir de 2 moleg de d-ALA
con desprendinmiento de otrss dés moldeculasg de asua,

Desplé€s que el PBG se obtuve en forme cristalina en 1952 ee
denostréd gue les prepsrnciones de célulsun de Chlorellu desintegre-
da y de eritrocitos aviares segdn Bogorad y Grenick (1953),podien
sintetizar gren nimero de porfirinas,incluso protoporfirina cﬁan—
do se suministraba como sustrato PBG. Por otra parte una vey es-
tc“lecido el prpel del @-ALA cue aclrraha que el PRA ge podr{a'
Toruar por condensacidn de dos moles de d-ALA siendo lu responsa-—
ble de ests reaccidn lo d-ALA dehidrasa.En esta epoca no se habvia
purificado o pertir de plantes pero se habia demostrado su pre-
sencia en numerosas egpecies. El d-ALA se convierte en I'BG por ex-
tractos de chlorellzs y de.espinacas secdn Granick (i954). En la ce
bags etioludu como inuica Grunick (1959 y 1961) se mcuwuls lu pro-
toclorofilida 6 como sefinlan Sisler y Klein (1963) y Gibson y col.
(1955) cunndo se les administra d-ATA. |

Por eetn efocs aflo se habvis logrado preparar muy purilicads

lz d-ALA dehidrssa 0 pertsir de hifpnrdo de huey,de eritrocitos avie-
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res,de reticulocitos de couejo segdi irabejos de Gibvson,Neubecg y
Scott (1955) y de Schmidt y Shewin (1955) y en Rhodopseudomon:=a
spheroid;s por Burnhim y Lracelivs (1963),pero no de plentus supe-
riores,

La enzima,sin considerar su origen,se activu-por compuesios
gulfihidrflicos,tnles como el glutation § cisteins y cu:ndo proce-—
de del R.épheroides requiere paers su sctivaeidn iones potasio.

En ailos ya mas recientes se ha podido identificar su presen-
cia en plantus superiores € incluso purificar. Entre otras ge ha
encontrado en extructos de célyles cultivadas de soja bor Zifre ¥y
eol. (19715 ¥ en cotiledones de pepino,de hojas de cebads y de a-
lubia por Beal y Castelfrenco (1974).

Shemin (1976) ha reslizado un tr:bajo bastente completo sobre
la estructura,funcién y mecanismo de estz enzima y en oiro aspecto
Cheh y Neilends (1976) hucen une revisidn de sus propiedndes cate-

1fticas y su inhibicién por el medio ¢ abiental.

2.9.~ Porfirinas.
Ls literaturs sobre porfirines es extensisima.Por eso no
vamos s efectuar une relacidn exhauativa de tode su bibliogrulfa y
solamente nos wvamos a liwuitur a resefizr la existencia respecto .a
lzs poéibles porfirinue oue se encueniran en el reina vegetal 6 er
deterninados casos por eu posible aplicacidén de metodologia 6 eis-
lamiento y reconocimiento de z2quellas & las enconiredzas en el rei-
no animal, v
En priner lugnr se pueden eitsr ;eviaiones como a continuacid

se indicrn:Conceptos modernos de 1sn biogédnesis de porfirinus y el
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nﬁcleo de ls corrinc ¢e 1n vitsuinu Bep hecho por 3ykhovskii, Zeit-
geva y Bukin (1969).3viats nobr: 1n biequfmict,pr tologiss bioquimi
ca,dingndstico clinico y trutsricnto de porfirias:renliusuda por Ti:
Tiong Mo (1972).Mavietin sobre 1% couposicidn,biosintegis y bioqui-
mica de uroporfirins,coproporfirina y protoporfirine y la terupdu-~
tica de portirinuriss eritropoydticus y hepdticas hunanas en ando:
Torok {1969) y porfiriss y porfinurias Gratecos (1972).Revista de
Tder,dnry ¥ Mickolson (1973) sobre 1a hiocufnmier @2 porfirinns ,
clr.gificacidn v nomenclnturs de las porfirias,su investigucidédn y
pregervacidn de nmuestres de orina,heces,eritrocitos y plasma:ReVis
ta gobre porfirinas como aiateﬁas de nodelos paro el estudio de re
luciones estructurnles hecha por Adler (1973).Control de bioafnte-
sie de porfirina,revisidn efectﬁada por Kikuchi (1973) .Biosfutesair
ds porfirints,clorinsas y coreinng Butterby y Dousld (1975).ievigid.
de porfirinas y su biosfntesis efectuéda por Kozuru Mitauo y col.
(1977). Por ¥ltimo una revista sobre porfirinas en lo que concier-
ne = estructura,biosfntesis,reacciones y propiedades de porfirines
y compuestos relacionrdos,efectunda por Smith (1977).

BEn vegetnles se han renlizado estudios sobre porfirinzs.Son
clfaicos log de Bogorad {(19%8) sobre lz sfntesis de porfirincs a
partir de porfobilinérenojintercsantes los de Rebeiz y col.(1970).
Mauxerall (1977) realiza una revisién sobre les porfirinas vy la
egstructura de la clorofila en rejgeidn a su formacidn en el.pro-
.ceso Totmintdtico.Por otre perie Hang y Spikes (1976)estudisn la
fotooxidacidn porfirfnica de 1la apoperoxidasa‘de Horse rudisl,y
Xifra y Batlle (1978) realiuzan uns serie de trubujos sobre lu bio-

sfntesis de porfirincs,engimns inmovilizadas y ligondos y entre
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elloa el estudio solre succiuil Uo £ slateinsn procedente de célu-
1ng cultivndes de hnba da sojo.

Triabien se han investiigrdo lece inductores gue pueden incremen.
tar la bizgénesis de porfirinus y loo meccnismos de biosf{nteuis de
porfirinas inducidma por drogas,renlizrdo por Gersld y ceol.(1975).
De todosa estos inductores qufmicos destacau por su gren potencia le
alilisopropilacetamida (Grinick y Keppns,1967). Granick y Urata‘
(1963) encuentran un marcndo incremento en In activided enzimdti-
ca nitocondrinl hepdtica de le d-ALA sintetasa,cusndo + loe codayr
se les mliments con 3,5-dicurbétoxy 1,4-dihtdrocollidine. A las 24
horas hay une eliminascién méxiua de PBG por orins y de las 24 - 48
horus sa.acumuian los grénulos de porfirine en células de puarédnqui
ma hepdtico.0ranick (196%£) rorlizé un estudio sohres la inducién in
vitro de 1la sintesis de d-ALA sintetésa en porfiria qufuioce: y lu
respuesta a ciertas drogas,hormonrsg séxusles y productos cufricos,
de todes estns sustanciasg iﬁs de mfxiue wctividad seon les siguien
teg: etiluminomalonato,glutetimidn,griseofuivina,dietil 1-4 G¢ihidr
2-4-6 trimetilpiridin 3-5 dicarboxilato (DDC) y el dietil P-4-6 tr:
metilpiridin 3-%- dicurboxiluto; le sirusn en actividud el wesunto
milontan,cloranfenicol,fcido dialil berbitdrico,fenoberbital sdédi-
co,y el (3-metilglutarato dietilester.

Por la somera y.esquéﬁdtica descripeidn snterior de los pasos
intermediarios tercero,cuarto,guinto y sexto ge deduce cue en la

“biosintesis de 1gbrotoporfirina»ix y poxr ende de 1l clorofila,los
compuestos que con m:8 probebilidud se pueden'encontrar en lis se-
millas germinantes son 1la uro,la'copro y le protoporfirina. I'or e-

80 y en este apartado nos vauos a referir e ellss.Bogorad (1058) d
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tecta una uroporfirindgeno isomzriun en gérmen de trigo oue cota -~
1ina 1r efntesis @2 uroperiivind-2ice 1T n zeriir de P0G,

Frydosn, alesinus v Fryduan (1973) y Pryduesn y Prydmen (1975) in -
vestignn sobre el mecrnismo y naturaleza del proceso de le bViesfnt
ais de uroporfirinds=no & partir del IDG.

En lo cue regpecta a la coproporfirina hn sido mus esiudinda
en el reino =nimal,como es natural.Por ejemplo ha sido estudizndo
au origen €n unz revisidén sobre lu wxecrecidén porfirfaica eu la
orina y metaboliasmo snormal de las ﬁorfirines en envenenaniiento
con plomo por Huira Hsjine (1971).P9ro no ohgtante se he estudiado

tambien en otros individuosa. Gibaon,lmtthéw,Nauberger y Tuif (19t
y Tait y Gibson (1961) comprobaron en bnctgrias fotosintdtices oco-
mo Rhodopseudomon:s spheroides,las bajis concentraciones de estio-
pinu inhiben lu afntesis de la bacterioclorofila y estimulen gran-
demente la Aacumulvicidn de 1u coproporfirina. Por otra parte Jenser
(1963) enpleundo cromntoErﬁIIa'en ctpa delgude demostrd la presen-
cin de los isdneros I y III de coproporfirina en el &Stephylocoascus
aureus (JT/52).

La protoporfirina IX fud yu estudinda por Grenick en 1948 de-
mostrnndo cue ersn un compuesto precursor de lyklorofila y cn este
mismo =flo frinstein y Haxwell proponisan el ennleo de un micromdto-
do para la deterninacidén de protoporfirina libre de eritrocitos.
YWishida y Labvhe (1959) y Jones (1943) ha investigudo 1a enuiua qur
catsliza la aceidn de incorporncidn de los iones ferrosos eun la
protoporfirina.

Por otra prrte hs aido estudisds la formacidn enzfimica del de-

rivedo mononmetilester de 1a mn{nesio'protoporfirina X por Bait v
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Giveon (1961),p=ra ello 1n caidlisis 18 efectdan incudundo ll-pro-
i
toporfirinn IX y S-ndenosilmetionina.
Finanlmente se hun carncterizado por Brouillet, Arselin y Voo

11znd {1975) los ocompusstiow interusdinrios tetrapirrélicos de la

bioafntesis de protoporfirina.
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3. 0BJETO DEL TRABAJO,



3.- OBJETO DEL TU k0.

BEn nueatro Departcmnento se hubis inicindo el estudio de 1u cle-
rofila en 1a seﬁilla de Pinua pinea detectrndo e identificando sus
dos clorofiles existentes a y b y re habia seguido su evolucidn
cusntitativa durnunte el curso de la prepgerminacidn y geruinacidén
propiamente dicha como yn me indicé e la Introduccidén. Por otra
parte sghabia logprrdo tambien identificar d-ALA en 1n senilla de
Pinus pinea en diferentes egtndios de rerminaeidn y su posible o~
rigen hiosintdtico como se refiere en 1la Pérte Tedrica y deuos -
trar dg¢fnenera fehwciente y previa l: actividad enzimdtica d-ALA
dehidrdsicajestos Jltimos ohjetivos ofreciAan un amplio y progre-—
give campo de investigucidn aue podinn conducir rl solarsmicnto
de los primeros p::sog intermedinrioe de la Biosintesis de 1n clo-
roTfila,en lo councerniente a la brimera fage de ella,es decir,hns-
ta 1n biogénesis dé la protoporfirina IX.

Hay que tener presente que en la eemnilla de Pinus pinea no se
ha verificedo ninguna investigacidén au easte respectojgue en lus
plantas superiores hay todavia puntos que aclarar 6 que son objeto
de controversinre corno s por ejemplo 17 exicitencin de 4-ATA sinte-
tasn y que por ello seria interesnante objeto de estudiur su pre-
sencia en la senilla de Pinus pinesjel confirmar;por otra purte,
1n nctividad d-ATA dehidrdsica pars ls formecién de PBG a prrtir
-de d-AIA y,ya con estos sillares bésiéos,llegﬁr a saber qué porfirm
nas son lzg cue so originan en estos priuceros prgos interwedinrios.

Por esto y cowo base de invesiigtcioues a llevar a cabo, sc
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planed denostrsr en primer tdraino 11 actividnd d-ATA sintetdsica
en pifones a diferantes esthoion de ,erminneiédn;despues obtenar

un 2xtr=cto enzimftico purificado en el cusl se pudierun estudiar
6 eurccterizar l:is principales propieduades de la enzima. IEn sagunda
téruino investiysar ifunlmente leus coundicionas de 1w wetividod enzi
mftica d-ALA dehidrdaics en sewillus en condiciones andlogas de
germinacién y prepgeruinacidn en lus que se estudiara la d-ALA sin-
tetagajpurifiencidn de la enzima y eétudio de sus principales oa-
enranctarfsticrs en el exirncto 3e purificseidn. Por dltino - en
tercer término se ha trutado de detectar e'identificar la existen-
cin y clwge de porfirines aue pudierun haber durante el proceso de
cerninscidn y en semillas no germinadans; la respuesta de 1s seumi-
1la gbeterminados egtinulantes de ln hiogdnesis de porfirinecs y 1a
evolucidn cusntitntive de lrna mismang én diferentes estadios de pre

germ1nacidn ¥y serminacidn propinwente uiche,

3.1.- Metodologin en la literatura.

Cou diclio motivo s8 revissron los wmétodos de deterwina-
cién de actividad enzimfitioa,de aislumiento y purificacidén de las
enzimas d-ALA einteties y d-ALA dehidrsea y de lsa determinzciones
de las constuntes de lithaelis, pH Sptimo,temperatura Sptina,ncti-~
vadores @ inhibidores y déspués dgﬁn scoplamiento a'las semillae
de Pipus pinea,se adoptaron los que vienen descritos en la Parte
experimentunl en al spurtado de llzterial y métgdos 4,1.,que comprer
de los suwrmpnrsndos 4.1.1. (4.1.1.1 - 4.1.1.8) r 4.1.2. (4.1.2.1 -
4.1.2.6),poraue son udtodos generiles. en lu biblioprefis ain dife-

rencias ogtenaibles de unos 2 otros en cnde determinacidn.



BEn lo que respecis u portirinns se pueden destucar couo wéode
de deteccidn € 1dentificreidn los ue estan brisuCos en 1l gepnra-
cién de lng niamns despuds do nigladaa por grometorrafin sobre pa-
pel,en capo delrdr,ulectrurordaiy y deverminacidln especireioto, -
métrica. La separacién de porfirints se puade efeétuar globalmen—

" te gepnrdndolas en estrdo libre & hien en formn de esteres pera -
despuésa gepararl s unre de otras,

Strain y Svec (1975) describen técnicis de sepnrzcién psra
clorofilus y porfirinas por nredio de columnas y crouwmtogrif{s so-
bre papel, Iyrualmente liicholas y Rigminton'(1955) euplesn cronato-
grofia soﬁfe copa delpsda phri: la geporacidn de porfirinas,

Los esteres de porfirinis tambien los separan por crouutogra-
fie sobre papely asf Falk y Benson (1953) deseribern un método aue
adends de sepurar los esterss isoméricos de uréporfirina Iy III
permite en combinzcidn comn-el método»de Chu,freen y Chu (1951) la
identificncidn de 1sg porfirinaé n:tursles,uroporfirina I y III,
coproporfirina I y III y vprotoporfirina. Bl m€todo de estos lti-
mos sutores es un nicrométodo purs lu deteccidn y sepnrzcidn de
eateres meti{licos de coproporfirinas I y III,protoporfirinz IX,
me soporfirine IX y uroporfirina I,por cromatocref{a sobre pepgel.

La cromstograf{m sobre capn delgndn trmbien ha aido un né- .
todo muy enpleado prr: lm sepearncidn de mezcela de porfirinas 1i -
bres una vez aisladns y de sus correspondientes esteres,Demole
(19%8) s tambien Jensen {(1963) y Balek v Szutka .(1965) reelizan se—
parusciones de porfirinas por crometograffa en cspa delgada,

Ellsworth (1969) desvuds de extraer lis protoporfirines IX con clo



.roformo dqbnu solucidn neuscn ; vv porar el cloroformo,disuelven
1lr.s poiririn:s enn 2- lutidins y 1+ aplicon 8 plners prepurndsag
con una crpr de el da SiCp. 1 desnrrollo lo efectiun con 2-6 lu-
tidina,cono 1{cuido de elucidn d#lns uenchas etenol.Con este pro-
cediniento de separncidn subiendo los BRI obtenidos y combindndof
1o con 1a espectrofotomntrin de los valorcs cromztogrificos de

1as hsndsg,llers a 1z conclusidn de cue la banda A& es protoporfiri
ne IX, l& B protoporfirina IX metileater y lu banda C la dimetil-
ester. 31 mismo 3Z1lsworth en colaboraneidn con Perkins y Snoﬁ'(970)
purifies por C.C.D. dihidroporfirinas y Doss (1970,8) estudia por
C.C.D. 1ls sepurncidn de los esteres mes{licos.

Las porfirinss,una vey nisladns.y gepercdas,se pueden carscte
rizar por su fluor:scencia § espectralmente por sus brudns de ab-
sorcidn & por l:s bandas dp So;et.Doés (1970,b) y Doss,Ulshoefery
y Dormston (4971) hon determinedo pdrfirinas despuds de eepuaradas
por C.C.D. midiendo sus fluorescencias in situ. Jirsa N Korduo‘(1.
976G )por nedio dqﬂﬁc handre de Soret detecton no solemente uro;
hepta,pente y coproﬁorfifinu,aino tsubien cinco pigmentos fluorec.
centoes rojizos (subporfirines) con la misma bonda mdxima de Soret
ocue la uroporfirina.

Phr dltino heeenos réferencia de 1la CTC.D.de‘porfirinn; lidbre
sobre tslco (With,1967),de la separrcidn por croustograf {a én caprn
. delgnds de celulosa (Gnjuvs - Torbk,1963) y ds la secpurucidu por
C.C.D. de los esteresg met{licos de porfirinas;clorinaa y compues-—
tos relzecionndos con hojra o placrs ya preparndes de Bastman “Chro
magram® por 1la tdenicn que dn nagnificos resultcdos de Chu y Chu
(1966).

- 27 -



Couo colofdn = la gomecn reviass pusuda a loas trebojos de C.
C.D.sobre porfirinns,citarcwos dos revisiones interesuntes sovre
ls determinucién de porfircinus por C.2.D. y otrestécnicrs crout-
togrdricas,lne 1levodus a cubo por Doss (1972) y el misuo Doss
(1976) sobre métodos de diagnéstico clinico pers la difereuciacié:
de deadrdenes ne<rvdlicors en porfirirg por técniera cromntorrdfi-
cas.,

La electrofordsis hs aido otro medio de seperacidn de porfi-
rinta,pero se ha enpleado nas que n=zdn en el diagnéstico clfnico
y 2plicr.do a porfiurias por Fischl y co1.(1970); Traverse y Co-
guelat (1970) y Clotten (1971)._

Por espactrofotometriu sv hun detedindo § identific:wdo uuclo
lre porfirinns,pero genernlmente pre&edidaa de una sepuracién cro
matogrdfica,sea del tipo cue sea.Ksf Bogorad (1958),medinnte éstar
téenices de cromstorref{a sobre prpel y 2apactral,estudia lu sin-
tesis enziwdtica de porfirinuse A psrtir de porfobilindgeno.
Scharf,Clotten y Schmidt (1969) estudisn los }{mites de deteccidn
de 1la deteruwinscidn aspedtrofotométrica de porfirinsg.

Finslmente wme ham empleado resines cambiadoras de iones pera
la separscidn de porfirinsng y subsipuiente reconociuiento espectr .
y compsracidén con 1l:-s8 sep;racionea efaotundas por'd.C.D.Estos ué-
todos se hen utiliz:-do més hien en orinas por Dosss y Schmidt (97.
-y lertinez y Ilille (1971). \

Reapecto 8 los mdtodos adopt: dos pern la deteceidén de porfi-



nna,elajimos ocomo wfs iddénwos los que vienen descritos en la Par-
te Bxperimental en el aparisdo de uterial y iidtodos 4.1.3 y asub-
apartudos 4.1.3.1, 4.1.3.2, 4.1.3.3, 4.1.3.4 ¥ 4.1.3.5, busudoa
en el aislamiento de porfirinas segdnu se indica, subsiguiente se—
parncidn y deteccidn ¢ identificacidn por las vanchus de fluores-—
cencia roja en ocup: delgada 6 por los espectros de ahsorcidn en

las bandus de¢ Soret.

By
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4.-PARTE SXPERIMNENTA L.



4.~ TANTT TITEROTNTAL.

4.1.- MATIRTLL T OMITCDOS.

21 unterizl de periidu gue se hu empleudo he gido sewmilles

de Dinuo pinea procedentes de Cocn (Sepovian),con wunn cripacidrd ge.
minntiva de 95 %, '

La estrutificncidn ue nn realivado ponisndo cupuas tlter—
nantea de vermiculita humedecida coﬁ agua y pifiones completos,es
decir,con epispermo # una tempersatura de 4 °C durente diferuntes
periodos de tienpo. _ A .

Ly gerninncidn se verificéd en cdmuras de germinacién Je-—
cobsen « gredo de humedad constinte y a temperatura de 29-302 C,
Los tratauientos s que fueron sometidos los pifiones se descri -
ben posteriormente.

Para l=g wedidsis éapedtrofotométricas se utilizd un es-
pectrofotdmetro Beckman modelo D.U. Para lus centrifugaciones se
usd una centrifuga refriger:da RAC~5 Superspeed Relrigerated Centri
fuge. DPsra 1la sonicacidn se enpled el Omni-Mixer Sorvall y purs L
incubneiones el hailo Gellenkamp regulable a variss temperatures,
La ldmprra de luz ultrevioleta llanovin Iampe (¥ancisa) fué le ep—
pleada para visunlizer en lns plocags de cromntogriigia en capa del-
gada 1rs panchas de vorfirinas. Por Ul4inmo se utilizd tembien un
potencidmetro Rudiometer Copenhagen pll Heter 22,

4.1.1.- d-ALA Sintehasa.

Zn térninos genarnles 1lv biogénesis dgi d—ALA s® veri-

fica a partir de succinnto activado (succinil Co. A) y glicocola ey
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presencin de d-AZA sintetuet. I'o obstunte lu remceidn tiene otros
reguerinientos y necesitn otrot conpuesios para su ejecucidy cono
deopuds werenos do4tnlladeronte,

4.1.1.1.~ Puriiicacidn de la enzina.

Sesin Burnham y Lacelles (1963), Estd baonde en
1na obtencién de un extracto é partir de embriones sndosperinos,se-—
guido de une precipitucién mceténica y después de otrs con sulfa-
to aménico,y unm serie de nanipulaciones duronte el curso de la
purificscién que permite obtunér extructos en los cuwlos ge Luedel
ejecutar una serie de determinaciones que después de describiren.

4.1.1.1;1.~ Ixtraccidn.

Pésense exactamente slrededor de 50 gramos de
pifionea y sepdrense eumbriones y endoépermos y péaense cada ura de
las dos partes por sepurado,para segdir degpués con czda uno de
ellos todo el procedimient6 de purificucién. Cade uaterial tritdce
ga en umortero enfriasdo a 0f C.,con arenu dé'mar laveda tambien en-
friade a la mleme temperatura,con ayuds de tris buffer (0'04 I de
pH 7'8) hasta perfecte homogenizecidn. Ia operscidn se debe reanli-
ger a no wnns de 22 C. Se ndiciona mes %ris enfrirdo husta un vo-
lumen de 300 ml. Después ge filtra por papel de filtrar jarubes,
hunedecido con mrua y conpriue 8l resfduo recogido lo mes poaiblé_
El Tiltrado grosero obtenido se sonete r sonicuacidn,efecturndo €a-
ts en varias partea'alicuotuu'dal miswe ,coto unos 20 ml.cadn vez
v durante 3 minutos ¢xzda una,con el fiu de deénﬂturnlizar.los deiw
dos nucleicos liberzdos de 1ms. célulag rotus.EBete manipulacién al
igunl que 1lnsg denns hay qﬁe realizarla a no mas de 22 C, Por ¢1¥%i-

mo revnanse los 1fouidos despuds de 1a sonicacidn.

~ 2% - bis



4.1.1.1. 1. 1. ~briver joso. Sztracto bruto.

I suspencidn enterior s8 centrifuce « 29 C.
gurente 50 1ii.nsos PLULU tayon. 06 gegCuertun log resfducs goo-
cipitaCos de lus células y por ccda 10 ml del sobrenadante se adi.
cienan 2 ml. de o-fenantrolina 5 mlly O'1 ml.de (B-mwrcaptoetunol
C'1 My 1 m.de Clolg 0'1 !, Esto supondrfa prre los 300 nil.la
adicidn respectiva de 60 ml.,3 ml. y 30 ml. de dichus sustt:ncias,
pero,con objeto de no diluir el 1lfouido de partida,se le pugde B~
gregar voldmenes mucho mns reducidos pero & mayor concentracién &
manera tal que contengrn igunles cantidodew;rnsf{ gse pueds ayregar
2 ml. de o-fenantrolina 150 mll; G'1 ml.de (3-mercaptoetanol I My
1 ml.de CloMg 3 il. Despuds de npitur. ee ceutrifuga a 6.000 r.p.u.
Je decnnta el sobrenadinte y el resfduo se lava con mas tris bu -
ffer 0'04 11 de pH 7'8 por rgitacidn,se centrifugn de nuevo € in -
corpora el sobrenadante de locidn oon el anterior.Por Yltimo ae
lleve a 300 ml.En este extrscto se seporan 70 ml.para efectunr le
determinuaciones de protefinszs,sctivided enzimdtics y metividad enz
wética especifica,pll dptimo ¥y temperatura Sptime de la sctividad
enzimdtice,Ku,relnrcibdn entre prote{nss y formscidén de d-ALA,y los
activedcres € inhibidores. ’

4.1.1.1,1.2.~ Segundo puso.Precipitacidn acetdnicsa.

El 1{quido regtcnte del extramcto anterior
‘extctamente medido enfrindo 8 0O C,.,se adiciona lentmmente sobre
un litro de acetona previouents enfrisda a -300 C y mantenidu &

eatu temperstura durante 1sn adicidn y deja en reposo por 1o menos
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] . .
10 winutos uFichu Songeretura’. Seocontrifugs a 6,000 r.p.n. duran-—
te 15 minutos en coentrffugr relri creda. El precipitado se resus—

pende en 20 ml.d9 :cetonn ¢ — 300 C.,igite y centrifugas de nuevo

L)

prira recoger el precipitedo.

4.1.1.1.1.3.~ercer paso.Precijitacidn con sulfsio sudnic

El precipituado del paso sepsundo se resuspena
en tris buffer 0'1 11 de pH 7'8 conteniendo F}—mercaptoetenol (2nm
y EDTA (2 mM).Despues de mezclar l» suspensibén durante 15 uwinutos
ge centrifuga a 15.0C0 r.p.m.,@urhnte 15 ninutos y descarta el pro
cipitndo.El gohrenadente se lleve o 125 ml.despuds de lavar el pre
cipitndo por rgitecidn y recuperur el sobrensndonte por decintucidn.
A los 125 ml se le adicionan 2'5 ml de @-mwrcgptoetanol o't 1y 1t
ml de o-fensntrolina 5 mM, 5 ml de Clollg O'1 My 2'S ml de TITA O
M y mezcla el conjunto por ngitacidn. & teuperaturs por debe jo de
5¢ C.,se amgrecu lentamente = este volumen (145 ml.) de lfcuido er.
friado previamente,otro yolumen izuel de suifato amdnico ¢ aature.
cidén taubien enfriudo & menos de Y& ¢, Uodgpues e wn =quilibrio e
20 winutos se reco:e 2l precipitado por ceuntrifusucidn & 15.000 .
p.m.,durante 15 minutos y descerts €l sohrenadente. Bl yprecipita-
do se redisuelve en tris huffer 0'1 ¥ de PY 7'9. Bl soluto ce ﬁin;
liza todm la noche conirs tris buffer 0'01 11 de pH 7'S y lleva fi-
natuente a 100 ml pare reazlizar lus determinaciones de protefinas,
actividad enzimdtics ¥y actividad enzimdtica especifica, pHE dptimo
vy teuperaturs Sptima de 1o actividsd enzindtica,Im,relacidn entre

proteinas y formocidn de d-ALh y loag activadores € inhibidores.



Ln los exir.cive preptrsdos ¢ purtir de los treas piece de

axtradeidn swe hicieron lta tdznices vue a continureidn se recge -
fiin en los apnrtudos 4.1.1.2; 4.1.1.3.3 4.3.1.4.34.1.1.5.5 4.1.1.%;
4.1.1.7« ¥y 4.1.1.8. o %odus ellug se uplicaron totelunente un cada
uno de los extrtcios; en loo upurtzdoy correspondicuntes 6o ilwsul.ic
dos se puede confirrer. .

4.1.1.2.- Determinacién de proteinas.

Se girue el mftodo de Nowry (1951),ten conocido
v euplendo que no vauos a deacribirlo.

4.1.1.3.- Incubacidn41>éeterminacidn enzimdtica.,

Para reulizar la incubnucidn con los extreactos y
deterninar su actividad enzimdtica,ea necesario euplear une mezcl:
de incubrcldédn con una serie de coupuestos que puedan favorecer la
tormacidén de d-ALa exﬁuwsencia ds 1la vd—AL& sintatasu, Burkau y
Lascelles (1963) en experiencias aue realizan,emplean por 1 ul.
lasdiguientes sustuncins:

Glicocols 100 Hm01/1m1.

Sucoinato sddico 100 Pmol/1ml.

HTP arl sddiesn 10 Pmol/1m1.

Clotg 10 piol/tul.

Piridoxalfosfeto 0'25 rmol/1m1.

Glutatién reducido 10 Pmol/1m1.

Tris - HCl buffer (pH = 7'2) 50 P.mol/hnl.

Zn otros exparimantos sdicionan ademds:

EDTA 1 Pmol/’Tml.

Counzima A 0'53 Pm01/1m1.

- 28 -



K3—mencuptocLauol 1 Pm01/1m1
Suceinil goensiig A tiocuinass O'1 Fm01/1m1.

Nocotros henos prepnrrdo mezclss de incubncidn 6 uilinolares.
Pera el cdlculo do las cantidades hemos tomado coLo referencia la
glicocole y despudo el resto de lra sustsncias las hemos determni -

‘hado proporcionalmente. Bl cédlculo de la glicocola se ha verifice-
do de msnera tal aue la cantidad cue se pongé en los 2 ml de incu-
bacién,se pase despuds por la coluuna,se eluya &ata con 10 ul.,se
toma 1 nl.de éatoa,es decif,1/10 de 1u glicocola,que huya reuceib
nado en la mezcla de incubuacidén y por ¢ltimo se llevu 5 ul.,en
los cusles se practica la reacci6n.para determinar el d-ALA forma-
do; esta reaccidn estd basada en la tdcnica de Meuzerall y Granicl
(1956) v acoplada a la volorneidn en piflones. De este menera tene-
nos cantidad suficiente de glicocola ¥ por consigulente de d-ALA
pars que se pueda medir esﬁectrélmente despues de todas las mani-
pulaciones.

En 2 ml de glicocola & mll hey 900 pe- Despues dqﬂa elucidén
habrd 900 Pg en 10 ml. Como de estos 10 ml.ge toma 1 ml.aue se
lleva a 5 ml.finkles en los cuulee se practioca la reaccidn colo-
renda de d-ALA,contehdré 90 ¢+ 5 = 18 Pg. En 1a siguiente Ti3LA I
g¢ puede ver lasag cantidades gue se pueden medir de glicocola ex -

presndos en d-ALA.
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TAZ2LA I

Eo=s=s===ss=== ====j=ssc==sgssssEsrgososocoogssoR=soSSsg = === =5,
i Yolaridad de glicocola 6 mbl 3 mll 2 ull 115 mil 0'9 mM 0'3 =il i
a3 3t - === = === __======‘:==ﬂ
i :
n pg en 2 al.de unezcla i
1 de incudscidn. 500 450 300 225 135 45 i
1

4 i’l
1 |
v I
¥ ug contenido en el ml. 1
¥ rinal pares la deter - ] ]
i minacidn de d-sIa. 18 9 6 49 2'7 0'9 i
X i
oo | b




Hosotros hemos enpleuuo pusi. preperny la uezcla de inouba-
¢idn (con lu que deterninouos lu wctivided enzimdtica,lu,pl dpti-
wo,teuperatura dptius,uctiviuoies ¢ iuhibidores y lu relacidén li-
neal entre proteinus y formuoidn de d-ALA) una éoluciGn wadre 6

mM que contenfa los siguientes coupuestos:

Glicocola 900 Pg.

Succinato sédico 3'6 ps-

ATP anl sddica 666 pe-

ClpMg 270 pg.

Piridoxalforfato 12 pe-

Glutation (GSI) 369 pg.

Trie-HCl buffer pH 7'2,725'4 pe-
Agua c.8.p. 2 ml.‘ l

El pH de 1la éolucidn totz'. es de T'T5.

La falta de otros compuestos que lleva la meécla de incu -
bsecidn preparnde por Burhkam y Lrscelles ge subssna por lo qde
contengn los pifiones.

Ejecucién de lu tdcnica de iucubmeibn y deterwinucili enzi-
mdtica: Pénganse 2 nl.de lu mezecle de incubacidn 6. mM,egré uese.
1 m}l de problena; caliénfese una hore a 370 C. yvpﬁresa la reac-
cidn exnctamente n1 tdrmino de dicho tiempo por eqididn de 0'S ml
. de dcido tricloroac#ético 2l 12'5 %, Si los lfquidos despues de 1lm
renccidn no son transpurentes ge centrifuga a 12.000 r.p.m. duran-

te 15 minutos (si es necesnrio se filtra para eliminar le grusa),
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51 sobrenedante se oproar por wit cola de Jowex-H0 3 (50 x 4-400)
Cunvenicntemente proepteado, ot - 1lo votn resinn ge ueite fuerte-
wente con mosnt 2 i 5 se dej. todi 1a uoche ¢ tenpe rature suhiente.
e decauta y luva repetidauence por welvueidn uestw gque los Liqui-
dos de locidn decantndos no den reaceidn alculina. Lo resinu usi
lavedu se acidifica por fuerte aritacidn con ClH 4N, ge deocunta el
1{cuido Aeido ¥y =8 vuelven a repetir las operecilones de luvudo y
deeantseidn con CLIU 2H, CLH X y agua.

Zas columnas euplendos gson de vidrio de 1 cu. de diénetro y
11 cm. de iongitnd ¥til en lrs cunlea se introduce un trozo de al-
~oddn humedecido con ugua y exprimido § prensado despuds con syu-
da de una varille do vidrio. Bn ellas ae agrege tol cantided de re
sina prepurnda que cuando se sediuente el lecho de lasg misuns eed
de 3 cm. de longitud por cada 15-20 ul que ge agreguen.

Una vez preypartGa lu resioe y wonteds 1B coluwna se Luce
pasar el gobrenadante y deja fluir a uma velocidnd de 3 ml. por ¢
ninutos. La operucidn se du por terminada cuando pesd todo el 1{-
Guide; entouces se luvi la columna con 5 ul de agua destlledn y wu
continuteidn se eluye con 10 ml de scetato aménico 1 M y el eluato
se lleve. « 10 ml ersctos, Por Gltimo se deternina el d-ALA espéetr
fotonétriaonnente ses¥n ae describe a continuacidén,

31 d-ALs por condensaci6n con ecetilucetonua & etilncetonc
tato ebdico formn un pirrel con una gosicidn slfa libre que puede
rericcionor con el reactivo de Ehrlich parn Tormar un compuesto co-

loreado que es suceptible de wmedir a'553‘nm.

s
n
!



Loa renctivosg cue ce enplenn prra esta repceidn econ los
siguientes:

- Btilacetoncetnto sddico 1 10 & en solucidn Hcuosa,s@ pre
prra cilentendo surivamente hasta totnl disolucidén.Es esteble por
lo menos dos dias a la temperatura mmbiente,por su poca durrcidn
conviene preparnrlo extempordneamente.

— Sosa 10 N,no es necesario expulsar el anLfdrido carbdnico

— Acido clorhfdrico SM..

—~ Reamctivo de Ehrlich,se prepara con p—dimetilaminobehznl—
dehido al 2 % con dcido clorhfdrico SNjestable por lo menos tres
semenas a la temperaturs ambiente; si es necesnrio‘se recrista -

liza en metanol acuoso.

El modo de realizar le reaccién se congignu en lu TABLs II.
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Una’ vez agresndos estos resciivos,se apiten bien los tubos,
ge calienton en balio de ggua hirviente durante dos minutos y se

dejan enfriar.Despudas se adicionan a ceda tubo 0'S5 ml de agua,

1 ml de ClH SN y 1 ml de reactivo (s Bhrlioh; ae ugitan y dejun
en reposo 10 minutos. Por . dltimo se reeliza la lecdtura espectrofo-

tomdirica a 550 nn.

4.1.1.4.~ ¥m. Su determinacidn.

Se realiza con mezcla de incubacidn de molari -
ded uM,6, 3, 2, 1'5, 0'9, 0'3, y O con erraglo a los datos da la

TABLA TII.
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DETSIITASION D2 & TIm. '

e mmmemmtemeee

[ R R T o o B i
i Tdmsro de tubo 1 2 3 4 5 6 B i
! 1
' : : I
Provlema en nml. 1 1 1 1 1 1 1 }}

| i
: i

| ezcla de |folaridad en mi |6 3 2 1'5 o'g ] 03| o i
: incudacidn il y . i
ﬂ mero da ml. 2 2 2 2 2 2 2(egue) ,i

i

Molaridad reasl en tubdo(en ml)| 3'43 171 1114 0'86 0'st} 0'17| © i
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Ejecucidn deln tdenicn: Se realiza efectusndo lu incubacid
sepuida de 1~s determinaciénes de d- ALA segin los descrito en
el apartado 4.1.1.3. Despuds se traza la grifica segdn Linewea-

ver - Burk {1934).

I

4.1.1.5.~ pH éptimo en la motividad enzimdtica.

Je practieca con mezcla de incubacidédn mzdre gde
concantreecidn 6 nil a diferentes pll: 6, 6'S, 7, 7'S, 7'8 y 8.
Para ello se toman 2 ml de cuGe unu de lus gonceuiraciones,se
le afiaden 2 ml de agua y ge ilevan & 109 referidos pH con
PO4lioNa Hp0 pH=4'3 y PO4lllia,y.2H,0 pH=8'9. Se incuban como siem-
pre cedn una cen 1 ﬁl.de prohlena durante una hors a 37¢ C. y
despuds se determina elyd-ALA formade . En un eje de coordens -
d=g a8 representa el ndmero de Pg.de d-ATA encontrddoe en fun-

eidn del pH.

4.1.1.6.~ Teuperatura dptima de 1la actividad enzimdtice.

Se determina a 150, 20%, 252, 302 y 379 C. Ia
ejecucidn de 1n técnicn se verifica con 2 ml.de la mezcla de in-
cubscidn (solucién mndre. 6 mit) v 1 nl. de problema. A oada tem~
per:tura se htcen dos experiencias, El1 resto de 1@9 manipulacione
ge pri#actica como en los apartszdos anteriores. En un eje de co-
ordensdus se representn el nfmero de Pg' de d-ALA hallados en

funcidn de 1u temperatura.

4.1.1.7.- Aeluacidn linesl entre proteinas y formacidn de

d~4 Lk
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CDs 1 releeidn cue puede pLobor entre lus proteinns cuen-

do s¢ encucntren o concentraciones inferiores a O'8 uwg/1ml =
1o cantidad de d-nlin oue ge foruma.

Pare su determinmcidn une vez que se sube el contenido de
proteinng por mililitro dc prodlena se efectuen las'dilueionea
de wsnera tal aue se preparen soluciones con 0'S, 0'6, 0'5, 0'4
y 0'2 we Ge protefnas,1 ml y con 2 ml de estas soluciones y 2
2 de 1ln mezeln de incubacidn 6 mM, se verifican las incubeclo-

nes y determinaciones finales,

4.1.1.0.- Influencia de‘activadorea ¢ iuhibidores sobre

1a actividad enzimdtica,

— (ono reotivndores se utilizan los siguientes
compueaton:
Mamina: m=280'9; 1 ul 0'1 mM contiene 28'09 ’xg;

Btioniun: Tm (anhidro)=153'2; 1 ml 0'1 mM contiene
1632 Pg.

Herdnu: Pu=64%2; 1 ml O'1 mM contiene 65'20 Fg
- Coumo iuhlbidores ge emplean:
(904)3Pe?. Pu=111'69; 1 wl 0'1 wml contiene 11'17 Fg.
§0,Cu: Pm (nnhidro) 159'69; 1 ml O'1 mM contisne
15'969 FG =16 Pg.

In 1n ej2curidn de la tdenlca se emples indistintamente
ecdn ann de lna asustoneins indicnda“. Conio ejemplo se poms la
tiaminajesl en luyare de tl\!inﬂ se pone ague,se obtienen unes va-
lores que pueden servir juen trouer una curva comparativa con la
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obfenida gon tiamine,gue llumarenos curva blunco y servird de mo-
delo 4 patrén comp.r:tivo coun todus léa demas.

Ejeoucién de la tdonica: Péngrise en c~da uno de 6 tubos
de ensayo,bien limpios y secos,3 ml.de tiswmina O'1 mb. Afiddase
como sustrato (mezcla de inoubacidn) en cada tubo 2 ml.de mola-

ridnd decreciente 6, 3,2, 1'5, 0'9 y 0'3 mll ¥y 1 ml.de problega

( vénse lu TATIA IV).
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Ln incubuocidn de los tubos y determinccidédn del d-ALa se
renliza coro en los apertados enteriores. Con los valores obte-
nidos de d-ATA y los correspordientea n la molrridrd de los sus-
triitoas,se hallun 1lse cifras inveraas y se lleven a un eje de co-
ordenndag para trazar la curva, '

FParaz 1la wolarided real del tubo hay que considerar que l¢
nolaridad del susatrato respectivé de cada tubo cue es de 6, 3,
2, 1'5, 0'9 y 0'3 en dos ml.de sustruto,al pasar a un volumen
de 3 £ 2 4+ 1 nl.nds 0'S ml.de Aoido triolofoacético,ea decir,
un total de 6'S ml.,las nolaridades har que multipliocarlaes por

2/6'5.

4,1.2.~ D-ALA Dehidrass y detzceidn de'la actividad enzi-~

uftiea,

Se baeeu en la uctivided d2 la d-LTA dohidrasa en
condiciones npropiasdas de resccidn sobre el d-ALA como sustrato.
Por unidén do dos moléculas dé d-ALA y elininacidn de dos de a-
gun sa forme PTBG ,el cuzl se puede ide .tificar y deterainor

cuantitetivamente por la reaceidén rojo-violdcea gue da con el

ranctivo de Ehrlich y su méxima absoreidén en 553 nm.

4,1.2.1.—- Purificacidn de 1la enzima.

lngada en Burnhem y Lascelles (1963).

Se funda en lm ohtencidn de un extracto a par-

tir de embriones o endospermos,seguido de una precipitacién noe..
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ténioa,lus, ;0 de oiru cou sulftto audnico y por dltiwmo se pusa por
Woie COLlwdlic: Ue Lesli-~celulosa. Luvey wendijpuluscionus wos ,erm1tan‘
obtenur exsreclos,en los cunlec ge pueden hacer une series de de-
teruinaciones que después se digcribiran.

4.1.2.1.1.—- Bxtraccidn.

Isense exactamente mlrededor de 50 g. de
piffones y aepdrcnse emdbriones y endospermos y pésense exnotamente
para despuds continuar con cadn uno de ellos todo el procedimien-
4o de purificncidén. Cuda materinl tritdrese en mortero enfriade
#t 02 C.,con sarenn de mur lavnda,tumbien enfrisda a 02 C. y con le
minima cantidad de tris buffer (0'{ M de pH 7'8) huasta perfeota
Lomogenizneién,piry 1o cunl ge tritﬁra todo el tieripo que sea ne-
cesurio. NDespuda se fluidificﬁ con wds buffer enfriado y se paen
por un tiltro do papel do filtrar jarﬂbesvhumedecido con ague pa-
re 69f eliwinar la grugu, y conprime el resfduo. El 1Iquido'reco“
£ido se lleve o un voluwen de.100 ml con mfs tria buffer (O0*1 M
PH 7'6) y se trata ultrasédnileancnte en porcionea de 20 ml,durente
3 winutos cnda une para deanuturalizarlloa dcidoa nuoldicoa libve-
rudos de lus cdlulos rotma. Como todas lss operuciones liay  que
eToctunrles o 1o 1150 de 22 €., la sonicscidn se realiza poniendo
cadu poreidn de 20 111 envun bujio de hielo. Lstae extracto totel,
tentado wWltrasduicuuente se diluyre n 300 ml con tris buffer 0O'4

Bi de pH 7'3 conteniuvndo EDTA (mll) y-(B—mercnptoetnncl (mbl).
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4.1.2.1.1.1.~ Primer pt.so. Extracto bruto.

La suspensidén enterior (300 ml.) se
centrifuga n 20 C.,en centriffuga refrigeradn durente 90 minutos
a 8,000 r.p}m. Se decantn el asobrenadante y el resfduo ae lava
con un poco de tris buffer por agitacién,se centrifuga de nuevo
d incorpora el sobrenadante de ldcidn con el anterior. Por §l-
tiwo se lleva & 300 ml. En este extructo ee aeparald 100 wl, par.
1a determinacién de proteinas,actividad enzimétiom y actividad

enzimdtica especi{fica y el pH Sptimo.

4.1.2.1.1,2.~ Segundo peso.Precipitacién aceidnies,

Al 1{quido reetaﬁte del exiracto ante
rior (200 ml.) enfriado a 0% C.,se le afiade 10 ml.de Clolg 0'1 !
mag 1 ml.de‘(B—mercaptoetanol>0'01 II. Despues de estar mezcla -
dos,el extrscto se agregr léntemente pobre un litro de acetona
previamente enfrisda a -302 C, y mantenida a esta temperatura
durante la adicién,y dejn en reposo por lo menos 10 minutos a
dicha tempersturs. El1 precipiindo we recoge por centrifugroidn
o -102 C. y 1uvé una vez con 200 ul.de ncetona frim,

El precipitado lavado con acetona se redisuelve en 60 ml.
de tris buffer (0'1 Il de pH=7'8) conteniendo EDTA (mM) y P —mer-
captoetznol (mM). La mezcla ée dimliza contra tria buffer (0'01
M de pH=7'8 ) oconteniendo BLia (mli) ¥ ﬁ —mercaptoetanoi (wid)
durante todu lu noche & temperaturs de 22 U.Despues de la diédli-
sis el resf{duo insoluble se elimina pof centrifugacidn y recoge
el sohrenndente. ‘ |
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4,1.2.1.1.3.~ Tercer puno.Precipitucidn con sulfato

andnico.

Al sobrenadnnte del paso enterior se
agregn sulfrto amdénico sélido husta alcanzar el 40 ¢ de sutura-=
cién (aproximad:mente 29 g.). Despues de la ndicidn lu soluocidn
se equilibra durante 30 minutos antes de centrifugar.Bl preéi—
pit=do se recoge por centrifugacidn a 15.000 r.p.m durante 30
minutos y « temperatura no superior a 29 C.,a continuscién se
redisuelve en 10 ml.de tris buffer (0'1 M de pH=7'8) y se dia-

liza toda la noche sepdn el prso cuarto.

4.1.2.1,1.4.~Cuarto puso.Eluato de DEAE celulosa.

la froceidn uctiva del pago tercero sc
dinliza posteriormente contra tris buffer (2 mM de pl=7'8) con -
teniendo TDTA (1) y f3—mercaptoetanol (mM) v al igusl-gue les
dends mauipulucionas ee reuliza a temperatura de 2¢ C.

Despues de la didlisis,este extracto
enzimftico parcisilmente purificndo,seblleva A un volumen cono -
cido de 25 ml.en matraz-aforado. Estos 25 ml.se dividen en dos
partes,uns de 10 m1.y otra de 15 ul. Le fracocidn de 15 ml.para
pasurla por unn columnt de DEsnE~-celulossa y la de 10 ml. pura de-
terminar 1n actividad enzimética,activida&,enzimética espec{fi-
ca,protefnas y Km,pora ello a estos 10 ml.se le afinden 5 ml. ﬂe
agua con 2l fin de tener un volumen suficiente para realizar les

anteriores deteruiiinaciones,
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Ge preparua y equilibra uns columna de 1-2 cm.x 20 cm.
de DEABtcelulosa (voluwen culculado de la columna 22'6 cm3),pa—
ro ello se lava 1 TiaE-celulosa 3-4 veces con sgum y por dltime
se ngits uwns vez cou tris buffer (1 wli de pH=7'8). Una vez pre-
puranda la columnn se adicionan lentamente los 15 ml.del extracto
enziundtico,eato se reamliza en uns hubitacidn refrigerada parm
que l= temperatura sea baja. A cohtinuacidn se eluyen lus pro-
tefnng de 12 columnn por incremento de 1la fuerza iédnica del dbu-
ffer eluyente con ClK M,para lo cual se agregs tal cuntidad que
no den lzs reacciones de protéinae. Se efectis el reconocimiento
de proteinas por sbsorcidn =a 280vnm (realizando las lecturas ent
tre 230 y 300 nm) del principio y el finsl de la elucidn. Se ve
eluyendo con CIK M h:sta que no existen proteinas} esto lo com-—
prohamos con la reaccidn del Biuret,tomando fracciones del elue-
to y mfiadiends 2-3 gotes de NaOH y S04Cu,hasta que dé coloracién
azul y no violdcen comprdndolo con un blanco & patrén.

Despuds de pasur unos 56 wml.de CLK M lu rewccidn de pr.
teinaa JA negrtiva,entonces se afizden a# la columna unos 3 § 4
ml. de ClK Il y recogen para hacer la lectura en el espeo~trofo-
tédmetro de lna proteinné entre 230 y 3N0 nn. y confirmar saf eu
ausencia,

Por Qltimo se adiciona v eluye 1éntﬂﬁente con 40 ml.
de Cl¥ 0'18 11 pera saparur de la cdlumna la d-ALA dehidrmsa. En
egte 1lfquido finnl se determin’ proteinas,unctivided enzimdtica,

y sctividad enuindiica especf{fica,Km,pH éptimo de la actividad
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enzimdtica y 1a influencis de los inhibidores gobre la activi-
dud éuzimdticn.

on los extractos preparrndos & partir dqﬁos cuatro pa-
08 anteriores se hicieron lzs técnicas que se redeflan a continu
cidn en los upart«dos 4.1.2.2.5 4.1.2.3; 4.1.2.4; 4.1.2.5 ¥y
4,1,2.6. No todns ellas se aplictron totslmente en cada unc de
loa extractos; en los apsrtados correspondientes a Resultudos

se puede comprohar.

§43.72.2.~ Deteruinucidn de proteinas.

Hemnos euplendo el conocido mdtodo de Lowry

(1951) que no nos parece necesario describirlo.

4.1.2.3.~ Incudacifn y deterninacién enzimdtica.

Pura reelizar 18 inoubacidén se emplean en el
primer prsgso 5 y 14 ml.procedentes de los 300 ml.del emtrecto bru
to ¥y en los demns casos 4 y 4 ml.para incuber en susencia y pre-
sencia de d-alh.

1dngrse en dos tubos de ensayo lms centida-
des de problems seqén los cnsos y manténganse 10 .minutos a 372C,
pirn atemperar,rl caho de este tiempo agregar él primer tubo
(conteniendo 5 6 4 ml.del extrecto) 1 ml.del lfcuido da extraa.
cién tris buffer (0'1 IM de pH=7'8) y Al segundo tubo (que ocontie.
ne 14 6 4 ml. del extracto problemsa) 1 ml.del mismo lfquido de
extracién que 1levi: 2'5 mlf de d—ALA; para ello se disuelven 3'5

mg.de d-ALA,el pll resuli:nte debe ser de T'8 pero si fuera wenor
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98 adiciona so9s tuy diluida haesta aulcunzar dicho pH, Incubar
en baiio,de agun n 372 C.durente 30 minutos,s su término se pare
1a renceldn nfindiendo n cadn tubo 1 ml: de dcido tricloroncéti-
co al 1 %, Si los liduicdos despues de 1la reaccidn no son trens-
parentes se centrifugen n 12.000 r.p.m. dursnte 15 minutos y si
eg necegario se Tiltran por papel hdmedo para eliminar la grasa,
por ﬁ1t1m6 ge llevan £ un volumeﬁ de 25 nl.en matraez aforzdo.

A continuscién se pasan estos lfquidos por sendas oolumnuse de
Yowex 2,2X8 (200-400 mullus) convenientwemente lavadas y prepare-
drg; para ello se trate la resina con acetato sddico 3N y agite
fuertemente pars pasarla a acetato. L operaaidn de agitncién y
sedimentaoién se realiza tuntes veces como gea necesario hasta
privarles de cloruros. Ia resina sedimentada se lava repetidame:
te con sigus htiate que los IIQuidoa decantados queden libres de
ncetato. Las columnes empleades y lu forma de montarlas son las
inismag y se realigza de forma iguayh lo descrito en el apartado
4.1.1.3. Despuss de este operecién de montar,luvar las colum -
nas y hacer pasar el 1lfguido problema,cadua unu de ellans se lave
con 10 ml.de agua y por dltimo se eluyen con 2 ml. de dcido acé-
tico 1M y dosa veces sucésivas con otros 2 ml.dée deido a2cético .
0'? My los 1fquidos de elucidn se lleven a 10 ml.exactoé. Por
Yltimo se deterninn el porfobilindgeno aspectrofotomdtrioamente,
pafn ello en cuntro tubos de ensayo se poné en cada uno. 2'5 ml.
de cada uno de los 10 ml.procedentes de los respectivos eluatos

de los columnse y en otro que sirve de blanco. 2'S5 ml.de amgusa,
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Aiildunse n cndu tubo 2'5 ul.de remctivo de Ehrlich y agiténea
fuertenente. !Minse la lectura del color rojo clavel que se proa

duce a log 1V niuutos de repeso,n 553 nm,deterninando la densi -

dad 4ptica.

4.1.2.4.- Kn. Su deterninuaoidn.

Se realiza con una solucidén de d-ALA de mo-
lnridad 0'6, 0'3, 0'2, 0'15, 0'09 y 0'03,10"2 M,sepén los datos

de la TABLA V.
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I jecucidn de lu técnicas Se realiza incubendo los
tubos con el sustrato durante 10 minutos a 37% U.,al cabo de
¢ste tiewpo uve niinde O'»ml. del problema o cada tubo y se
efectdn 1o incubricidén a 379 C.,30 minutos; después pdresge la
renceidn por wdicidn de 0'2 ml.de dcido tricloroacdtico al’
5 %. Bl reasto de las munipulaciones y la determinacidn del
PBG se reslizan como en el apaftado 4.1.2.3. Deaplocs ae tra-

za la grdficn segdn Lineweaver -~ Burk (1934).

4,1.2.9.— pH 6ptimo de lu aotividad enzimdtica.

Se reanliza con el eatracto problema proce-
dente de los difercntes prsos de extracién,llevndo a Ios pH
de 6'5, 7, 7'S, 7'7, 7'8, 7'9 ¥ 8. | |

En- el cuge del extracto bruto del primer
pnso se toman 7 lotes de 10 ml.cade uno y ge lleven con fos-
Tato sébdico buffer 0'6 M (PO4HN32.2H20 ¥y POgHsNa.Hp0) & loa
referidos pll. S introducen los tuboca a 372 C.,10 minutos y ©
continuucidén se afade a cada uno 1 ml.de solucidn que conten-
72 1 ng. d-LT4/1 ml.y eotd a pH=7'8. Se incuban a 372 C.,du-
rante GO minutos y ge para la rescecién con 1 ml.de f£oido tri-
cloroacdsico al 1 %. El proceso se continis como en el apar ;
tado 4.1.72.3. y determins el FBG espectirofotomdtricemente a
553 nu.

En sl elunto resultante del puso por co -

lumnu de DBAB-celulosa (paso cuérto) ase determinx el pH épti-
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no poniendo en unc serie de 7 tubos de ensayo 1 ml.del eluato
y 4 ml. de¢ sapua en onda tuvo. Se llevan con PO4HoNa y POsHMNajp
a los diferentes pH de 6'S, 7, 7', 7'7, 7'8, 7'9 y 8, segui-
dumente ge introducen en un bniio de ayua regulado e 372 C, du-
ronte 10 minutos, pusado este tienpo ailadimos a ceda tubo 1 ml.
de una aolucidn cue contiene 1 mg. de A-ALA/1 ml. y que eatd

a pH=7'8. 8e incubun u 372 C. dursnte una hora y puru la reac-
0ién afindiendo 1 mli de deido tficloroacético sl 1 %. El res-
to de las nanipulaciones s efectian como en el ocmso anterior.

4.1.2.6.-Influencin de inhibidores scbre ila activi-

dad enzimdtica.

La inhibioibn se ha reamlizedo con una se-
rie de compuestos llevados todoﬁ a una molaridad de '0'6.10'2 ) 3
y son los sipuientest '
- Acido levul{nico 0'6.10"2M que lleva 0'691 mg/1 ml
-~ Cisnuro sédico 0'6.10"°M que lleva 0'290 mg/1 ml.
- Molonato sédico 0'6.1072M que 1leva 0'427 mg/1 ml.

2

Arsenito s6dico 0'6.10~°M que lleva 1'013 ng/1 ml.

hzida sédica 0'6.10721 que lleva 0'390 mg/1 ml.
Cida wuna de estrs soluciones sé hap 1levadova pH=7'8 oon
¥OH 0'6.1072U y « parfir de ellams se preparan las diferentes
soluciones de molaridad 0'3, 0'2, 0'15, 0'09, y 0'03.10'2M.
Ljecucidbn du lu tdenice: Con cada uno de los inhibidoraan
menipula de lu misma munera,como ajemplo'pondramoa el del doi-

do levulinico,
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En 7 tubos de ensnyo se pone en cnda uno 2 ml. de una

2

solucidn de d-ALA 0'6.10 °M y otros 2 ml.de dcido levulfinico

de molarid:d decreciente,en el 72 tubo 6 blanoco en lugur de i
inhibidor se ponen 2 ml. de agua., Se calientan 10 minutos a

379 C. y u continuncidn se afiade a eada tubo 0'S ml. del 1f-

quido problemn., ( Vdnse la TABLA VI )
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‘Bl contenido en rg de los dewmds inhibilidores queda exprega—

do en 1la T A 3 L & VII.

n-4
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11 incubnciones dqﬁoa tubos y deteruninreidn del porfq-
bilindyeno ge r2ulizen como en los apartados anteriores.

Con el fin de comprobar si este inhibicidn erms competi
tiva 6 no,se hizo una nveva extracciédn,pero pertiendo de una
osntidnd menor de pifiones (aproxinadumente unos 10 gramos) es-
tratificiudos y pucstoy a germinar para despues ssparar embrio-
nes y endospernos pesados exsctamente c¢ada uho para continuar
degpués todo el procedimiento dé purificacidn con cada uno de
ellos.

La técnica de extraceidn fu6>19 nisma que la utilize-

da en el mpartsdo 4.1.2.1.1.,8egin ae conasigna en el

TSMTEHE 1.
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LSQUEIEMA I.
d-ALA Dehidrusu, Inhibidores y pruebs control.

Pitlones: egtrantificrdos 55 dina,puestos a germinar y apuntondo
1rn radfculu.

Pldantulas Bndoepermos.
{-2¢¢.
Triturrr con Arena laveda, - Se hace igusl que con las
plédntulas.

Afiadir 20 ml duffer tris O0'1M pH 7'8.
Filtrar por papel de filtrrr Jnrabes.
Tretar ultrasdniczmente durante 3 minutos.

Diluir haste 100 ml.con buffer tris O'1 M pH 7'8,conteniedo
EDTA, (mH) y P—marcaptoe'tanol (mM).

Centrifugay 90' a 8.000 - 9,000 r.p.m.,a 22 C.
Recoger los 100 ul.de sobrénadante (extracto problema).

Inhiibicidén ocon doido 1evu1{nioo;

- Preparcr dcido levulinico 0'6;10'2M (0'691 mg/1 ml.),para
ello pesar 13'820 mg.ﬁe dcido levulfnico,adicionar mgus has-
ta disolucidén,nlenlinizer con KOH 0'6;10‘2M hasta pH=7'8 y ai«
rer & 20 ml. Dividir estos 20 ml.de doido levulfnico 0'6.10~2
M en dos partes de 10 y 16 ml.

10 ml. 10 ml.

5ml#ﬁaiﬁzaﬂﬂggzig;;EZE‘EEfi6m1Hgo 1'5m148 'Sm1H20 o-sm +9'5m1!

(0'3 10'?M)(o'2 10’—n) (0'15.10"2) (0’09, 10‘2m) (0'03.10~ 2M)

Quedan 8 m1 (0'6.1072m)
- Treparar d-AlA 0'6.102M (0'"86 mg),para ello pegar 15'72 r-
de d-ala,sdicionar acua hasta dieolucidn,alacalinizar oon YO!
0'6, 10‘2M heetas pH = 7'8. y afornr a 20 ml, |

- Hoacer una -resccidn con el inhibidor (4cido levulinioo) 0'03,
0'09,0'15,0'2,0'3 y 0'6.10"2M y otro ocon d-ALA 0'6. 1G-2M en
cantidedes crecientes (0'3,0'6,0'9,1'2,1'5 y 1'8 ml) y sin 8l
inhibidor,se;min las T/ 3LAS VIII y IX.
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Poner todos los tubos en bafip de agua a 372 C.,durente 10;.

Afiedir las sustratos y el problema.

Incubar a 372 C.durcnte 30°'.

Pzrar la reaccidn afindiendo 2 oada tubo 1 ml.de decido triclo -
acético al 1 ¢.

' Filtrar y llevar a matraz aforado de 25 ml.

Pasar por columna de Dowex 2 convenientemente preparede.

Elqir con 2 ml de dcido acdtico 1M y dos veces sucesivas con 2

l ml de dcido acdtico Of2M.Afofar los eluatos a 10 ml.

Tomar 2'5 ml.de cedn uno de los eluator de 10 ml y afiadir 2'5 !
de reactivo de Ehrlich. l'acer un blenoco ﬁoniendo 2'5 ml.Ar
agua y 2'5 ml. de reaotivo de Ehrlich.

De jar reposar.10 minutos. |

Leer en eopectrofotémetro & 553 nm,las densidades éptim=me.,

Se ﬂealizan experimentos iguales cﬁn otroe inhibidores,cc-
mo el cianure sddico (0'29 mg/1 ml.) y el malonato sédico (0'4?7
mg/1 wl.) ' ‘

Teniendo en cuenta la molaridad de cada tubo de las TABLAL
VIII y IX y las densidades dptimms halladas tanto cuamndo se tra-~
bajé con dcido levulfnico como inhibidor,como con cianuro sédiocc
y malonato sédico,se efectian los cdlculoa y despuea é8e trazan
laas correspondientes grdficas llevando 8 un eje de coordenadas,
representando en el eje de ordenadana 1/v 16 inversa de la velo-~
cidad expreseda en Pg de PBG y en el de Abecises 1/s la inveras
del sustrato.Aparte de estes gréficda ae trazan las controles cc

rregpondiente gin inhibdidor.
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4.1.3.1.~ Zorfirinan patrones,

Iag porfirines qua se hun podido encontrar’
en vegetalesg,alyns 6 bactering fotosintdticas hun solido ser la
protoportirina & coproporririna; por esto es por lo que hemos tra-
todo primeramenie (antes de entrar en el estudlo ¢ investigacién
de l2a porfirinns en piilones) de seéparar cromatogréficzmente pro-
toporfirina ¥y coproporiirina utilizadus como patrones,reullzar
sug curvas de absorcidn y valporucidn,y heller los lfmites de sen~
gibilidad en que las porfirines no se detectan por aun fluorescan-
cia roja,pero ain emharro todavia ason identificebles por sus ban-
daus de Soret.

4.1.3.1.1.~ Separacidén cromatogrdficea en cepr delpada.

Como patrones se¢ utilizaron protoporfirine
eal disddica y coproporfirina 1 (ambas de la casn Sigma). ’

Protoporfirina sal disédica,contiene la so-
lucidn ncuosa madre 1 Pg/1 PI; de data se preparan la diluida al
1/10 ¥ a1 1,100 aue contienen regpect1v§mente 0'1 Pg/T Pl y 001
Pg/1 Pl. ' .

. Coproporfirina t: Se prepars de un vial que

contiene 5 Pg. Parn ello se ndidionan 0'% ml de ClH O'1 N; se oa-
lienta suavemente dursnte % miﬁutos en bafio de agua agitando pa-
riddicawente y asperu u que s8 eufrie. Vespuds se udiciona amonfe—
co hesta pH = 8. Concentrucidn o que queda, 5 Pg en 0'5 ml = 500
rl; 5 Fl contendrun 0;05 Pg.
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Plucns dg 10 x 6'6 cm.revestidue con adsorbente de celulona Xod:.
Aplicrcién de protoporfirina scl digddica 5 Fl.de la solucién
diiaida a1l 1/10 = 0O'5 pe.

Aplicacidn de coproporfirine 1, 5 Pl = 005 Fg.
Ifquido de desarrollo: Lutidina-aguas (10 t 3).
Tiempo de desarrollot una hora y 30 minutoa.
Secado de la placa con aire.calieute.

Rf de protoporfirina

1]

0'83. ’
Rf de coproporfirina = 0. No emigrs,

En la mezcla de smbas sdlo emigra la protoporfirina con el mis-

mo Rf = 0'83.
En esmbag a la luz ultraviolete dan intensa fluorescencia roja.

( Véase FICURA 1. )
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Se verificd otro cromatogrdma con objeto de diluocidar ai
la no emigracidn de la coproporfirina fuera oonsecuencia de pre-
& ) .
pararla en asolucidédn awonimcal y durante el trunacureso de la apli-

ecucidén & goteo y del desarrollo se voluatilizase el smonfrco y
quedase fuertemente adsorbida por el ClH. Por ello se celentd

suavenente lr gsoluciédn amonfacal de coproporfirins para eliminar
el amonfaco y elealinizd con sosa 0'2 N hasta pH 8. Con proto -
porfirina sal disddioa y coproporfirina 1 alcalinizadae se repiti(
el oromatograma con el mismo resultado due el anterior,as'deeir,
que 1la coproporfirina queda.adsorbida en el punté de pertida,ain
emigrar,

4.1.3.1.2.~ Linites de sensibilidad de fluorescenoie

y curvas de absorcién.

‘Lfuites de seryibilidad de fluorescencic
de protoporfirina sal disddica. Se obtuvo un cromatogréme analo-
£o 8 los anteriords en 1ln:s mismRe condicionea de ejecucidén apli~
cando 5 Fl.de unasg soluciones de prdtoporfirina gal diséddioa
que contenfa 1 Pg/1 F.l; 01 th pl; 0'0 P.g/1 rxl y 0'001 l.lg/1 F
es decir,la sepunda diluida al 1/10, ia tercera al 1/100 y la
cuarta al 1/1000 c¢on reépeoto a la primera 6 patrén. Ias manchaé
de las scluciones patrdn y diluida nl 1/10 ea ven directauente
vy su fluorescencia el U.V.; la diluide sl 1/100 solo se visua-
liza su fluorescencia al U,V, y lavdiluida'al 1/1000 np se de-
tecta de ningd@g/forma. B9 decir,que la fluorescencia roja se
percibe todsvfa a los 0'05 e = 5/100,pero no a los 0'005 Fg =
5/1000.
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' Se obtuvierom dos curvus de absorcién con los eluutos de
1i:s menchas obtenidzs en el crommiograma con lau solucidn madre
de protoporfirina y lc diluide al 1,/10. Para ello las manchas oo-
rregpondiente del cromatogrrma se sacaron rascando con une espé—
tulajllevendo o sendos tuboa de centrffuga,se agiteron despues
cuda uno con 2 ml.de CLI O'5 N y adiciond a cada uno 3 ml. de
agua y despues de homogenizucidn se csntrifugaron y en los so-
brenadsntes se determinaron las densidades dptimas desde 380 a
430 nn. Lag curvas resultnnfeo en forma de campana dieron el mé-
xiuo de absorcidn en 409 nm.

Lfinites de sensibilidad de fluorescencia de protoporfiri-
na IX dimetil ester. Se euplearon protoporfirina IX dimetil ea-
ter de hemina de buey de la firma Sigma y otra esterificmsda por
nogotros a purtir de la protoporfirina sal dieddian, |

Preparccidn de protoporririna metiiada: Se part{d de
unocs 100 mg de protoporfifina sal disddioa Sigma,ln cual se pu-~
so en contacto durante 24 hnoras con 20 ml.de metanol que lleva-~
ba incorporado 1 ul.de SO4H» oconcentrado. Despues de diluir ocon
20 ml.de agua se extrajo con 50 ml.de dter sulfdrico ¥y 20 ml.de
clorofornoj a continuacidn se zdioioné en varias'vecee sucesi -
vas mag cloroformo para agotar totalmente. Los extrsctos cloro-
férmicos-etéreons se lavuron don 100 ml.de sgua amoniacal al 2 %
y despues con otros 100 ml del mismo disolvente; se volvid a la-

var con m#s aguf,se pepsravon lag capas. ,se desecéd con §0iNap e
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hidro y filtré por f£iltro de‘804Na2 vy avaporé al vacfo,calen -
tando suavemente al Séﬁo maria para eliuminer el cloroformo.

El ifquido finul ( unos 20 ml.) méds e 1lfquido olorofdrumico

de locidn se vertid.en una cristélizadora y dejé evuporar husta
sequedad. Resultd un polvo oscuro. Con ambas porfirinas metilad
dae ee trazuron lus curvas de ébeorcidn disueltas en Cl3CH ¥y
ClH 2N,dando curvas en forma da casmpana con un pico en 409 nm.
Con estos dos productos se prepararon unas soluciones madres
oloroférmicas talesg qde contuviesen 1 Fg/1 ul.y en 9 tubos de
hemolisis pers cada solucidn se tomeron partes alfcuotus respec-
tivas de 0'9, 0'8, 0'7, 0'6, 0'5, 0'4, 0'3, 0'2 y 0'1 y e les
adiciond a oada tubo 0'1, 0'2, 0'3, 0'4, 0'S5, 0'6, 0'7, 0'8 ¥

0'9 de cloroformo.

Véase 1a T A B LA X.
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Léa diluciones anterioreS'se deben de efectuar inmediaty
mente antea-de realizur las cromatografiss en capa delgade y
en.tuboe‘bign cerrados para evitar evaporaciones.

Se preparan varios croﬁatogramaa en capy delgéda utilie
iando protoporfirina IX dimetil ester procedente de hemina
.'de buey y otros verios usando la protoporfirina dimetilada
obtenida por einteeia;

Iue dimensiones dedws placas fueroy dée 10 x 6'6 ou.}

adsorbente de revestimiento gel de silica. Ls procedencia de
leg placas es de ia onsa Pastman Kodak. Lae aplicaciones realj
zadas fueron de 20 Fl de cada una de lms solucione& con con-
tenido de 0'g, 0'8, 0'7,etc.. hasta 0'1 pe/1 ml. Los RE de oe-
da una delasg machés fﬁeron muy oemejantes y solo dejd de per-
c¢ibirse fluﬁresoencia rojn en saquellas solucivnes de aplicu-
olones menores de 0'4 Pg/ml. Por consiguiente el l{uite de :
- sepaibilidud para ambos patrones fud de 0'8 Pg/100 Pl'
Sabiendo gue les soluciones limites que dsn fluorescenmci
roje son les que contienen 0'4 Pg/hl., 20 ml contendran:

0'4 x 20 | Bpe. o Pg/100.'ﬂ_.
1.000 Pl 1.000 Pl. :

Se obtuvieron lrs curvas de sbsorcidn de los eluatos

clorotéricoa (5 ml.) de luse mdchas correspondientds,obtenida:
de 1s forma ya reseiiada,n las goluciones con lf{mite de sgenai-
bilided Q'8 Pg/100 Fl de fluorescenciz rojn y dieron roueller

tembien en forma de campana con un mfximo de absorcién correc.
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to ( pico en 409 nm.). Los lfguidos cloroférinicos se evaporaa
ron al vaci{o vy los resfduos disueltos cuzda uno en 5 ml. de
ClH 2Ii dieron undlogas curvas en campana con el mismo méximo
de absorecidén; ijuxluente lus soluciones de menor contenido de
protoporfirina,por debajo de 0'4 Pg/hl. (1{mite de sensibili-
dad) dieron curvas similares sin presentar fluorescencia ro-
ja lag soluciones an ClH 2H. |

Ve los resultedos obtenidos descritos en los apartados
4,1.3.1.1. v 4.1.3.1.2. sa deduce que existe una mas alte sen
gibilidad para 1a detesccidn de fluorescencia roje en los eg-
teres de protoporfirina que en las porfirines libres (proto-
porfirina) y nue por niveles mné bajos de deteccidn de fluo-
rescencia roja aunoue éatn no sé detecte,sin embargo se pue-
de todavia cuaptar por.espectrofotometria los mdximos de ab-
sorcidn, |

4,1.,3.2.- Reconocimiento previo de porfirinas de biﬂo—

nes.

Bstas determinaciones se renlizuron como tan
%808 parw. despues proseguir la deteccibn y caracterizacién de
165 miamas,

Para su reconocimiento hemos tratado de ider
tificarlas como es netural en embriones,replizando unaas extr:

cioneg en las cuales ge pusden deteruinar por sus espectros

de absorcidn. Lus porfirinqs poseen 4 bandas de absorcidn en
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el visible a 500, 540, 580 y 620 nm. Pero todas ellas,incluso
las metaloporfir;naa y hematoporfirinme tienen una banda de
ahaorcidn en ol U.Y. prdximo llomedn de Soret cue permite de—
terminarlae con mayor sensibilided éfinando de 10 a 20 vecss
merg que por leas corregpondientes en el visible y en cubetss

de un cm. de eapesor llegar a curacterizarlas a concentracione:
del orden de 1070 mg/ml. En soluciones clorhidricas 2M,las ban

dea de Soret paura lus correspondientes porfirinas son las 8i-

suientes.
M#ximo de absoraién.
Uroporfirina . . . . .' 405 nm.
Coproporfirina . . . + ' 402 nm.
Protoporfirina . . . . < 409 nm.
Deutoporfiring . . .« « 404 nu.
Mesoporfirina. . . + .+ . 401 nm.

- Prineipilot Je basa en efectuar una extracoidn de los pi-
flones,en la cual se realiza una incubscién con sustanociaes que
favorecen la foruaucidn de d-ALA y por ende la de porfirinas,
pura despues detectarlas y determinérlaa por egpeotrofotome-
tria. -

- Técnica: Bassda la extrzceidn en la realizada por Kiku-
ohi, Kummar y col.,(1958),pera los ensayoa I y II de la d-ALA

gintetusn,

Péngnme un gramc de embriones exactamente pesado en un
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mortero enirindo con hielo & 02 U. Adicidnese arena lavada en-
frirda ipuslmente y tritdrese con 3 ml. de tfosfato buffer 0O'1
i de pH 6'9 hista estor muy hieén homogeneizado. El 1fcuido se
paga por tejido de uuselina 4 papel de filtrar jarabes a un
metraz aforado de S5 ml. Se reextirae por friturecidn delreai&uo
que oueda en el morteroc con otros 2 ml. de buffer y proodrese
pasar al motrez aforsdo todo eliliquido y deapuds de ssourri-
do todo el resfduo del mortero,exprimase bien y por dltimo lli
vege & 5 ml, Ustos 5 ml.se dividen en 3 fracoionea,la 18 de 2
ml,,la 22 de otros 2 ml. y la 32 de 1 ml. Las dos primeras son
pura reulisar lug incubucioues segin les técnicas I y II de lm
d- ALA gsinteiusa referidas unteriormente;-y la 38 de 1 ml. pa-
ra determiner lua proteinss segdﬁ Lowry (1951).
~ Tdenien I de lﬁ d-ATA sintetnsa,
A la 18 fraceidn de 2 ml, se le adicionan:

0'1 ml.de glicoocola 50 Fmol.

0'1 ml. de pifidoxnlfoefato 0'2%5 rmol.

0'1 ml. de CloMg 2 Pmol.

0'1 wl. de suscoinato 2 rmol, N g

0'1 ml. de ATP 2 Fmol.

A la 28 fraccién de 2 ml.se le adicionan las mismas
sugtancias con idénticas cantidades que en la 18 fraoocidén pe-
ro sin sucecinsto. ‘

— Pare lo técnica TI de la 4-ALA sintetasa,hay que toma
mar de laa fracciones 1 6 2 une cantidad tal que contenga 8 mg.

de proteinas.
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A este vglumun de cada una de lws fracviones se le adicionan
lus mismmns sustnncige nue en la tdonica I,es decir,que en el
primer caso se hnce la incubscidn con glicocola 50 Pmol.,pi—
ridoxalfosfato 0'2% Pmml.,Clzh@ 2 Pmol.,succinato 2 Pmol. yl
ATP 2 rmol. y 8 1a 28 fraccidn no se le adiciona el succinato,
El volumen total finul en ambas incubaciones debe ser de 2 ml.

En cade uho de estos 4 experimentos se reslizan las ope-
raciones siguientest Incdbénse durante 80 minutos exactos a
34¢ ¢. y pardnse les reacciones a dicho t€rminc de tiempo afla-
diendo & cada uno 1/5 del volumen de doido tricloroacditico al
20 % ( es decir,de 0'4 a 0'5 ml.). Despues se centrifuga om—
da 1{quido a 12.000 r.p.m.,durente 15 minutos y se récoje por
geparado el sobrenudante y el resfduo. Il1évese cada uno de los
sobrenadantes A un matfaz aforade de 5 ml. y el lfquido de lo-
¢ién (fosfato buffer) del resfduo incorpdrese a los reepecti-
vos matraces y por dltimo enrdsese a 5 ml. De cada uno de estoc
matraces se hacen pasar 4 ﬁl. por una columna de Dowex 50 W
(200-400 mallas) convenientemente preparada y se eluye con 10
ml, de acetato aménioo 1M. En una parte alfouota de cade uno
de estos 40 ml.se deteruina el d-ALA por €1 método de Mauze—
rall-Granick,hnciendo la lecotura a 550 nm. despues de 10 minu-
tos de reposo en un espectrofotdmetro Beckman.(La determina -
c¢idn del d-ALA fué objeto de pmrte de la Tesina gue présenta-
mos en Octubre de 1976),
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El ml. restrnte de cada uno de los mntraces de 5 ml, de
loa experinentoa 1 y 2 de loa tdonicas I y II,1lévense oon as=
gua destiludr o % ml. ¥y adicidnense 5 ml. de C1H 4N} maf el
conjunto de subos quedun diluidos a 10 ml, de ClH 2N. En cada
uno de ellos se determinnan egpectrulmente las porfirinas a la’
longitud de onda de 103 boanduas de Soret.

Los reafduos de lus resyeétivas centrifugaciones antew
riores se Rgitin intensamente con 5 ml. de ClH 2N,centrifu -
gan de nucvo a 12.000 r.p.m. durante 15 minutos y en los so -

brenadnantes se detarwinan les porfirinas igualmente,

4.1.3.2.1.~Daterminacién espeotral de las porfirinss.

Para ello lus densidades éptieas halladas
ge expresan en protoporfiriha. Como densidad éptica de méxima
absorcidn de la protoporfirina (pico en 409 nm.) se ha tomado
0'532 er. wia concentrzcién diluida al 1/100 de una solucidn
uadre que llesve 1,000 Pg/1.000 Pl.,ea decir, que contenga 10
Pg/1 ml. Por lo tanto el mimero de Pg/1 ml.de proyoporfirina

0'532 D.0O.problemsa )
se deducen de la relacién = » luego ee

10 & x »

hecen los cdlculos adecundos con arreglo a leos 8iluciones he-

chas,

4.1.3.3.~- Tratusuiento previo de los biﬂones.

Los pifiones se han tratado de diversas formas

con objeto de comprobar si estoa tratamientos podian favorecer
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la biogénesis de porfirinne y por ende &l haber mayor canti-
dad de ellas,detectarles mejor.

Uhoa trrtanientos se hen verificado por medios natura -
lea como la estratificeciédn 6 la puesta a germinar de los pifio
nea dentro de deterninadas oondiciones de humedad y temperatu-
ra (generzluente 29-30 2 C.) 6 de estratificacién seguido de
germinacidn.

Otros tratamientos se han efectundo incorporando 6 in -
troduciendo en los pifiones peguefine cantidades de determina -
das sustanoiss quimicss que pueden ser inductores de le bidge-
negis porfir{nica.

Entre los miltiples inductores de la d-ALA sintetusa y
por tantoc de las porfirinas que menciona Gianick {1966),de5-
tacan ls alilisopropilacetamida,glutetimide,dietil 1-4 dihi-
droxi 2-4-6- trimetil piridin 3-5 dicarboxilato (DDC),dietil
2-4-6~ trimetil piridin 3-5 dicarboxilato y la griseofulvi -
na. De todos ellos o1 de mas fdeil adouisioidn para nosotros
fud la grisecfulvina gue sunque es poco hidroeoluble se puede
utilizar,porque las soluciones empleadas en los trutamientos

gon de concentraciones muy bajas.

1 €H30 o
C'13° v GRISEOFULVINA.
CH3

OCH3 - 73 -



Dor otra purte Lemos utilizado tiaminan que es un gran
eatimulants de le germinacién (Sanz Mufioz y Pulacios Alaiz,
1972; y Sanz Jliioz y Suntoe Ruiz,1974); d-ALA que como es un
gsillar bdsico de la biogdnesis porfirfnica,al haber un exceao
ha de fuvorecer tombien la formacidn de porfirinasg;tambien he-
wos enpleade treonina y etionina. Por dltimo se utilizé EDTA
como materia que formando un couplejo con el magnesio pugde
actuar frenando la biosintqsia porfir{nica ya que los iones
nwagné€sicos son activadores de la d-ALA sintetassa pare la forma-
cidn de d-ALi, primer paso internsdiaerio en la biogdnesia de
protoporfirina.

Los tratamientos de estratificaoidn‘y germinacién se
Lun verificado con urreglo / las normas dadas al comienzo del
spartado 4.1. TLos demés se han raalizado sumergiondo los pi-
flones coupletos (es decir,oon cubierté) en soluciones que oon-
tuviesen el minero de mg del inductor,segin los casos,por 100
ml de agua,durante 3 dfas. Fn caso de heber dos compuestos en
el 1iquido de inmersidn se ponen 40 mgAde uno,cuando es tiami-—
na y del otro semin se'aapecifioa en las tablas y reaultadoé.
Para selarar ws jor <ato, lo concrataremos diciando que en loe
tratamientos con tinmina,treqhina,d—ALA ¥y etionina se pusieron
40, 12, 20 y 2 mg de cads uno de elles en la solucidn respeo-
tiva. En las que llevuba EBDTL y tianina 4'94 g. y 40 mg. de

cada unu en la solugidu en que el-EDTA ve gin diluir; en
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otra se diluye el TDTh sl 1/2 4 21 1/10. En las soluciones que

llevun griseofulvina,en una de ellas se pone tiemina en asolu-
¢idn mcdosn y griseofulvina a eaturacién,en otra la griseoful-

vian Bl 1/2 de snturacién y en la tercera al 1/10 de saturacid:

4.1.3.4.- Porfirinas libres en pifiones.

La deteocidn de porfirines libres la hemos ve-
rificado,deapues déﬂa oxtraccidn de las mismes,por un prooedi-
miente de extraccidn busado en la técnica de Takxt y Gibseon
(1961).

4.1.3.4.1.~ Extracecién.

“ara ello se pesan exactamente alrede..
dor de 6 g, de pifiones y tritarsn con arena de mar lavada y de-
sencraga fracclonadamente don acetona :on varias porciones hare-
ta desuparicidn totul de la‘grasa.El regfduo se lleva cuanti-
tativamente s un tubo de centrifuga y adiciona acetato de eti-
lo-4cido acdtico (913) (v/v) se agita intensemente y se centri-
fusa. El sobrenadante se separa y el regsfduo se vuelve a agi-
tar con mns soeteto de etilo-fcido ecdtico (3:1) (v/v),se cen-
trifuga de nuevo y el sobrenadente se reune con el anterior,
en una empolla de decantacién. A la ampolla se agrega 10 ml.
de CLlH 3N,se agltn y separa lu capa clorhfdrice a un vaso de
precipitado, A este vaso de precipitudos de mdicionan 3'8 g.

de COzifie,unsta ueutralizucidn. Pésese el contenido del vaso
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o una nAwpolls de decantmcidn,lavundo aguél con 2 ml. de agua
v extrdignse primero con 10 ml.de acetato de etilo y despues
con otros 2 ml. Rednnnse los extractos de mcetato de etilo,se
dejen escurrir per: eliminer el agua y finalmente se deseca
con SQ4llap snhidro. El extracto desecado se llevha a un matrag
aiforudo de 10 ml.y enrus: con mas disolvente. Se toman 5 ml.

y evaporan al vac{d en un matraz de fondo redondo de oolor to-
pacio hasta cuedar una cuntidand de lfgquido muy pecguefia pera

posteriormente realizer cromatogref{as en capa delgnda,

4,1.3.4.2.~ Identifiocacidn espectral.

Los 5 ml. restantes del matraz a-
forudo se evaporun totalmente sl vacfo y 61 reafduo se disuel-
ve en 5 ml.,de ClH N y verifican 4 determinan sus espeotros de
absorcién en longitudes de onda comprendides entre 380 a 430

nm. pura determinar sus méximos.

4.,1.3.4.3.~ Cromatograf{a de oapn delgada.

El 1{quido que quedé de la evapos
raciédn al vacio se evapora totalmenfa y 8l resfduo se disusl-
ve en 1 ml.de amoniaco muy diluido,dsta es la ﬁuestra que se®
emplea para prepurar €l crouatograma.

Téenica de la cromatograffa (Gajdos-T8rdk,1968) 1
Para ello se emplesen placas u hojas (ya pfeparadaé) revesti-
das de una cape de ce)uloga (sin indicadores de fluorescencia,

ve 6064), 160 P de espesor,sobre una.resina poliester de 190 Pe
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Egte asoporte es transparente & la luz J.V. en todo el espectro
vigible 'y muy prérimo ~l intfrarrojo y muy resistente a los di-
solventes orgénicos. Lus hojrs se presentan en dimensionea de
20 x 20 cm.,pero noasotros las cortamosren dos mitades de 10 x
20 y despues cnda unu en tres de 10 x 6'6 cm.

Pare 14 epiiomecidén de la nuestrs se emplea una mi-
crojeringa Precisién Ssmpling Corporation de § Pl'

Como l{guido de desarrollo se utiliza lutidina 2-6:
agua (10:3) y vapores de amoniasco,la oubeta que utilizamos pa-
ra ¢l desarrollo de los crometogramas fud cilfndrica de 11 om.
de eltb por 9 cm.de didmetre interior con unvreborde superior
egmerilado al cual despues de:lubrificado sirve pura. sostener
una tapa'de vidrio de 1 om.de espesor y qﬁsdar asf un cierre
hermético.

En el fondo de la cubeta ge’ gsuperpone ﬁna cdpaula
de fondo plano de didmetro de 7-8 cm.,sobre la cdpsula se po-
ne un pesasustancias_de tipo alto de 2 cm. de radio lleno de
amonfuco coucentrudo y sobre la cdpsula se agrega 25 ul. de
una mezecla de lutidina 2-6:sgua (10:3)<y {apa la cubeta pro-
currndo que quede harméticnmeﬁte cerrado durente 30-40 minﬁ-
tos,con objeto de aloanzar una buena saturacidn de vapores ¢
amoniacnles y lutidina.

Despues ge hecha sobre una placa la aplicacidn
con la microjeringa de cada una dqﬂas muegtras y de los pa-

trones,a une distzncia de 0'5 cm.como punto de partida, del
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Yorde de 1r miann de menor loncitud y cads una de le aplica-

cién de 1los uuestras por lo mencs 8 una distencia de 1 em.,
se pusn la placa a la cubeta sumergiendo el extremo de aplioad
cién de la hoja en el lfouldo de desarrollo puesto en la cdp-
sula,de forma que agudlla se nmpoye en la pared de la cdmara.
Se tapa la cubeta y esperu alrededor de una hora y 30 minutos
(ol tiewpo dcpende de lu concentracién de porfirinas y de la
temperatura ncbiente,la temperatura dptima es de 23—249.0.)
Degpues de secuds con aire éaliente,lua manchas fluo
regceptes se localizan a la luz U.V, Los valores de Hf apro -
ximados son pura uroporfirina 0'10; coproporfirina 0'44 y Pro-~
toporfirina 0'83. .

4.1.3.5.- Determinacién de porfirinue semi -

‘nales sl estado esteres.

De los resultados obtenidos en los
apartados 4.1.3.1.1. ¥ 4.1.3.1.2.,88 infer{a que existe una
mayor sensibilidad pare la deteceidn de fluorescencis roja en
log egtergs de protoporfirina aue en los de protoporfirina 1li-
bre,y es aln nayor lu sensibilided asi se detecta por espectro-
fotometr{a que por flﬁorescencia. Estas son laa causas que 8-
conge jan el determinsrlas en forma de estersa. Los esteres mds
utilizados son los metanGLidoa y pare su esterifiemcidn requie

ren le presenclia de 4eido sulférico concentredo.
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4.1.3.5.1.~-Preparacidn de los esteres y extrao-

cién.

Pdsense exac ,amente unu cantidad oon
prandida auvre 1 y 10 g4rewos de pifiones privados de la cubier-
ta (embriones mds emdospermos) en un mortero enfriado con hie-
lo. Agrdguese srena de mar laveda,enfriasda tembien & 02 U. y
tritdrese lo m#As finalmente posible,aﬁadiendo,ai es necegario,
le mfnina cantidad de metanol-sulfrico {metenol Merok con un
5 % de dcido sulfiride conoentrado)para que se forme una pulpe
y la trituracidn resulte homogénea. Deépues d#homogenizacidn
perfecta ocdhrase oon metanol-qulfdrico (aproximadamente 50 ml)
y consérvese en la oscuridad 24 horaa.Centrifdgueae a 6.000 r.
p.. durente 15 ninutos y el lfguido sobrenadente 1lévese a
una ampolla de decantdcidn;aﬁédeaa oloroformo,agiteses y si no
ae ageparun bien lus ocapans adiciénese agua suficiente hasta que
por agitacién se separen, El cloroformo due lleva ya disueltos
loa easteres porfirinicos,por su masyor densidad,se separa por
la perte inferior del embudo de decantacién. Se repite la ex-—
traceidn con més cloroformo y. redne ‘este extracto con el an-
terior y el todo. se léva con ung solucién amonimocsl al 2 %
tantas vecea como sea& necesario para eliminar la dcideé(oom—
probacidn con papel de pH)..DeapuGS'de bien escurrida la em-
polle para eliminar el agua,se lé adiciona SO4Nao anhidro y

filtra la solucidn clorofdérmica,a un matraz bien seco de fondo
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redondo y color topacio,por un embudo que contenga tambien S0
liso wunhidro. Bl sulfuio de la aupolla se lava con mus clorofor-
mo y pasa por el embudo 2l matiraz. Por dltimo el disolvente se
evapora al vacfo hzsta sequedad,

Todas lag manipulaciones de la extraccidédn se deben re—
nlizar con luz difusa.

4.1.3.5.2.-Tdentificacién por espectrofotmetrisa.

51 reefduo seco se disuelve en 1-2 ml
de cloroformo y pasa a un matraz eforado de 5 ml.El matraz de
fondo redondo se lava con otros 2 ml.de disolvente y una segun
da vez con 1 ml. v los lfquidos de locidn se incorporen sl ma-
traz aforado y se eunrnsa, Este 1fquido ademds de utilizarse r¥a
ra 1a obtencién de lesa curves de absorcidn se emplea para la
preparacidn de los croﬁatoéramaa. Como pars los cromatogramas
se gasta una centidad sumemente pequeﬂﬁ'(del érden como méxi-
mo de 20-50 Fl.) y 9e suselen realizar sntes que las especfvo-
fotometrfas,prdcticamente ei 1fquide cloroférmioco existente
despueg de efectuar €otas es aproximademente de 5 ml. En este
volumen se determina la curva de absorcién entre longitudes de
onda de 380 & 430 nm. y halla sus méximos de ebamorcidn.Despuse
se avapora al vecfo la solucidn ocloroférmica,el resfduo se di-
suelve en 5 ml. de ClH 2N, igualmente se determina su ocurva

v méximos de absorcidn.
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4.1.3.5.3.- Crometograffa en oapa delgada.

. La solueidn cloroférmica referidu antex
riormente (epartsdo 4.1.3.5.2.) es lu jue so emplea para la 'r
preparacién de log cromatogrumas,

| La tdcnica operatoria y el material em—
pleuado,como miwvrojeringa pars aplioaoi6n de las muestras; la
cubeta 8 cdmara para la cromatografia y demds accesorios son
iddnticos a los que se utilizan en las oromatografiss efec —
tusdas pera las porfirinda libres (apartado 4.1.3.4.3.).

Diferenciaa: ‘Aqui las plaocas u hojus

son de polietilen-tereftalato,revestidas oon silica gel, de
egpegor 1CC P' %1 gigtonma de disblvente para el desarrollo de
los cromatogramas es cloroformotkerosenocsetanol (30:10:2) &
n-decenoscloroforuo (f:9).'Comovdisolvente de saturacidén se
emples el cloroformo que va en el peeaéustanciaa introducido
en la cubeta. Tiempo de saturacidén de le cubeta una hora y el
de desnrrollo del cromatograma aproximadamente 30 minutos.
A eate tiempo,el frente del diasolvente de desarrolloc con res.
pecto a2l punto de partida ha recorrido aproximadamente 9 em.

- Cﬁando ge quieren determinar las our-
vag de absoroidn en los eluatos de las mnechas obtenidas en los
eromatogremas,qe rascnn las‘ﬁanchas econ una espdtula,se eluyen
con cloroformo hasta total agotamiento y 1leven a 5 ml. en ma-

traz aforado. Con esta solucidén se determine la gurva y méxi-
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mos de absorcidn entre 380 y 430 nn.
Degpuee este mismo lfquido evaporado al
vacio,su resfduo disuelto en 5 ml., de ClH 2N pueds servir pa-

ra detearmiuar tsubien su curva y mdximos de aebsoreidn.
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4.2.-RESULTADOS.



4.2.1.—- A-ALA sintetasa,

4,2.1.1.~ Preparacidn y purifiecacidn.

Tara la preparacidén y purificrciédn de 1la
d-ATA sintetusa se siguld 1la metodologia descrita en el aper-
tado 4.1.1. y subapartados 4.1.1.1., 4.1.1.1.1.,4.1.1.1.1.1,,

4.1.1,1.1.2 v 4.141.1.1.3, de Material y Métodos y los resul-

tados ocue se consienan fueron obtonidoe siguiendo el ESQUEMA
IT 3 en este migmo esquema se indicen lea determinaciones

efectuadas,
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ESQUEMA ILi.

Pifiones.

Embriocnes. Eudospermos.

. .
Extracto bhruto, 300 wul. ~ lgual que para los embriones.

Afirdir 2 ml o-fenantrolina 150 mM,1 ml.Clolg y 0'1 ml. de (B-mer..
captoetanol 3 1.

Brxtracto bruto totel 303'1 ml. (Primer paso).

Determinart Proteinms; pH Sptimo; temperatura Spiimaj raelacidén de
prote=inas y d-ALA; Inhibidores (So4cu y (804)3Fe )3
hotivadores (Tiamina,Etionina,y Hemina) y.queda ef
regiv del extracto bruto, E

Precipitacidn del resto del exfracto bruto oon acetonz & ~-30% 0,
(Segurdo puso)

Centrifugacidn.

Suspensién del precipitado: en mcetona & —302 C,,agitacién’y cen-
trifugacidn,

ecogida del precipitado.

Susﬁtnsidn del precipitado en buffer.

Centrifuguoidn.

Recuperacidn del sobrenadante.

Adiéidn de @ ~nercaptoetanol ,o-fenantrolina,CloMg,EDTA y agitacidén.
Adicién de sulfato anfnico & satursoidén (Tercer paso).
Centrifugacién y recogide del precipitado.

Disoluecidén del preoiﬁitado en buffer tris.

Dializar contru tris de menor moiaridad.

Llevar a volurien conboido.

Determinar: Proteinas; hctividad enziudiicaf Aotividad enzipdtica
especifica; Imj pH éptimo; Temperstura éptime; Linea-
1lidad de proteinns y d-ALAj} Inhibidores y activuadores,

]
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4.2.1.2.— Determinnciones en piflones en diferentea

egtadios de germinmcidniactividad enzimdti-

ca,proteinus,nctividad enzindtica espec{fi-

ca,constante de Miclselis,pH éptimo,tempera-

tura éytina,y activadores € inhibidores de

la activided enzindzica,

Se reulizaron determinaciones seriadas de proteinms,soti-
vidudes enzimdticns y actividades enzimdticms especf{ficas en
partzsa alfcuotaa de los frgccioneé correspondientes a los pax
sos primero,sesundo y tercero en embriones,pléntulas y endos -
permos des .
~Pifiones estratificados 90 dims,puestos a germinar y cerrados,
-Pifiones egstratificados 90 dles,puestos a'germinar 28 diuzs y
sbiettos.

-Pifiones estratificados 90 diasg,puestos a germinar 30 dims y
germinzdos apuntando la radfcula, '

-Pifiones estrutificados 90 dias,pueatos.a germinar y germinadoe
con radfcula de 1'5 - 2 cm:

-Piflones egtrutificados 90 dias,puestos a germinar y germina-
dosg con radfculade 3 - 4 om.

4 continuacién en la TA3LA XI se incluyen los valores
de proteinne y actividades enéimétioaa. En la TABLA XII las
actividades enziudticas espec{ficsa y en la TABIA XIII las re-

laciones de las proteinas ddl primer paso al tercero y las de

las actividades especi{ficus del tercero sl primer paso.
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TA3LA XI
EMBRICIZS (referidoa a 20 ml.) _____ TMJO5E-IRI0S (referidos £ 20 ol.)
PROTEINAS (mg.) 'ACTIVIDAD BR2LKTIC PROTEINAS (mg.) ACRIVIDAD BHZINATICA
(Pg/h (pe/n)
Paso 1|Pago 2{Pz2so 3 |Paso 1{P=so 2 | Pzso 3 Pago 1] Pzso 2} Pesol Paéo 1| Pag0 2| Paso 3
CEZRRADOS .
i30'34 11719 290 | o 3166 | 8'01 ‘45'19 9'83 | 2'41} o o | 572
| A3IER20S
i} 26108 |10'80 4'83 6.'59 824 17418 [|J|30'28 14197 4'59 9'89 8124 1 22'90
‘i _ APUNTsIDQ Lh 2UDICTLA
1 25%22 | 4'56 | 4°'03 1649 [11'91 | 17'18 DlLB’T'ZO 14'68 |- 7'66) 11'54 | 9'16 | 27'49 I
B R~DICUTA D& 1'5 - 2 om. ‘ |
34'33 [14'99 | 6'14 ]21'44 [17'41 ] 25'63 46'48 | 21'09 | T'02f 16'49 | 14166 | 22190 ‘,
. RADICUTA 3 -4 om. _
52'77 |10'49 | 5773 g8t24 113'74 19'_4"7 I48'44 18'98 | 4'19f 11'54] §'24 | 16'03




-Lg.—

ey S

TA3L4 XII

i = == T
,E ACTIVIDAD SNIIIRTICA ESPICIFICA (pg/1 h/1 mg.proteinas). Ei
- R e _d
DIBRICHSS (referidos & 20 ml.) ﬁ EWDOSE-ER1CS (referidos a 20 ml.) ”

! Paso 1 Paso 2 Paso 3 | aso 1 Paso 2 Peso 3 |
! i

% CEARADOS. i
!| 0 0'33 2176 { 0 0 2142 E
| ABIE;RTOS E
0+25 076 3155 ] 0433 0'55 4'98 |
AFUNTAMDO L& R:DICULA i

0'65 2161 4126 . - 0'31 0'62 3'58 ;'
RWDICULA D= 1's - 2 cm. {'

0162 1116 466 | 0'35 0'69 5126 |
AADICUTA DE 3 - 4 cm. ﬁ

0'16 1'31 3140 . 0'24 0443 383§

i I S if
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ThBLA XIII

F==3

EMBRIONES (refeéridos a 20 ml.)

i
it
i

Relacidén de protei-
nssg del 12 al 3¢

Relacidn de actividaJ
des espec{ficas del | nea del 12 al 3%

Relacidén de protei-

Relacidn de ectivi-
dades especi{ficas

| vaso. (ag) 33 Shmeneyor(YeetS | puso (ne) trecos de mumseze) :
! !
EI;' | CEIRLTOS. j
! 10146 2176 18170 2'37 I
: ABIERTOS.
: 5140 14103 o 6159 - 15124
I ATUNTAIDO T4 RADICULA
; 6125 6151 I 4185 11156
RADICUSA DE 1'5 - 2 ca.
5067 7457 B _ 6162 9*19
RADICUIK TE 3 -~ 4 om,
9120 2177 ' 11156 16' o8 :




¥n las TABLAS XIV y XV se representan los valores

hallados y descritos en las ThBLAS XI, XII y XIII.
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ThA3LA ZXIV
IF = T = ‘
i TIBRIONES.
[H P
n - :
(PIFONES | PRACCION | VOLWEN | PROTEI aCTIVI-| ACTIVI- | ACTIVI- | ACTIVIH REIDI +f FURIFICh-
: ml. ITAS. DAD E¥-| DAD EN- | DAD UNI-| DAD TOo HIENTO CIOH.Relawl:
h ng/ml. | ZIATI-| ZDWTI- | DAIBS. | TAL.( % |cidn de
i Ca. CA ISTEA lzg/h/ml. h/wl)’ X activide~
i /10.| CIFICA. Vol. des,eunzi-
) pe /b/ng wéticzs ¢
] Fg !
I prot. eapecifi-|
! cus del 2
i é 34 peso
! 21 13
jCEER~50S | Paso 12 20 1'52 0 0 0 0 100 -
i Pago 29 10 Q156 3166 0'33 Q'37 _3'66 366'5 €133 '
i Pagso 32. | 10 0'14 | 8'02. 2¢76 |. 0'80 8102 | 801'8 | 2'76 i
" N ]
iABIERTOS | Peso 18 20 1130 6'60. 1 0'25 | 0'33 6'60 | 100 - ;
H Pago 20 10 0'54 825 o'76° | 0'82 8'25 | 124'99 | 3'02
i Pago 38 10 0'24 17118 3155 1172 17%18 | 260%40 | 14'03 "
APUNTAN-| Preo 12 | 20 1126 | 16149 | owes | o2 | 16149 | 100 - !
DO La 2a4 Peso 22 10 0'23 | 11'91 261 | 1'19 11'91 | 72'22 | 3'99 &
DICULA. | Paso 3@ 10 0'20 | 17'18 4126 | 172 17'18 | 10416 | 6'51 1
| RADICUTA | Paso 12 20 1174 | 21'44 062 | 1'07 21'44 | 100 - )
IE 1'5 a| Paso 29 10 - 075 | 17141 116 | 1'74 17'41 | 81120 1'88
2 cm. Peso 38 10 031 | 28'63 4'66 | 2'86 28'63 [133'55 757
RADICULA | Peso 18 20 2'64 8125 0'16 | 0'41 8'25 | 100 -
IE 3 a 4| Paso 28 10 052 | 1374 1031 | 1137 13'74 | 166'67 | 8140
f cm. Peso 38 10 0'29 | 19'47 3140 | 1'95 19'47 | 236'11 | 21'77 ’{i




- 16 -

| EYDCSTERIOS. "

1t == === momas = == e L T T E T e i

IPINONES | FR&CCTON | YOIUIEN | PROTEIH ACTIVI-[ACTIVI- [ ACTIVI- | 4C2IVI~ |mDI + SRURIF ICAT

ml. RIS DAD EN~|DiD EN- | DAD UNI DAD TO~ |nTEIm 0I0¥ .Reler!

wg/ml. | ZDWTI-|{ 2TMATI- | DADES, | TAL. % ciln de ||

! CA. CA BSFBEA pg/n/ml. (pg/h/nl) BCTLViGE=|
i /1 bl qips F pe des enzi-|
! P& clfl;a' x Vol. néticas |
| h/ug 4 e i

Pzt 35°5Lts)

: 632 paso |

! al 14, }
1 |
! CERRADOS | Paso 12 20 2126 0 0 0 0 100 - !
;; Paso 28 10. | 0'49 0 0 0 0 100 o ;
i Peso 3¢ 10 0*12 5'73 | 2'37 0's57 5'73 |572'70 2'37
i i
| ABIERTOS | Paso 19 20 1'51 g'90 | 0Q'33 0%'49 . . 9'90 100 - i
i Yaso 22 10 c'75 8125 Q155 . 0'82 8125 83'34 1'68 |
i Paso 32 10 | 0'23 | 22'91 | 4'98 2'29 | 22'91 [231'a9 | 15'24 |
- |

] - ’ il
I APUNTAN- | ®mso 1@ 20 1'86 | 11'55 | 0'31 -{ 0'58 11'55 | 100 ~ i
130 TA RA Paso 2e 10 C'73 g'16 | 0'62 0192 9'16 | 79'36 2101 |
i DICULA. | Paso 3¢ 10 0138 | 27'49 | 3'58 2'75 27'4g [ 232'09 | 11'56 |
! !
il RADICUTA | Paso 18 20 2'32 | 16'%9 | 0'35 0'82 16'49 | 100 - ;
§ DB 1'5 a Peso 29 10 1'05 | 14'66 | 0'69 147 14166 | 88'89 1'96 |
i 2 cm. Paso 39 10 0'35 | 22'91 | 3'26 2'29 22'91 }138'89 CARC I
l i}
I RADICUTA| Paso 18 20 2'42 | 11's5 | o'24 0'58 11'55 | 100 - i
IDE 3 a 4] Paso 22 10 0'95 8125 043 0'82 8'25 | 71'43 1'ge |
i em. Paso 39 10 o'21 | 16'03 | 3'83 1'60 16'03 {138'89 16'08 !
it Bg ___n




Reapecto de lu constunte de lHichaelis (Km) se obtuvieron
velores para cada uno de los pasoes primefo (extfacto bruto) y
tercero, de los embriones 4 pléntulag y endospermou de cada
uno de loa estadios de goruinacidn de semillms (cerradas, abier-
tas, apuntando la radfcula, EOn rudfecula de {'5 al2comy rﬁdi—
cula de 3 a 4 cm.) descritos unteriormente.

Loa valores medios de Km'de los embriones ¥ endoqpermoe
de los pasos priuero y tercero fueron respectivemente los si~
gulentes:

Cmbriones, puso 12 1'01.10~2M y paso 32 1'01.10~2 M,

Endospermoa; pasov1ﬂ 0;99..10‘2 M y paso 32 0'99.10~2 M.

(Vuse 1a TABIA XVI).
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TA3LA XVI

I ————————————————————————————————— === ‘--_=====ﬁl‘l
i .
} TMIRICNIS. | BIaCSFER LS. i
! \ ___.______,..__..-___..-...—::::“q‘é
E'Valores me - Pago 12 Pugo 38} Valor me-— Valores me -— Pago 198 Fzgo 3R | Velor i
{ dios. i dio total.; dios. nedio ‘I‘,
i ' totel, |
f : i
{Rn(. 1072, | 1104 1101 101 I Em(,107%0). 0199 0'99 | ov9g I

. 1
e i e e et 4----q---=
i ‘ y i
| Vm (pg/30') | 24122 23'63 23'92  § Vm (pe/30') 18195 22'80 }22'¢7 |
{ Il ‘ ii




b continuacidn g6 inserten la TABDLA XVII y la curve en
la Fig.2 (en le que se representa el valor medio de la Km
segin Lineweaver Burk ) correapondientes a la Xm y Vm me=-

diaes de le suma de las de embriones y endospermos.
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TABLA XVII
:,' T 1
s EIBRIONES. TUDOSI-3X10S. V40X MEDIO. f
il (embriones mds endosperros) i
B = e -——-—_—::———*——“‘::ﬂ"’
B . p
j - B
.- 1101.1072 g 099,102 1100.1072 1 i
il . i
— »- 1
i Vam 23%92 t;g/3o' 20'87 [,15/3'0‘ i

22140 l.zg/30'




-

010

0.05

P

Fig.28-ALAsintetasa.KmyVm

medias de embriones y endospermos.

- -t - = |
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Para laa determinanciones de pH Sptimo,temperatura éptina,
re-lacidn lineal entre proteinaé Yy formédidn de d-ALA,a8ctl -
vadoras € inhividores se partid de una weyor cantidad de pi--
flones y siguieron igualmente las manipulaciones referidas en
el Esquema II efectudndose éua tdonicas de determinacidn én
los pa§oa primero § tercero segin se indiocen en las gréfi -
cas; tamblen se deternind en.amboa la constante de llichaelis,
Los pifiones uillieados pare ello fueron eat?atificadoa 92
dias,puestos a germinar y germinndos oon pléntulas de radfoul—
la de 1'5 a 2 cm,

Bn la TABLA XVIIT se repreeentan los valores de las fracciones

pusos primero y tercero.
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il
T;'in‘-ionzs. FRACCION.| VOLULEN | PROTEI4 ACTIVI- ACTIVIDAD | AcrIvi-| sctrvidmmor-|zams_ b
ml. | 1WS. DAD EN- ENZDUMATI- | DAD UNI4 DAD TONTEN- |CACION i
mg/al. | ZLATI4 Ch SSPECI-| DATES. | TAL. |70. dl-ieg'ac&
CA. FICh. 1 ml) o n de eo-
b/t n peijme [P/ ERED # e
prot. eape ci‘.': i
. 2 4 390
paso sl !
1 18,
_____ == == —=o==== ll
1l
_ PLANTULAS. g
. . )
RADICULA| Paso 12 | 3031 0190 450 [ 1'66 1148 450 | 100 - 5{
| de 1'5 a| Pmso 32 | 100 0107 574192 26191 . 5475 574192 127'76  16'3 !
‘ J ENDOS POBFIIOS
RADICULA ©Paso 12{ 303'1 1109 340 L 1'03 1112 340 | 100 -
DE 1'5 a Pmso-3R2| 100 008 4499 1845 4'50 44993 132'33 17'SB

2 cm.

l

| ;




Los vulores mediocs de lug Kay Vu en lus plédniulus y
endospernos se incluyen en la TABLA XIX.

Los valores mcdios de lms Km y Vm de la suma de pldn-
tulas y endospermos gse inserten en la TABLA XX y vemos

que son prdcticamente igueles a los de la TABIA XVII ,

que provienen de los distintos estadios de germinacién
anteriormente rdserdados.

La represantucidn gpéfica de Lineweaver Burk de la Km
no se efectia porque sus vaioreé soﬁ reénlmente idéntiocos

a los de la Figura 2.
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'TA3LAIIX

PLANTTLAS

n
E PLANTULAS. BNDOSFER0S.
§?Valoras medioas | Puso 128 | Paso 32| Valor medio Velores medios| Paso 12 | Prao 38 Velor m#r
! .| total. aio to- |
{ tel., i
EKm (.1072 u). 0'97 1114 1105 Km (.10-2 1). 1121 0'75 0'98
. ) I
-------- r ot aEs e dmf Gt wn e e e e e P el S D s S an et e et e [ S She W e S A T e e o e }
i 1 ' t [ t [ g
‘:Vm ( Pg/30 ). | 26'60 25'00 25180 : o ( P.g/BO ). | 20'00 20'00 c ??
TA3ILA X
s=sss=as ===s=== ===5,
. EFDOSPERNOS. - VALOR }EDIO i

(pléntulas mas endospermos)

Km | 1'05.1072
Vo | 25'80 Pg/30'

0'98.1072 1z

20100 pg/30"

1'01.1072 1
22190 pg/3o'




Bn 1a Figura 3 estd representado el pH dptimo 7'8 de la
d-ALA aintetasa en el primer psso.

En la Figurn 4 1lan temperatura éptima que es de 372 C.

En la Pigura 5 se repreaanta‘la re«lgoidn lineal entre
la concentracidn de proteinas (eje de abscisas) y la fog -
macidén de d-ALA expresudo en rg (o je dé ordenadas)} por
ella vemos gue tanto en plédntulss como en endbspermoe a
mayor cuntidud de proteines haey hna corregpondencis y ma-
yor oifra de d-ALA formado por la actividad eﬁzimética
d-ALA eintetdsica, |

Los valores obtenidos en el prso tercero pars las maéi—
das del pH dptimo,temperatura dptima,relacidn lineal entre
la‘concentracidn}dq@roteinas & form;oidn de d-ALA,activa-'
doreg € inhibidores,fueron muy aeme’)antes & las del pas;

primero,per eso no insertumos las grédficas correspondientes,
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78 PH

‘Fig.3 S-ALA sintetasa. pH Sptimos

=78. ?léntulos( );Endosper -
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-ALA

bg o

Fig.4 S-ALA.sinteroso.TempeEotu

ra &ptima 37°C. Plantulas(—)E

dospermos( """ )
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Mg 5’—A LA

05 -
| PROTEINAS(m%-l)
Fig.S 5-AL.A sintetasa.Relacidn en-

tre protefno‘s'y'formocién de 0-ALA

Pléntulas( ); Endospermos(------)
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En 1+8 Pigures 6, 7, ¥ 8 se representen las grdficas co -

rrespondientes u lo accidn de activadores como etionina,tismi-
na y hemina sobre la sctivided enzimdtica d-ALA sintetdsica,
En las Figurus 9, y 10 lue da iulibidores como sulfato od-
prico y sulfato férrico y en 1la Figﬁra 11 1& de un-blanco com-
perativo sin ningdn efecto influyente 6 inhibitorio. En oad;>
ung Ge lus gréficas se pone en ¢l eje de ordenadus la veloo;»
dad respectiva expresada en rg de d-ALA y en el eje de absci -
sas 1a concentracidédn del sustrato en él caso del blenco y en .
los demua la concentracién del éctivédor 6 del inhibidor.
En ellas ae puede observar una ¢iertn linealidnd pfoporoionall
entre el suetrato,el sustrato con adicidn_de aotivador 6 inhi-
bidor y la sctividad enzim#t;og (expreaa&a por v.en Pg de

d- AIA.)
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T 2 5
Fig.© 5-ALA sintetasa. Activacion |
),' En-

con ehonina. Plantulas(
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T 2 S

Fig.7 S-ALA sintetasa. Activacion

con tiaming. Pldntulas(- ) En-

dospermos("‘"'“)‘
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F"98 6-ALA sintetasa. Activacion

con hemina.Pldntulas(——);, En-

- ew .-
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FigQ §-ALA sintetasa.Inhibicidn:
)

con sulfato cdp‘rico.Pléntulos(

Endospermos(-----)
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Fig10 §-ALA sintetasa, Inbibicidn

con sulfato Férrico.Platulas(—);

Endospermos(------)
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1 2 5

Flg11 S-ALA sinreldso, Blanco.

Plantulas(—)%Endospermos(------- |

BIBLIOYECA



Con objeto de establecer le comparecidn entre los vialores
S

obtenidos en lua gréficas corrcspondientes @ les Figuras 6,
T, 8, 9, 10 y 11 se consignen sus resultados en la TABLA XAI,
por ofden de mayor o nenor en sus diversas determinaciones y -
sus velores medios. Por ello se puede comprobar que la etio -
nina, tismina y hemina eon activadores con respeoto al blan-
~eco y el sulfato ciprico y el sulfato férrico inhibidores de
la actividad d-ALh sintetdsioa,

Por dltimo se incluye una grdfica con las barfas para esta-
blecgr el orden de activacidﬁ (vdase Figura 12),representendo
en el eje de ordenadas los valores medios de cade una de las
sustunciung ensayrdes en couparacidén con eqblanco,tanto en

pléntules como en endospermos.
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"'rll-'—

;‘;“ —————— = S e e e S EEEESSETE
i MOLARIDAD ITIONINA TIAIINA  HENIIA.  BLAIC SUIPATO CUFRICO  SULFATO TURRICO. |
1 (s8) (v) {v) (v) (v) (v) (v) E
i ig 3-4T4 g 2-Ald pg d-AIL po 2-LTA no d-ATL o A-nll :
1 £e pe pe k L i
i == =¥
i PLANTULS. i
T2 2106 1165 1148, 115 0'9g 0182 !
o1 , 1'39 1148 1034 0'90 0'82 0'66 i
i 0'66 1165 1423 1123 2174 0166 0'49 r
« 0'S0 1'40 . Q'ag 0'gg 057 o'37 041 X
* 0t30 0'99 0'74 0'56 0'41 041 0'24 ,i
1
o o e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e - = = == — = — - !
i 0'8 [ [¥,) > ' Q! 0'6 0'52 va-cr U
; 9 153 ) 12 13 ) 0175 ) 9 ) 52 Yazea |
i T
! , "ZNDOSFSRI0S. » T . i
o2 1155 1123 1'31 1106 0'82 0'74 n
SR 1140 1107 1123 o2 0'74 , 0157 !
i 0'66 1'23 0'99 0'99 o'74 0'49 C'41 i
i ©'50 0'99 0'82 0'74 0'64 0'24 0'33 i
i C'30 0'74 0'66 0'49 0'49 - 0'16 i
v 0'8g 120 0'95 = 095 > 075 .y 0157 > 0'44 VALOR |
} =310 |

I




15§
. PLANTULAS |ENDOSPERMOS

O
an

A0

SN

N .
NN, NN N
v VY v\>\’

AR
VL L L,

VIRV IR VIV IV ARV )

A‘)"{/\ /‘<\ N I':l
,\,(/‘/ L, 3

ILIA W ] LL._

Fig.12 5-ALA3inteto:a.Activddores e |

inhibidores

E tionina Blanco
N Tiaming E Sulfato cuprico
Hemina B Sulfato Férrico
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4.2.,2.,~ d-h1lA dehidrasa,

4.7.2.1.~ Preperucidn y purificacidn.

Para la preparacién y purificacidén
6e lu G~h1m deldGrusa se.siguiG lu nmetodologfu descri-
ta en el apertedo 4.1.2 y subspartados 4.1.2.1, 4.1.é.
2, 4.1.7.3, 4.1.2.4, 4.1.2.5 y 4.1.2.6 de Materinl y mé-
todos y los resultados fueron obtenidos con arreglo al
aiguiente DoNIEIA III.

Tn ewte niamo esquema ge indican las

deterninaciones electundas.
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B SCUBIA IIL

riones.
& ——
Bubrionés. Eﬁhospermos.
BExtructo bruto,300 ml (piso 12) Teunl cue pore los embriones.

Determinar: Proteinsa; sctividud enziudiic.j actividad enzindtica es-
pecffica; pH dptino; y aquedc ¢l resto del extracto bruto.

Pfecipitacidn del resto del extreacto brute con cwcetona a =302 C.
Oené}ifugncidn y recogidus del precipitado.

Suspensidu del precipitedo en buffer. ‘

Diflisis contre buffer de menor moleridad.

Centrifugecidn y recoleccidn del sobrenadunte.

Procipitacién dal sobrenadante oon sulfato eménico.
Cenirifugacidn y recopide del precipitado.

Difdlisie d:l precipitedo mds buffer con'buffer de distiute cowposi-
cidn (paso 41%). '

Determinar t Proteinss; hctivided onzimdtica; actividsd enzimftice
espec{fica y Km,queds el resto del peso 4¢.

Pasur por columnu de DCAE celulosu el resto del peso 42 y luver has-
te 1. cusencia de proteines.

Elueidn con C1K 0'18 I (ZSlunto).

Determiner: Proteinns, Aciividad enzimdtica; Actividad enzimdtica
espec{fica; pH Sptimo; Xm ¢ inhiﬁidorea (4cido levuli-
nico,cianure sddico, maloneto sédico, afaepito abdico

¥y azida sddiea).
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enzindticas, ctividades enziudticns easpecfticns,agregando y 8in

acregar d-ALL y de Im en lus fracciones primsyr paso,cuarto pasc

y

4.2.2.2.- Teterninncionss en piiflones en Giferentes es-

tedios de geruninvcién: vetividid enzimdiica,

proteinaa,nctivided enzimética especifioea,

conetante de ilichnelis, pH dptimo € inhibi-

dorcs de lu nccldédn enzimdtion.

Se realinardn deterikinaciones seriades de proteinus,actividades

eluato en ewbriones, pldntulzs y endosperumos det
Piflones estratificados 55 dias,puestos & germiner 5 4. y cerrad

Piiiones estratificodos 90 dias,puestos 8 germiner y sbiertos.

Piidloneg esiratilicadoa 130 diaé,germinadoa spuntendo la rad{culg

Tiflones estratificados 13D dics,germinsdos con radfcula 0!'S a1x3

Pitlones estratilicr:dos 130 dias,germinados con radfcula de 3t5
crt. 6 mayor. .

Para realizar estss deveruinuciones se partid siempre de una

centidad de semillus exnctamente pesndas pero slrededor de 50 gr.

5L continuacidén se incluyen en la TA3LL (ITI los datos corres-

ponuientes & los valores d?broteinus y.actividodes enzimdtican.

En le TABLA XXIIT los relzmtivos & lus actividades enzimdticas

egpecificng y en 1a TADLe X(IV lus relaciones de las protelnas

del piso primsco @l eluato y Aotividades envimdiicas espec{iices

del eluato ul primer ptisc.
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= Rt -

TABILA XX

| ======== s===s=nm
g EIBRIONES (referidos e 300 ml) ENDOSPEROS (rcfe*ioos a 300 ml) Ei
E"“'Eﬁéééi{ul's"&éi""m u(pf/";‘)‘ BiZLinTI- | pROmLMS (mg) N ‘335*1:7,;
EPaao 12 Pago 42 Bluato | Paso 12 Paso 492 Eluato{ Paso 12 Paso 48 Elusto{Paso 12 Peso 42 IJlu.n
!

: CERRADOS . ::
11968 ‘82 5'36 Q'94 0117 0'18 1437 13'21  10'21} 1'83 0'29 0'30 %
:‘: ABIERIOS. :‘
M76'9  22017. 11078 | 1%1  0'31  0'31, | 184180 32070  1a'67 6'0s 1001 oo i
i | APTNTANDO TA RADICUIA i
ACTARI 426 Y0 O'T1 0'84 [292'70 72'C2  6'36 0'94 G'24 0'36 |
L . slos ¢ 1 e
ha2rs0 2345 207 2183 0'44 01 |272'02 43'38  5'71|2'74 O'T4  0'34 |
'E ' RWDICULA JE 3'5 om. ¢ mds. ﬁ
l;zo3 50 23'98 . 7'31 4'53 0'51 0'48 ‘147 70 18102 4'75| 2'64 0'46 047 ,:'
IL ________ pcgamiesssizesimansmsmumiscgms s e senemies saioas s




- R SEREEE= —_——= A T e T e T i RN R R T RS S E N T RS NSRS T SRR
EIBRIONCS. EIICSPERIIOS.
Pago 18 Pego 42 Eluzto Paso 18 Peso 4¢ Zlueso
Sin Com Sin Con Sin Con €in Can Sin Con Sin
d-ATA| d-AL4| d-ALA | d-ala d-ALA] @=-ALA| 6-ALA | d-AZa | d=-ALA | 6-AT& | d-ATlA

, CERRAICS.
3'384 {36'46 | 27'97 |34'1& [25'0 11'4'32 3'24 |22'56 | 1839 [29'7 23'80
| - ABIZRIOS.

6'41 14103 | 916 |26'82 - 18'59"32'73 24154 {31104 | 22175 f7'21 | 49183
' APUTTAYDO T4 RADICULA ,
o 12'58 4151 197'18 .| 80'05 I 3123 -0 3'37T| 5'01 P7'39 70'g1
' RKDICULA IE 0'5 a 1 cm.

15125(19'C4 9123 200102 135'31 '10'07, 8134 17'15 1 14'04 pH9'72 4273
’ RATICULA TE 3'5 ca.d nda. ‘
17191 [14'71 | 25'53 | 20027 |pareg | 75191

6'96 |21'44 | 11'28 |66'64 | 41165




TA3La XXIV

ZMBRIOEES (l.xg F3G referidos a 300 ml) ENDOSFEXIOS (Pg PBG referidos a 30Cm1§i

S ;

i Relacién de proteiname | Relacidn de ectivida-| Aelucidén de protei- | Relacidn ¢e zctivide i
;del p&aso 192 al aluato des egpec{ficas del nas del paso 12 al des sspec{ficas del |
: {ng) eluato al paso 1%. sluato. elus+o &l puso 10, :
i (p€/1 h/1 ag prot.) (ug) (pe/1 B/1 ng prot.) }
) . Con G-alé | Sin d-AZa Con d-nla| Sin d-ala |
! ?.
: C3R24308. !
i 36172 T 651 42'80 6'88 734 §
n ::
b 15102 3135 2190 12'60 . 2'65 2'03 !E
)] - . I
i : ATUNTAIDO L& RwDICULA. ' i
i 46127 22185 sores | 4602 1 1718 70'¢1 i

n : UDICUL. TE 0'5 a 1 cm. it
: 68184 10'05 8187 4764 5193 5012
i ' UIICNE TF 3'5 cm. 6 mds. h
i 27'84 2'9g 5198 31'09 5158 5123 i

— . sl




Un loa TAMTAS XXV vy XXVI ce represerten los valores

de lss TABLLS XXII, XXIII y XIV.



A Wt

TA3LA XXV
r === 1t
5; TMBRIONES(CON d-ATA) - . ﬁ
i PIFOYES. FO3CCICN. | VOLULEN. | BAOTHINAS | hCTIVI=| ACTIVI~| 40TIVI~| ACTIVI Ruliui- ’.-’UIilT._‘LCACIO.‘iii
i ml. ng/al. | DAD EN-|DAD El-| DAD U~ | DD TOo MIEN ~f Relecidn de |
f CTIATI~| CDWLTI-| ;oA - | TAZ. | TO. activﬁdgdes i
0 CA. C4 IS- | mEs. f"'g/h/ o erzimaticas g
H n / egpecificasg
:i ne/h. gi“'ml“ Pg/h/ ml) x de{ aluato
h/égpg/ ul. Vol. 6 42 paso
: prot. al 14,
)
‘ C2R2:D0S | Peso 12 | 300 0'656 0'94 430 3115 945 100 -
.| Paso 42 15 - 0'0i6 0'18 136'46 | 11'73 176 18162 7159 '
Sluato 25 01018 0'13 |34'14 | 7'32 183 1936 | 7'11
AZTSRTCS | Peso 12 | 300 01590 1742 | 301 | 4'72 |1417 | 1c0 - f
' Pagso 49 15 Q'Q74 031 14103 20'73 311 21'95 1'75
Zluato 25 0'039 0'32_126'82_; 12'64 | 316 221301 3135 |
i APUNTAN-| Paso 12 | 300 0'657 1170 | 8'%63 | s5'67 |1701 | 100 - g
#DC Ia Rad Puso 42 | 15 0'190 0'72 ‘12'58 | 47'80 | 717 42'15] 1146 {
| DICULA. | Eluato 25 0'014 0'84 197'18 | 33'60 | 840 49738] 2285 .
ll RLDICULA | Paso 12 | 300 0'475 283 |19'89 | 945 |2835 | 100 =
05 a1 | Paso 42 15 0'078 045 '19'04 | 29'73 446 15073  0'36
i cm. Blueto 25 01007 0'41 200'C2 | 156'S6 | 414 12169 10305 i
|r *
! RADICULA | Paso 12 | 300° | 0767 4'54 |22129 | 15112 4536 | 100 - i
315 cm. | Paso 48 | 15 0'080 0'51 [21'4% |34'27 | 514 11'33] o'96 |
6 mds. Eluato 25 0'024 0'49 [65'64 | 19'48 487 10'74] 2'99 i
| ’ 1]
| SO ST NNV S [ PRI SRR SO L _ 5 i




-

ThA3La XXVI

K bt -t it e T e e 5 ' R s o 8 e Y S s —— - e EE A s m- b
i BDOSTEROS ( con dHATA ). i
— 4t = ==S=EEaa|Em —E X - PR A S S “

i F= ===== = === i
} oIRONES. |PRLCCTON. | VOLITEY. | PROTSINAS ;.crr-!:-lacz'zvr- CTIVIJ AOPIVI-| DI~ PrasTIoac Il
i ml. ng/ul. | Dad Si-) 2&D 3i-fdad U -| DAD TO-|iIBN =|Relzciln ce |
t CIVATI~ CIHATI-{NIDA - |TAL. T70.- actividzdes i
i oA, Ca ©s -|Dzs. pe/n/ % enzindsices §
t wg/n. | p2CIPI-|pe/h/ (nl) x especiiices |
" CA.Pg/ nl. 7ol. el eluzio § i
it n/1 ag. 42 puso gl g
M 12 i
i prot. . ﬁ
I3 . 1
! CERA6DOS| Peso 12 300 11437 1'39 4'52 6'50 1338 100 - u
i Pego 42 15 0044 0'30 |22'56 |19'87 293 15477 5122 i
P Elueto 25 . 0'034 0'30 |29'77 [12'16 304 16 '3 €80 i
i ABISRT0S| Paso 12 | 300 0'616 6'05 |32'73 |20'16 (6048 100 - b
i Peso 49 15 0'109 1001} 31'04 |67'67 {1015 [16!78 0195 i
i _ZSluato_ 22 01043 _ L0199 _167'21 13944 | 986 __116'30 | _2'C5 ___ &
i ATUNTAN-| Poso 12 [ 300 0'976 0'94 | 3'23 | 3'15 | 945|100 - i
{ TAKDO IA| Paso 48 15 01240 0'24 |.3'37 (16'20 | 243 125'71 L S
;x; RaDICULA} Zluato 25 0'021 0'36 |57'39 | 1460 365 38152 1778 1
I

E: RADICULA| Pzso 18 300 0tgQ7 2'74 110'07 9'13 {2740 100 - i
i 0'5 a 1| Feso 42 15 0'145 0'74 | 1715 [49%60 | 744 12T'1 1'70 i
" em. .| Bluato 25 0'019 0'34¢ |59'72 [13'64 341 12144 5193 :
I i
I RADICUTA| Paso 14 300 04492 2'65 | 17'91 8'82 |2646 1€0 - i
i 3'5 cm.8| Pmao 4% 15 01060 0'46 | 25'53 |30'67 460 1738 1142 b
i mda, Eluato 25 Q1016 0'47 {99'99 |19'00 475 17195 5'58 ]




:Respecto de la Kn se obiuvieron valores para cu@a
unc de lon pasos cuarto y eluato de los embriones,plédn-
tulug y ehdospermoe de ondua uuo dﬁﬂos estadios da germi-
nacién de sewillss (cerradus,abiertas,apuntinde la rad{-
oula,con radfoula de 05 a 1 om, y radfﬁula de 3'5 cm.8 -
méa),ouyos valores medios.fueron de 1'5')'.10"'2 H para ep-
briones y 1'42.10"2 u para‘endogpermoa ¥y Vm respeotivos
de 48'61 pe/30' y 44'77 pe/30'.

Repe tidas astias éeterﬁinaciones de I'm y Vm,se obtu-
vieron los siguientes valores defiuitiéos de la TABLA
XXVII, y en la Figura 13 sé inserts la ocurvz correspon-
dicnte A 1la Km y Vm nedias dg le aumé de las de embrio-

nes y endosparmos.
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TA3LA XAVII

n

i EI3RIONTS. EIIDOSFERLAS. VaLOR 1ZVIO i
i (embriones mes endospermos) i

b e _——— =
*9 ) 2 E?
i Em 1'49.1072 11 1113.1072 1132.107° 1 i

T 4750 Pg/}O'

4311 Pg/30'

45'30 rg/BO'




W

040

0.05

9 | |
Y m -0 20 s

Fig.13 S-ALA dehidrasa. Kmy Vm
" medias de embriones y endosper -

mos.Km=13210°M yVm=453
Y 0
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Para 1= deterninacidn del pll ptimo ¢ irhibidores
regpecto a l: actividnd enzindtica,se partid de una na-
yor oantidnd de pifiones y se eifuieron igualmente las ma-
nipulacionea referidas e¢n el BSOUSMA I.

Los piiiones dz cue se purtid fueron estratificadoaa
64 dias ¥ se pusieron a geruwinar,se emplearon germinados
con redfculs do 0'1 om.m 1Acm. de longitud,

Las scotividades enzimdticas y actividedes ;nziméti—'
cus egpacifieczs de pléntulas y endospe?mos se incluyen

en 1a T A B L A XXVIII, vy los valores de estos datos

96 representnn en 1n T A B L A XXIX.
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TA3LA

XXVIIT -

PLANTULAS (refe-ido a 30C ml).

EWDOSPEX.0S (referido & 30C ml) |

Paso 1R TFroteineaas. 244'8 ng
hActividad enzimética. 2'7 mg/n
sctividad enzimdioa

especi{fica, 11105 P
: ng prot

Eluato  Proteinas. 1482 ng
hctivided enzinésica. " 1'09 mg/h
Actividad enzimdsica

egpecffica. T3'96 Fe/h
Drov 4

Relacién de proteinas del pa-

12 al eluato. 1648

‘Relecién de la mctividad enzi-

ndtioce egspecffica del elumto

al paso 1¢. 6'69

Puso 12 Proteinasg 31C'2 ug h
hotivided enzimdtica 2'08 mgh‘
Activided enziud=ioe

especfiica 6'7C
h/ug protu

Eluato Proteinas. 12'0 mg &

hotivided enzindtica O 98m&éd
sctividad enziudiica
eapacifion,.81'9C PE/

n/Lc protﬁ

A

Relacidén de proteinzs del 25185 ﬁ
peso 12 al eluzic. i
Relacién de lz activided i
enzindiica especf{fice del i
elusrto al paso 19. 12122 B




- 621 ~

TA3LA XXIX
- e - mEEETE N = ~ - il
1 TR CCION. | YOLUMNEN.| PROTEINAS-CDIVI-| AC2IVI- |AC0IVI-| ACTIVI- |H01DI- | PRI ICH = |
i ml. Lg/Bl. | DhD Tii=| SaD U= |DiETTT {243 T8~ DU ~CIC e lea .'i
" @EIA Iil: TI- | TIDADES | “AL. (pg'[70. cién de ac-
i 7h.CA ESEE ],Lg/h/ r/wl) x| o tividedes
i CI®ICL. | 'ml. Vol, er.zim?;i caal
: s/ h/1 especilicasy
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2 -
Yz prarcticuron lrs deteruindiciones de ¥m y Vm en los

elusntoas de embriones y endosperinos (Qéase Fig.13) con
los siguientes resultados incluides en lm TADIA XXX,
como se puede oboervar los valores de Im de embrionea

y de endosperumos,ssf couo de su valor medio de los elua-
tos de astns semilles estretificadeus 64 diss,puestrs a
germinar y geruinudas con una longitud de radfcula de‘
0ot1 a 1 cm.,aodnuy seméjantég g lusg cifrea medias ob-
tenidra de lu Tabla XXVII y por eso no sé regliza su

representacidn gréfics.
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SI3IIONTS.

ZXACSPoRICS.

VALOR 1ZDZ0.

(eubriones mes encosperyos)

Vi

1'43.10'2m

£2'50 Pg/30'

1135.10"2;
47162 Fg/30'




A continuncidn ee incluyﬂxﬁ(n Pi.urss 14 y 15 que

representan los pH dptimos T7'B de lu d-£LA dehidrzsm

en el paso 12 y eluato de pléntulua y endospermos de

los pitiones estretificudos 64‘dias,pueatos 4 geruiner
despues y germinedos con.pléntuléa de redfcula de 0'1
a 1 cm.de longsitud.

En la Figurae 16 se puede comprobar eémo a medidem
que sumenta la coucegtrac;én dei dcido levulinico (eje
de abacimas) disuinuye le‘conééntracidn de PDG (eje de
ordenndus) demosirdndose aaf su curdcter inhibvidor,

En las Fiyurns 17, 18, 19 y 20 se puede seguir el
miswo razonsmiento que parw: la Fig.16 y comprobarse
que el cianuro‘sédioo, malonato addico, arsenitc sédico,
y azida sddicé_ejercen iguelnente de maners 8ignifiou~

tiva su poder de inhibicidn sobre la d-ALs dehidresa,
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D_ 02 [
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£
0.11
7 pH
Figlé 5-ALA dehidrasa Paso T pH

Sptimo 7,8, Plantulas ); Endos-

permos ()
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10¢

mg PBG

0.5. s

‘ ' 72 pH
F13.15 §-AL A dehidrasaEluato,

pH optimo 7,8. Pldntulas L En-

dospemos ()
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0] 05 S
Fig16 9-AL A dehidrasa. Inhibicisn

con ée. levulinico, Plantulas ( -);
Endospermos (""-‘f')
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04 02 S
Fig17 9-ALA dehidrasa.Inhibicion

con cianuro sédico. Pldntulas (—);

Endospermos(------)
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4

02§
Fig18 8-AL A dehidrasa.Inhibicisn

)
l

con molonoro sodnco Plontulcs(‘——)

Endospermos ('"")
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01 0z §
Fig19 $-ALA dehidrasa.Inhibicion
)

‘con arsenito sédico.Plantulas(

Endospermos(-- - ‘)
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0/ 02§
Fig.20 §-ALA dehidrasa Inhibicion
);

‘con azida sédica. Plantulas

Endospermoi(""’")
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C?“ el fin de estnblecer unu compurtcidn entre los
valores obtenidos en las Figurus 16, i7, 18, 19 y 20 se
consignun sus resultadoé en la TABTA XXXI, por orden de
menor a mayor poder inhibidor y sus vaiores medios en re-
lazién con el blunco.

fambien de incluye uns grdfica con barras para esta~
bleoer el orden de inhibicién (yéase Fig. 21),represen -
tendo en el eje de ordenudus 1ga valorea>medios de cada
uno de los inhibidoreé (déido levulfnico, cimnuro sédico,
malonuto sddico, arsenito eddico y mszida sédioca) tento en

pldatulas como eén endospernos.
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PLANTULAS ENDOSPERMOS

K2/ % . <>

F1921 S-ALA dehidrasa. Inhibidores
Blanco; I Ac.levulinico; N CNNa;
M Matonato; | Arsenito; 2] Azida Na.




En las Piguras ?2, 23, 24, éﬁ, 26 j 27 se represan—

tan en pldntulne y endospermos lus grdficas correspondien-
tea © la accidn inhibidora competitivae del dcide levulfnico, -
cianuroe sédico y mulonato sédiao,como se comprueba porquef
dan Ja misma wdsima veloocidsd Vi que los contrqles (en loa
cusleg no se enpleu el inhibidor qn la reaccién enziméfica),
cort¥ndose zmbus rectus sobre el e¢je de ordénﬂdaa 1/v.

liog pifiones de cue Qe parte se estretificarcn 55 dims

y despues se pusieron & germintr hastn apuntar la radfcula.
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20 40 60 Ve

Fig.22 §-ALA dehidrasa. Pldntulas.

Con dc.levulinico(----- ) y sin dc. levu-

linico( ). Inhibicidn cdmper'iri-

va

!
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1.01

051

-

250 .450 | 60 1/5 )
Fig.23 $-ALA dehidrasa.Endosper -

mos.Con dc.levulinico(-=") y sin

de. levulinico ). Inhibicidn

compehtiva
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2:0 | 40 65 Vs
Fi9.24 §-ALA dehidrasa. Pldntulas.

Con cianuro $ddico (- ) y sincic

). Inhibicion com-

nuro sddicol
petitiva
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20 4lb | 6%3 s
F I925 6-A|__A dehidrasa.Endosper

mos. Con cianuro sddico (- ) y

$in Cianuro sé_dico( ). Inhibicid

competitiva
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26 40 60 e
Fi9.26 S-ALA de'hidr-oso. Pldantulas.

Con malonato sSdico (- ) y sinma

lonato sddico ( ). Inhibicidn

competitiva
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20 40 60 1k
Fi9.27 S-ALAdehidrosG.Endosper—

mos.Con malonato sSdico() y

sin malonato sédico ( ). Inhibi-
cion competitiva |
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4.2,3.~ Porfirinsas.

i 4.2.3.1.~ Determninncionea previas.

Ystne determinaciones se realizaron
como tanteoé orientundores puri despuds proseguir ia deteccidn
y caracterizacidn de las mismas.

La extracecidn e incubacién se verifi
cun como en 8l upuriudo 4.1.3.2,htciendo uus incubszcidn c;n cli-
cooola,piridoxalfostato, Clémg, ATP y succinato (é@xperimwento 1)
‘y en la otra (experimento 2) se pone glicocola,piridoxaltosfato,

Cl My v ATP, es decir, oin cuccinato. .

Las deteruinacioncs ge Lau realizado
expreaando en protoporfirine las densidades Spticas helludas.
Pare ello sc ha tomado como potrén lu densidad Sptica de médxims
ebgorcidn 0'532 (pico én 409 nm) de una concentracidn diluida
al 1/100 de unu solucién que contenfa 10 Pg/ml {(golucidén madre).

Log resultades en lfcuidos scbrena-~
dantes, reaiduos y sumn de enbos, eg qaéir, el total en cade gde-

terminacidn se consignan en 1lu ThBLA XOXII.
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= == ==uzsssmszmens e
%% PROTOPORT IRINA l.zg/g de peso hdmedo. (Segin técnice de exiraceidn I ). Ei
{? ;;f_i;z:::z\—xe;t;s a germiéxa.;:. B Experim;;;;j— So‘;z—'enada‘nte. Rezfduo. Tot;;jw -}'i
: Sin ebrir. 1 310 83140 12910 i?

'?l-' ;i: ;b:i;' ————— T J’ o _2_ T ;6-'.4-: T T -0.1-':‘.2” T :1:|;J— T }“5
+ It
Davterwes. o _owe __ueser oaoue
T A2ToRTCS. ‘ 2 100703 1300742 14C0'4% ;}

1t
, Zabriones apuntezndo la racfcula. 1 90163 558153 649'16 i:
| Zubrionea spunteado la reafoula. | 2 | 9213 |526'50 |619'63 i
i‘ Pléntulas de radfoula 0'5 & 1 _cm. 1 55194 282'74 | 338'68 i‘;
| TANTULS 33 rattorts 0'5 & 1 sm| 2| 434 |ze0 |aerre
xl Fldntulas de rudfcule 2 a 2'5 cm. 1 : 31'91 290130 322'34 ﬁ

[ Péwies ae meatewle 28 250 2 | 37 |zeaves |szzvze |
i‘ Pldntulas de redfculs 3 2 4 cm. 1 37465 262111 299176 ‘Ei
-; Tléntulas de radfucla 3 a 4 em, | 2 - 26%61  |362+03 |386'64 E
e S P A I S i



De* los resultuuos de entu TalLL IOIIT se infiere que
1a ppotoporfirina IX en los estrdios previecs & la ger -
minacidén experimenta un significativoe aumento alcunzan-
do su ndiximo nivel en la germinacién propismente dicha
(pifloncs puestos s germinar y'abiertoé) para deapues a
mudida que la plédntula se desarrolla y la radfoula aun -
menta sa longitud,disminuir graéualmenté segdn se van
oonéumiendo las umuteriks de resefva del endoapermo ¥y

ge va formando clorofila,.

En la TABLA XXXIII estan recogidos los resultad&a ob-
tenidoe segin le téenica de extrmocién II realizando una
inoubecidn aon suceinato, ATP, glicocola, piridoxalfosfato
¥y ClolMe y una eantided tr1 de 1a fraceién 1 oue contenga
8 mg.ds proteinas (experimente 1); la otra incubacidén =e
verificd adicionandb ATPs;glicocola, piridoxalfosiato y
Clolig « unA cuntidad tul de lo fraccidn 2 que contenga

8 mg de proteinus (experiuento 2).



FROTOPCRIIRINA rzg/g .de peso hfmedo. ( Segdn —éifuif—dejﬂ :Cfifr—;—ﬁ‘z - _“—"?f
ﬁPiﬁo;;;_;;;;:;;—;_é:;::;Z;._— uxperiment;. SQbrenadapte. Resfduo. T;;;J: ————— ﬂ
‘; Abiertos. 1 845144 306103 1151147 5}
Cmtersos. 1T T2T T T T e [ amaess | renmese |
;: Embriones aguntzndo la radfcula. 1 g6t44 1018'19 111563 !
5?-3;‘0;:'.;:‘;5-&;11;1:;16-0-1; ;a;f-c-uzaj.-r T ;.’- R :5.'.9; T '5-2;'-0-3— 1 _55-!3-:0‘2- ) —
, Pldntulas de radfcula 0'S s 1 cm. 1 63167 1992125 2055 192
;, T Pldntulis de radfcula 0'5 & 1 om.| 2 1 B2115 . [ 1530'13 |~ Te12'28 _ -é'r
x : : A

Fldntulss de rzdfeula 2 & 2'S cm. 1 141168 97181 111349
L---_,__- ________ Lo, S A TS DR s
I i Plifttulae de_radiouia 2 a 2'5 cm 2 123'97 553'42 677139
- i
ﬁ Pldntulag de radfcula 3 a 4 com. 1 1448 228181 243'29 i:
;{’.Iélt&a' s de redfouta e 4 cm. | 2 | 2007 | 311035 | 33162 |




El méximo nivel deprotoporfirina IX se alcznza en
loa pifiones pueston A germinar y oon radfcula de 0'S a
1 cm.,pura despues ir disminuyendo A medida que la radf-
cula aumenta de tamailo y de orecer ndtamente cuando la
pldntula tiene una radfoulu de 3 s 4 cm.,porque las re -
serves del endosperio précticgmente 38 han agotado.

Por otrn parte se puede observue gque los valores
dc 1a TABLA XXATII de porfirinee totales,en oada uno dé
log estadios de germinacidn ¢en lo que se refiere tento
al experinento 1 como al 2 son,en general,mayores gue
losa correapondientes a 105 de la TABLA XTIII y en par-—
ticular en los vﬁlores ugdios de la suma de todos ios
valores de los distintos estrdios de geruinacidn (piﬁo-'
nea abiertos, embriones spuntando lu radicula y pldntu-
lt:g de radfcula de 0'Sa 1 cn., 2 & 215 cu.y 3 a 4 cm.)

Enla T A LA XXXIV,incluldz a continuacidén se
consignan lasa cifrné del contenido de proteinas porml.,.
halladas en loa diferentes estndios de germinacidn de
los pifiones en le«s tdenicns de extfaoeidn Iy Il ycque
girven pora tomar lés cantidasdes apropiadas dé contenido
de 8 mg.de proteinnas,pera la e jecucidn de los experimen-—

t0s Cousigueuos on le TABLA JIAIII.
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TA3LA XXV

CATTSIITI0 T2 PROTSIVAS. (mg/ml.)

Piflones pu2stos 2 germiner.

méenice de extruccidn I

p—

Sin abrir.

Abiertos.

Twbriones apuniande le radfcula.
Pldntula: de radfcula 0'S a 1 cm.

Tldntula de radfeulad 2 z 2'5 cm.

-rldntulu de redicule 3 e 4 cu.

6155
3100
2128
2'19
2403

o226

4'26
38
3'93
3'a9
4105




4.2.3.2.~ Resultedos cuslitativos.

! 4.2.3.2.1.=CANEDTOGUTELS con f'luorescencia

rojH,

Como ejenplo de loy cromatogromas )
obtenidoy sohre cupa delgnda insertuouwocs tres cromatogra -
mes tipo,con fluorecscencin roja,de piiiones cerrados,pifio-
nee abiertos y pilifones gerwinados (véase Figuiaa 28, 29,
y 30). '

En catos trea cromutograngg ge
pu:de obgerver perfectamente separeda lua protoporfirina
de la coproporfirine, Lus ﬁé%hag de protoporfirina pre -
gentan loa muy sproximados pues en el tercero auﬁque
de. algo mayor es pooue la medida se efectud desde el pun-
to de partida al extremo superior de la mancha,pero rea-
lizZndola desde dicho punto al centro de 1a manche da un
valor pmnenor.

En los dos primeros crometogramas
la coproporfirinu no sufre plngdn desplazamisnto,couo
ocurre con la copropprfirine'patrdﬁ (Sigme); v€ase apor-
trdo 4.1.3.1.1.;pero.en el torcer cromatogrﬁmé sufre wn
deaﬁlaz1miento le mancha con un Rf = 0'15, mds adecuado

a los volores que 8o den en la literatura.
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A4

F.ig.28 Cerrados:
Protoporfiring RF: 0,58

Coproporfiriric RF=0
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e__

Fig29 Abiertos:
Protoporfirina RF:O.G(S

Coproporfir‘irio RF=0
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J
Fig. 30 Germinados (radicula 4 cm)

| Protoporf’irind Rf:O,Blo-

Copro porFir‘ind RF=0,15
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Los resultzados genernles de identificecidn por
cromatograffa en capa delguda de 1a§ porfirinae se
insertan en las TABILAS XXxv, XXXVI y XXXVIi,en lrs
cue gse incluyen los P de les muanches obtenidas en
los cromatogrunnsg.

En la TaBLs XXAV 80 consignan los resultacos de
los pifiones sin estratificer, cerrados y ablertos so-
lietidos & unu diversidad de tratamientos,con separa -
cidén de proto y coproporfirina.

Ios Rf de protoporfirina varfen entre lfmites de
0'5 a 03 con unu media de Rf de 0'70 y conaiderando
solo los valores de'cOpfoporfirina desplazada del pun-
to de partida el Rf medio es de 0'26,

La fluorescencia de Vas machas fud blanca excep—

to en un caso que fud roju.
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Lgt

58 L& : crouatogriues).
TINOIZS SIN DSTRATIPICAR.(RE de las nsnckes de los £

(continda en la pdrina

— x bl irina.| Coproporfirine,
i *rotoporfirin T

ngluores— Iratauiento. : .
i cencia, -
1 Ly O|53

}gElanoa. Sin tratamiento.tarrados: oo .
: 3 izl ~ v il .

;fBIanca. Tuestos a germzna-.fe_fa?o:‘QSLos o ere

¢ 3lanca. | Sumer,idos 3dd-en tisnina.Zuest £ 0170 0
5 i Cerrzdos.

; : ereid j.en tizwi Puestos & ger-

% Blaneca, Sumerglgos 2dg;en tizpina.Bu g or77 _
o wizger. Cerr . .

: i 3 iams - Puss-~ .
« Blanca. Sumergidos 3 d.en ticwina y d-ALs.Pues 060 o
. : tsw » germinar, Cerrados. .

% Blanca., Sumerzidos 3 d.en tizmina y EDTA sin di- . _
i luir.Puestos a germinsr. Cerrsdos. Q'73

i et jeni 7a diluido

i Blanca. | Sumergidos 3 d.en tianina ynED~A i et .
f ‘| al 1/2. Puestos a germlnar.uerradosi ; 7

" o - -, N e Yo " . 0

i 2lznoa. Sumergidos 3 d. en uldm;ng JEDTA dilui orra o
: al 1/10. Puesios a gerwinar.Cerrados.

i Blance Sumergidos 3 d. en tiumina y griseofulvi- - o
" - & ~ ~ i

i na gaturada.ruessos a germinar,uerrigisr 071

i Blenca. | Sumerzidos 3 d. en tiemina y griseofulvims 080 .
i iiluida 1/2.Puesios a geruinur.lerrados.

| Sumer ‘*d en tismine 7 griseofulvi-

i Blanca. Sumergidos 3 4. , o me Cerreds 0180 0
b a2 diluida 1/10.Puestos & gerwiner.lery

i i < i - T08 & ger—

i Blanca. Suzergidos de. en etioninm.Puestos a g ov50 o116
! i Cerrados.

" ailnegr. .

| ; ' reonina.Puestos & ger-

i Blonea. Sumergidos 3 d. en trecnina.Puest oves o6
i miner. Cerrados. oves 0039
i Blanea. Sin tratamiento. Abiertos. .

i i 5 : s €308 B ger—

i Blance. Sumergidos 3 4. en tiauina.Puesios a g o7 .
i minar.Abiertos.
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TA3LA

Xy  (Contiuuacidn)

i
;
it Fluoras— TRATALIZITC, Protonorfirine.! Coproparfirine. "
i cangj 2s = mem s f—::::-:-..--—:::_—.::z:::——:—::::::; ;:g::' Tomn === g'g
E Reja. Suwer,idos 3.d, enr tismina.Puestos a i ﬁ
; gerainer, AYiertos, 0'81 016 i
i Blanca. | Sumerzidcs 3 d. en tiemina y TDTA sin ;
§ diluir.?uestos a geruinar.Abiertos. o'so 0 i
1 Blanca. | Sumergidos 3 d.en tiesmina y EDTA didui- 1
i do el 1/2.FPuestos & germinar.Abiertos. 0'74 o} i
% BlanCas | Sumsrgicos 3 0. eu Tiawise y SoTa dilui- i
I do al 1/10.Puestos a germiner.abiertos. e 0 i
i 3lenca. | Sumergidos 3 d.en tiamina y griseofulvi- i
i na saturada.Puestos 2 germinar.hbiertos. 077 0'53 i
! Blanca. | Sumergidos 3 d.en tiemine y griseofulvi-| ' :
i pa diluidu 1/2.Fuestos & geruiuer.ibier- i
| tos. ' c'se 0 i
! Blanca. | Sumergidos 3 d.er tiemina ; sriseofulvi- 3
! na diluida 1/10.Puestos & germinar.abiers I
i tos. : o177 0 i
' g
~ i
© Valor ledio 0'70 0'26 i

==

Zn esta Tebla se sobrdentiende cue le puesta a gerwiner sigue innedicteuern=

te &2 la inmersidn de las seuillzs en le solucidédn de tretemiento cuande le har y los
pifiones puestos 2 germinar se realize en cfmera Jecobsen.

En lz coproporfirina los cfreculos representan que el Bf fué cero -ero cue

ge observé fluorescencia; los trazos represenian la ausencia de la niswa.



tn lz TABLA XXaVli los resultiuos de los picfiones es—
tratitiesrdos,cerruados,nbiertos y geruninsdos sometidon
igualmente a una serie variada de tratenientos,con separa-—
cién tmebicen de proto ¥y coproporfirina.
Los Rf de porfirinas varian entre 1fuites de 0'41 y )

0'84 con una wedis de 0'61 y los velores de coproporfiri-

na teriendo en cuenta solo los valores en que hubo despla-
zanie1.to de coproporfirinas a partir del punto de parfiaa,
el Af 93 de 0'1YH,

La fluorescencia de luza wanchas envlos diferentes

ensos Lué€ roja,excepto en cinco.
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TA3 LA XL
D“P -_E*;]‘l
! PINONZS RSTRATITICADOSs(Rf de las manchas de los cromatogramas) B
"; sSESs=anTs ST L3+ S 8 ommEzoooea Summss ==::==:_====='_==l“:
ﬂFluores-r ~rutrniento. Protoporfirina.l Conronoriirine,. !
i cencia, E e v
i —
13lenca. | Pusstos a gerwiner.larrzdos. o' - .
f Blance. | Sumergidos 3 d.en siamina,Clerredos. 0's3 C B
! Blanca. | Sumergidos 3 d.en tiasmina.Puestos a .
N gernirer.Cerrcdos, 0147 - l
¢ Blenca, | Sumerzidoe 2 d.en tiemipe,Puestos = o
i , gerniner.Cerrudos. 0'59 - i
it Roig. Sumergicos 3 G.en tieauina.Puestos a i
b germiner,Cerradoa. 0'62 0 i
!;Bla:ca. Sumergidog 3 d.en %tianine.Puestos a H
i germinar.Cerrzdoa. 0'57 - i
i RCJA: Sumergidos 3 d.en tiemina.,Puestos a : i
" gervirer.Cerrados. ' 058 0 ;
, Roda. Sumergidos 3 &.eun etionina.Puesios it
i - | a germiner.Cerrudos. C'56 c i
:fRoja. Sumergidos 3 d.en treounlna.Puessos "
i a gerwiner.lerrados. 0'41 0 "
fgﬁoja. Sip poner & geruinur.sbiertos. 063 C'1s i
% Roja. Puestos & germiner.ibiertos. 0'74 o'15 i
! Reja. Sumergidos 3 d.en tiauina.Sin poner i
1 £ germinar.hbiertos. 0165 0 i
i Roja. Sumergidos 3 d.én tiemina.Puestos a 3
i sgeruinar. abierios. Q'63 - i
I Roja. Sumergidos 3} d.en tiemina.Pucstos a )
2 germiner.ibiertos. C'80 0'15 it
! Roja. Sumergidos 3 d.en tizmina y d-AIA. i
: : Sin poner a germinar.Abierios. 0'66 0 1
i Roja. Sumergidos 3 d.en tiunina y d-ATA. ii
{ FUe9T08 & gelulLET.ADisst08. 0'63 0'16 t

(Qontinde ep la Phcipe sicuiense)



Ta 3B LA XXVI. (Continwecidn)

7 == P =x
i FINCISS SEORATITIZ.ICS.(2f de las pexnches de los cromaiogrsmas). "
. zozsznsz=sas=== spza= SO —— =<
FFluores— Tratagiento. r Protovorfirina. Coproporirine. E
I cencia. 3t Frd i
: :
"Roja. Sumergidos 3 d.en e%ionina.Pucstos i
A a germiner.sbiertos. 0'46 0 i
i Roja. Sumersidos 3 d.en tréonina.Puestos i
i a germiner.hbiersos. 0'55 0 H
il Roja. Sumergidos 3 d.en tisuina.Radfcula i
i de 0 s 0O'% cm.Berminajos. 0'46 - ;
j Rodee Sumergidos 3 d.em Tiauina.Redicula :
q de 0'5 a 1 Cu.Geluiuauos. 0'66 0 i
" Roia. Sumercidos 3 d.en tismina.Radicula i
i e 1'5S a 2 cm.Germinados. agrs2 - i
i Roja. | Sumergidos 3 d.en tiamira.Radfcula . , !
i de 2'5.a 3 cnm.Germinados. -Q'66. o] i
¥ Rwja. Satretificacidén seguida de germina- _ 0
1 cién sorre lz uisma vermiculita,leo- . ﬁ
i - | dicula de 2'5 a 3 cm.Geruinados. Q166 o) i
! Roja. Estratificaciép seguida de germine- i
u 0idén sobrs ia nisna vermiculita.Ra- i
b | dfcula de mes de 4 cm.Gernimados. 0'34 : 0ty i
it - 13
i : Valor ledio: 0'61 0'1s i

En esta Tabla se sobhreextiende gue la estretificecidén se efectéa & contiruz-
¢ién de la inmersién y que los pifiones essratificzdos y puestos a gerninar & seraina-
dos ge germinan despues en cduara Jacobaen,excepto los dos dltiuos cesos en gue la ger-
minacién (coms se indica en le Tabla) se realizé sobre la misma vermiculita.

. En ls coproporfirina los cfroulos representen cue el Rf fu€ cero,perc se ob-
servé fluorescencia; los trzzos representan la esusencis de la nisma. .



Ln lu TaABL4A X:JIVII se incluyen exclusivamente los vulores
Rf de )as’muchas con fluorescencia roja de protoporf{irinc y co-
proporiirina de pifiones cerrudosa, abiertos y germinudos dc las
dos TALAS XXXV y XXXVI.

Tor ello se puede apreciar que los valores de protoporfiri-
na en ¢anernl oscilan de 0'%4 a 0'66 y 0'63 y los de¢ coproporfi-
rina degplazada a 0'15, ‘

fie puede obmervar que los valores medios Rf de protoporfiri-
na de piﬁonea sin eatratificar, T&BLA XXXV (0'70); estratificados
TANLL VI (0'61) y los de losg ubiertos (0'66) y cerminsdos
(0'63) con fluorescencia rojs, TARLA XIXVIL, son muy anflogos.

Lo mismo hay que decir reapecﬁo de los vulores medios Rf

de ocoproporfirina,

-~ 166 -



= Ly -

i I de lo9 uenches de Los CrOLBIOLTH

was Con Iiluoreglencia roje. v

i 3 3+ T T 21 == == 31+ 1 e i+ T i L =sas !}

! S37RADCS. A3T3IRTOS. GSTTTUATOS, i

S, —-—————— O —_—— - A ——— - I

_;‘5 Protoporfirina}l Coproporfirine. rotoporfirina,| CoproporféiProtoporfey Coproporfe, h
¥ 0162 o 0'58 0'14 0:46 - :
i c'53 0 074 ¢35 0'66 G b

i 0156 0. 0'81 0'16 0+52 - i

;i cra1 o] C'65 0 0166 0 .

b 0'63 - 0'66 0 i

i 0150 or15 084 o'15 :

‘!l 066 o i

i 0163 0'16 b

55 0'46 C i

i 0'55 0 i
:‘;'
1

[ Veis  0'54 0 C'66 cri5 0'63 c'iy f
] M
ft ====Ss=sz==smom=n S === === = =z=d




4.72,3.2,2.- Mxinos de sbsorcidn (Dandas de Soret).

Se determintron lea curves de sbsorcidn
de cop:opériiriuu (pico en 402 nuw.) y protoporTirinua {pico en
409 nm.) de pifionca estratificndos seguidﬁs de germinacidn so-
bre vermioulitsn y radfcule de 4 cm.j en pifiones sumergidos tres
dies ¢ timwine y d~-Alh,estrouiilicudos y puestos a germinuy,pe—
ro cerrndoe; iy en piiiones sumergidoé tres dias en timmina y
d-ALA,eatratirTiocdos y sin poner gerninar,pero abiertos. Ya-
ra ellc me sipuid el mdtodo de extruceidn descrito en el apar-
tudo 4.1.3.%.1. ¥ determinuron ias curvas de absorcidn en clo-
roforme y en ClH 2K (despues de eliminar el Cl3CH al vacid)en-
tre lorritudes de onde de 380 a 430 nm. Las curveg todrs nuy
geme jor tes resultaron con los méxirmos de sbsorcién correatos’
en 402 y 409 nn.,para la éopro‘y protoporfirine respeciivamen-
te (vdcse les Figurus 31 y 32).

Como contraste y control se efectueron las curvas de
gbsorcidn de los eluatos de lss manchas que dieron fluorescen-
ciu roja procedentes de cromatogrumas realizados por lu apli -
cacidn en le placa de protoporfirina patrdn disuelta en cloro-
" formo. Bl resfduo de avapéracidn disuelto en 5 ml. de ClIl O'SN
y degpreglna parte zlicuota diluida al 1/10,diseron sendus cﬁr-
vag cor el miauo wfiimo de absorcidrn en 409 nu.

(Véuse la Figura 33).
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4.2.3.3.— NMeoultados ocuaptitativosg.

s 4,2.3.3.1.~-Porfirinss en piiloncs cerrndos.

Se Licieron vafias expuriencius con
pifiones sin estratificar (ein %treteuiento),estrutificados y
puestos a germinar,y tambien sumergidos durante 3 dias en solu-
ciones de tisnine (40 me,/100 wl de wpus); tismina y 4-ALA (40
mg + 20 ug/100 de agua respectivumente); tizmina y EDTA (40 mg
y 4'49 g/100 ml de pgua reapectivamente) de estz solucidn ge
preparan la diluida 21 1/2 y al 1/10; tiaminz (40 wg/100 ml de
agua) ; grisecfulvina huste tener solucidn ssturuda y prepurar
a portir de data la diluids a1‘1/2 v a. 1/10; etionina (2 ng/100
‘ml.® aglin) y treonina (12 mg/100 ml.de agua).

Despues de estos trnfamientos,en
unos c:sog se estratificuron y luego sv pusieron a germiner y
an otros cesos se pueieson directanente a germinar sin pusur
por el proceso de estrntificecién.

Los resultudos obtenidos gquedan re-
flejrdos en liis siguientes Tebles,en tods«s ellesg se hace una
compa;ucién entre los piiiones ain eatrﬂtificar,loa estratificados
vy puestos 8 germinar ¥ 169 sometidos a los difereﬁtea tratauien-

tos resefi::dos rnteriormente.
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Por los remultzdos de la TATIA ZDXVIIT ee deduce que
1n eastratificncidn v pueste o yerhinnr de los pifiones inore-
mente el conﬁenido de porfirinus de 12120 Pg/g.a 11'65'uyﬁp
peso seco enbridn con respecto © lng semillas no estrntificadéa;
cue 10 tirmina en pitlones estratificrdos y puestos e germinar
aumenta significativenente de 14186 Pg/g. a 13’40 Fg/g. pe so
seco embridn con respecto n las no estratificndus en les oie-
m.e condiciones; a los simplemente estratificados 12120 rg/g.
vy a los no egtratificados 11'65 Pg/g.peeo seco émhridn,

Con la tianina y d—Aﬁk ocurre alpo gemejnnts cue con
la tirmina aéla,puze aumenta el contenido de'porfirinaalen 8-
milles estratificudss y pusstss o germiner (53'43 Pg/g. peso
seco tmbridn) con respecto a las no estratificsdaa en lus mie-
mos condiciones (9'04 rg/g. peao seco emhfién),a lus siwple -
mente estritificndus (12'20 Fg/g peso seco embridn) y a lam no

estratificadus (1165 Pg/g. peso seéco embridn).

Asf puss tsnto la tismina y 4-ATLA como la tienina

actuan como tctivadores de le bioafntesis porfirinieca,
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i TRATAIZNTO,. ’ro»opor‘lrina. uoproporflrina. Proto.mes coproporfina. R
: £/g. pe/g. e/s. :
adbathadls Sndhadindiading badhaiiadie Shadiadiadindh afbadiadinfhadibnfiudt slidieiindie g

; Peso ) Pego0 ge-—{Peso T Pcao se-| Deso fresco | Teso seco i
; fresco co scoridpjfresco | co em- | pifén to- | eubrifn. i
i pidicn #8n | wrién. H
I total. | fovar 1 ot | el ! ;
— T 1 T T
#sin trztamiento.lo 1 i ) ; :
testrztificzdos. o8 5'26 o'71 , 6'38 1129 | 11'65 "
fbstratificsdosFues—~ ‘ : ) ﬁ
1tos 2 geruinar. o'64 1 5172 0172 1 6'48 1136 ! 12120 h
— t t T i
Il Sumergidos en tiemi- l 1 ! “
“ne.Sin estratiiicar. 1 - -y [ i
ﬁ?uastos a germiner. 0'70 ) 6'32 079 ' 7109 1'39 | 13'40 "
i Sumergidos en tiami- ! ! ! E
hna.“strctiﬂicados. { | t i
i Suestcs a germiner, 0'82. 1 7'37 0'83 1 7'49 165 ! 14136 h
} Sumérgicos en tiaui- ; : 1' i
’ru'y d—ﬁ.uA..)in (X - v ot 210 i ;;
i tificer.Puestos a ger- ! b 8
 niner. 0'45 ! 4709 0'55 1 4'95 1'00 ! 9! i
" Sumergidos en timni- ‘ 7 , }E
;na y d-ALA.Dstrati- ; ! { I
tficados.Puestos a I H
;‘fseminar. 2132 : 25142 3t 28102 5135 : 53143 i



Poir la TATUTLA C(XIX se pusde apreciar ane la tisminu y
ED?A int.oducidra durante la inmersién en agun de lns seuillas
en 21 esundfo previo : lu gerninacidn,no fuvoreoen significe:ti~
veuente 1 fornneidn de porfirinna (de 11165 Pg/g. a 11'08 Pg/8~
peso sec: embridn),pero cue cuando disminuye la cifra de EDTA 1n;
troducidn (diluidu al 1/2 y al 1/10) aumenta la centidad de por -
firinas : 18'24 y 24'29 Pg/g.peso geco embridnf Hecho que parece
denostrs. que el EDTA tiende a disminuir 4 bloquear la biogéné -
ais de porfirinas,por formar un complejo con el magnesio ya que
dicho ién es uctivador de la d-iALhA sintetasa pure lu formacidén
de d-£LA,primer puso interuediurio en la biogéuesis de protopor-
firina, |

Se deduoe tmubien cue la tienina y griscofulvina 1ntrodu;
cidie po. immersidn en soluciones acuosns de 1t mismas y puestos
8 gerninsr fuvorecen ndtiuiente la biogénesina ﬁorfirinica con reg-
pecto a lus sewillss no tratndas de 11'%6Y Pg/@. u 31'81 Pg/g.pe—
80 seco euwbridn; pero nue la grisecifulvina e¢s un estiuulante 4
agtivador de la biogénesis de purfirinna,puesto cue & medide que
disuinuye la cuntidad intrqducida (diluidé al 1/2 y al 1/10) ey
mencr la porfirfnice, de 31'81 & 21'71 y 13'81 Pg/@.‘peso seco

~enbridn.
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Fego

17%¢n
total

Uro.oporfirina.
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fmsw s8¢co

s‘
Peso

embrn

Coproporfirina,
PG/S-

- -

Paso
fresco
pifdn
tot=l

Psso
geco
eubridn

Peso fresco
piitén %otal.

Deg0o Seco
erorién,

'ﬂSumergidos en ZDTA gin
iéiluir y tiemina. Sin
ﬂestrhtificar,Puestoa
la germinsr.

058

5122

C'65

5186

1123

11°38

c.uue*glaoa en TDZA di-

iluidos 1/2 tizmina.
#8in estratificar.ues-
ntos a gerainzx,

0'99

(o]
-
[Ye ]
\n

1'03

L——-1b~—-1————r

2'03

18124

pSumergidos en EDTA di-
YIuido 1/10 ¥y tizuina,
pSln estratificar.Puss-
ptos a germiner,

1143

puy
)

[&4]
[Xo]

1127

11140

2'70

24'29

qSumergidos en tismina
1y griseofulvina solu-
;'cl n saturada.Sin es-
¢ tratificar.Pusstos a
ﬁgerminar.

1'68

1513

1'8%

16168

3'53

31181

EiSumergidos en tiesmina

by griseofulvina diluj-
,da a2l 1/2.Sin estratifi
,,car.Puestoa 8 geIuminsur.

1'2

-
s
L
rn

1'15

||Sumergldos en tiamina y

|.gr1330¢ulvina diluida

Jal 1/10.Sin estratiflcar.i

Duestos 8 germiner.

_._,cr__..._-___-.-__r.__.__.._..-r
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Q'76
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Do le TADLA ~ XJs se oeduce que lda etionina en pifiones
egtr tificndos y pueatos a germiner euments sigunificutivamente
de 55'05 Fg/h.n 14186 Pg/g.peso seco embridn cén respecto
los ro estratificados en l=s mismese condiociones,e los egtra -
tificsdos 12'20 Pg/g.y a loa no éstratificrdos 11165 Pg/g,pe-
80 seco embridn.

Con 1a treonina ocurre slgo similar pues en loe piflo--
nes estratificados y puestos a gevminar la centidsed deporfiri-
nas es de 17'07 Pg/g.,m%entyas que'en los no estratitioados
ea de 14'31 Pg/g.; en los siﬁplemente estratificados es de
12120 Pg/g. y en los Ino estratificndos es de 11'65 rg/g.pé_
80 seco embridén.

De esto se deduce que tanto la etioninu ocowo la treo-

nina son sctivedores de la biocsintesis porfir{rnica,
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i TRATAIIRNTO,

1]
Prozoporiirine.
/€.

- e e s S o wn e e e

Pego fresd Jeso

Coproparfirinsa.
Pg/g.

e a0 fres-xPeso

- v - e

Proto.maa Coproporfiring
pe/e- ;

Tegso frea- Pesp seco |

{

I co pidn | seco co piZdn ‘seco co piZén eubrién.,
h total. | embrién.! total. lembridn. totzl. ! ﬁ

. 1 _l
— T t }
Bumergidos en etioninsa. : ! 1 b
Sin estrazificar. : 1 l i
‘Fuestos a geraminar. 0'73 , 6'57 o'92 ¢ 8'29 1165 {14186 t
ii i
f}Sumer;idos er etionina. ! | l ﬁ
Betratificados. I ! : i
Eggstos a garminur, 3117 { 28157 2194 126148 6112 | 55'05 it
fi f n
'Bumergidos en treonize : 1 : ﬁ
Bin estrasificar. ( . ‘ i
iPuestoe u geruiner. c'go | 7r2z 0'79 | 7'09 1159 AL i
Sumergidos en treonina. ] ! ] i
Bstratificados. ‘ ( 1 . I
fPuestos a germiner. Qta4 ; 842 0196 1 865 1'90 | 17107 i

i



4.2.3.3.2.-Portirinug en piifoneg audbiertos.

Al iguul gue en los cerrados lu estrati-
fieneidn v puset: u germinar de los piiiones incremente el aon-
tenido de purfirinus de 12'49 Fg/g. & 20'04 Pg/g.peso ceco e@-
bridn,con respocto a los no estrutifiocudos,

La tiamina en piflones estratificados y
puestoe o gdrminar aumenta el contenido de porfirinns de
1072 Pg/g.a 18122 Fg/g.,peso seco embrién con respecto & los
no estratificados en lcs nismas condiciones y tembien en re-—
lacién a los no estrrtificadoa 12'49 Pg/g.peso seco embridn,

Con la tiemina y d-ALA en lms semillas
estrntificedus y puestas a germiﬁur el oontenido porfirinico
aeg Az 44'91 Pg/g.,peso seco ewbridn gue ha auwentado en com-
paruacidén con los piﬁonés estratificados y puestos a germinar
ain ser sowetidos 2 ningin tratupniento (20'04 Fg/g.) ¥y ocon
los no estratificudos (12'49 rg/g. peso seco ombridn).

For lo tunto tambien en ¢ste estudfo
de lasg gsemillas la tiamina y 1la $isnina y d-ALA actdan cowuo

activadores de la biosfntesis porfirfnica.(TABLA XILI ).
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i . PINONES A3IERIOS. i
= PR i === === ESEESRISCIEINERESSEE === “
i . i
! i . 4 . - . :-'fl .
i: A TASTIETO. Protopo;girina Copro;gsfirina Proto.mes COQropc rins H
A . 94 4 £/ 8 I
b - - —ff e - - _F_ Y U O {
i Pego fresd Peso FPegso fresq Peso Peso freg~ | Pcso geco .
i co pilién | seco co piZén | seco co pifén embridn. i
i | totzl. ; embridn | total ! enbridr totel. i
Iy 4 i
3Bin trataniento.lo ! { i
lestratificados. 0'68 ! 6'13 071, 6'36 139 12149 i
: B} — i
‘Bstratificadoa. 1 ' i
iPusstos a germinar. 111 | 9'98 1v12 1 10'05 2123 20'cs i
iSumergidos en %iznina. ! [ i
1Sin estretificov, l S i
[Puesios & germinar. o155 1 4'% 0'64 | 5'76 1112 15172 i
iSumergidos en tiamina. * t i
iostratificezdos. : ! \ i
iPusstos a germiner. 0'96 t 8'65 1106 , 2'56 2'02 18122 ﬁ
iSumersidos en tiepina Aﬁr ] k
ﬁy d-ALA Jwatrztificados. | ot i
FPueatos a gerwinar. 2'37 \ 21'32 2'62 1.23'59 4199 44191 h
=== 4 swmenes Xi




Sedn le TAMZA XDIT se deduce que 1lu tismins y TDTA introdu-
¢cidus durante el estndfo previo & lu geruinacidn,no fauvorecen la
formneisn de porfirincs con respecto s los pifion:s no estrutificaw
dos (de 9'33 rc/ﬁ. 0 12'490 rg/g. peso seco embridn).

Pero cuando disminuye 1la cantidad de LDTA paraleluameute
aumenton lss porfirints a 10'48 y 14498 Pg/g.peso saco enbridn.

Con esto se demuestri qua al ir disminuyendo la cuntidad de
TCDTA introducidn en la senille va siendo mayor la biogénesis por-
firfnica, k |

Tnmﬁien se couprueba que la tinmina y griagofulvina intro-
ducidas por inmersidn en soluciones amcuosns de les mismas y pues—
tas a germinar favorecen lu sfntesis de porfirinsms con reapecto
a lus sewillus no tratuung de 12'49 Pg/g.u 24502 Pg/g.peso seco en-
bridn,pero la priseofulvina es un activudor de este biosintesis
ye gue @ medidze que disminuye la cantidad introducida es menor la
porfirfntca de 24'02 a 20'38 v 14189 Pg/g.peao seco embridn,

Da esta uisnma TANLA  XLII se deduce que en pifionéds estrati-
fiocndos y puestios a germinar tanto la etiQninﬂ como la treonina
aumentan en gr:ndes proporoiones las ctntidudes de porfirinas de
177‘45»Pg/g- ¥ 370'02 Pg/é.peso seco embridn respe ctivomente en
rélacidu a los gsiuplemnente estratificados y puesios a germinar
{20'04 Pg/g.) y u los no aétrhtificados (12149 P;/g.peso seco au-—

bridn). g
Aef pues tanio la etionina como la treonina eon muy buenos

activadores de 1ln sfntesis porfir{nicn,
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2IH0ONES A3IERTOS.

crotoporfirina.

i rRA TLIIENTO Coproporfirina. Proto.mas Coproporf
TRATALLIZENTO. . .

i /& pe/e Pszé

: ----P———---—-ﬂ——————-——«;~-——-q
; Peso frese Peso Peso Ires- Peso Doso Lres- | Tiso se0C |
1] oo pifidn | seco co pifién | seco co pifién ! enoridn.
? toval. ; embridn|total. ; embridn  totel. |

! ]
nSuDE“gldOS en Z07A sin di- ! : |

iluir y tiswina.Sin estrati- ! | .
ﬁflcar Pucstos a geruinar, 0148 1 433 ct56 t 5'00 1104 ;| 3'33
rSumerglcos epn ZDTh dilui- ) j t

i1do 1/2 y tismina.Sin estra- ! | |
ﬁtl-ic--.Puﬁstos & gerainar. | €'52 U 4'65 crés L 5182 1116 ; 10148
"Sumergicos en EDTA dilui- X ' N 1

ido 1/50 y tiznina.Sin estred ! ! . 1
l4ificar.Puestos = gerninar. | 0'73 I 7'02 | o088 i 76 1'66 ; 14'98
T Sumergidos em ticuiha y &ri- v I i
vgeo;ulz}ng so;Fa,urgéa Ség : 1 l '
vegtraviticar.ussto a ger- . .
{miner, 1127 1q0ay 1139 235 2167 | 24102
uSumergido= en tiemina y grid { A !
Ygeofulvina diluida 1/2.5in | [ _ 1
tagizatificar.fussioda ger-| Lios | gugg | 1119 | 10%68 2126 ' 20138

”Sume* id0s en tismina ri { {

ﬁggg:uiv;na di%&id%o1/1b % i I !

n~:5;r_ i Q71 ;] 6'38 Q'35 i 8'51 1165 1_14'89

i Sumergidos_en etionina,.Esira 1 { N

i tific2dog.Puestos e germinan, 10'54 ; 94'87 9'18 (82158 1972 14771245

.Sumergidoq en sreonina.Bstry- . K

i%ilicados.Pussios & geyuinn. 2045 :184'07 20'66 :185'95 41111 1370102




En lua TaBLLS ALIII y XLIV s2 cunaidec:. <1 eiecto medio oomba-
rativo de¢ los diversos tratemientos verificirdos cun los piiiones en

los estuifos seninsles de cerrados y mbiertos.Los resultudos de ca-

d= tratauiento rese.ndo son la pediu de vurios exyeriuwentos llevado:

aq cabo en condlciones experimentales anflogos. En semillas cerradas
(TABLA XLIII) se observa cue la estratificzeidn seguida de las con-

diciones ambientales a gue se soneten loe pifiones(temperatura de

292 C.y grado dghumedad constante) pura llegar & su germinacidn,pe- :

ro antes de que se verifigue ésta,favofece 1la bioefntesis porfirfni-.

ca (de 11'65 a 12'20 rg/g.peso gaoo embridén).El trateuiento con tis-
mina en pifiones,sin egtratifiear,increuenta ndn méa los porfirines
(1340 Pg/g .pego seco eubridn) v 8i este tratamiento va seguido de
estratificrcidn st adn sunenta méda el rontenido de porfirines
{(14'86 Pg/g .peso seao epbridn). El tretoulento con timminn y d-ALA
estimula mas la biogénesis porfir{v1ca (31'23 Fg/g .pego seco eubridén:

por ser sl d-ALL un coupuesto sillur bédgico en la biosintesis de po:3

§

fobilindgeno,n su vez pieza fundamentel de ln bilosfntesis de protopo:

firina, Zn los tratamientos con TUTA y tiamina (1787 re/g, peso ae—f

co eubridn); tismine y griseofulvina (2044 Pg/g.pcso geco embridn);

etionina (34's6 Pg/g,peso seco eubridn) y treonina (1569 pg/gmpeao
seco euwbridn),estoe compucstos mctusron coro ztivudores,yu. quo lasg
cifres obLtenidns son sigﬂmficativamente wds altas gue lus que @@
bbtuvieron con lus sewillse sin estratificar, ain trutamieqto

(11165 Vg/g,peao geco embrién).
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Bn los pifiones abiertos ( TALA LIV ) se nprecia que la eetra-
tificacidn seguida de germinacién aumenta ¢l contenido de porfirl -
nee (20'04 ra/g.peso seco embridn) con respecto & lus sem;llns no
estrntific;daa (1249 Fg/g.peao seco embridn). Bn los tretidos con
tinmina,estrntifiondos y puestos r germinar (18'22 rg/g,peno geco
embridn) ee aptecia un aumento derporfirinas en relacién a los no
egtratificudos en las mismas ocondiciones (10‘72 Pg/g.peeo seco eém-
bridn) y a los siuplemente no estrutificudos (1239 Pg/g.peso gaco
embridn). En los tratados con fiamina y d-ALL (44'91 Pg/g.peso secc
embrién); timmina y griseofulvina (19'76 Pé/g.peso seco embrién) ;
Etionine (177'a5 Fg/g.peeo seco embrién) y treonina {370'C2 Pg/g.
pe so seco‘embridn) dun veloras mua altos que los no sometidos & tre-
tamiento,siendo especislmenta significativo estos dos dltimoa (etio-
ninn y treonina).Sin enbarro 1o$ piﬁohen trotados con BEDTA y tianin:
dan valores mda bYajos (11'99 Pg/g.peso seco.embridn),que los esgtra-
tificados y tratados con tizmine (1822 Pg/g.peso aseco embridn),pe-
ro mae altos aue los no estratificados y tratedoe con tismina(10'72
Fg/k.peao seco embridn). -

Por otra parte,si comparanca los valores obtenidos para los pi-
flones abiertos (TANLA ZLIV) con los de los pifiones cerrados (TADILA
XLIII) bbservaremos que aduollos,excepto on los trotados conxﬁDTA A
y tiaminu;aon neyores cue los de los segundos,pruebh indicadora de
que por ser nfds uvenzado el estadfo de germinapi6n huay uns mayor
contidad de porfirines,siendo eapecialmente significutivo én lo que

atafie e los tratedos con etlonina (véuse TABIA XLV).y treonina.
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TA3 LA XLIII
_ PINOTES DTS, o

I ——————————— = ~ - —— e —
| Prosoporfirine. Coproporfirina. |Proto.ufelopropors irinal
| pg/g- i pe/e- &/
it TRATAITIONT0 000 | e e e e — e e m e o — e = e bt i F———-
i Peao % ges- Peso 2eso fres—- Feao Pea0 fres- Tego seco
" co piidn | geco co piidn ! eeco co pitién ! eumnridézn.
i tosel. { emoridn | votal. ! en— T0Tal. \
:vt— ' n bridn 1
vSin tratamiento. I b, i
fSin estratificer. cts8 { 5'26 0'71 ; 6138 1'29 g 115
i”str**i’ic*’os. '

esios 3 zerminer. 264|572 072 16v8| 136 | 12120
TSumergldos en tisminu. N 1 {
Sin eatratificar.
}:uesuos a germinar. 0'70 : €'32 0'79 AJ 709 149 ; 13140
iSumergidos en tisaine. - L ! )
Tetratifiondos. ) ‘ )
mgs:o;a ceruinar. 082 1737 0'85 P 7'%g]  1'65 | 14186
iSumergidos en tiemina y. o . o j .
'd—AuA Puestos & geruinar. 164 :14'75 1185 ;16'48 3he. AJ 31125
|Sumerg1009 en ZDTh y tia- 1 ! = t
Huine.,Puestos & sériuiluals 1'C0o { 9'02 - 0'98 1 8155 1199 ; 17T
LSumergidos en tiamina y ‘ I 1 !
grigseoful &.Pueet a .
‘}éem,;nar.ﬁnd racstos RN LR F 1126 h1s2| | 2ves | 22%s
'Sumergidos en’'etionina. ] 1 !
rPueator A garminar., 1105 11757 1'93 738 3'88 1 34'96
'Sumergidos en treonina. ! t {
r‘ueatos a gerainer, 087 1 782 £'87 17'87 1'74 t 15'69
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2; Protoporfirina. COpropoyfirina. Proto.mésCZ;rc;qozfirina. ﬁ
. T, .

! manmco. | pee | pee | PR j
B v Teso Ires- reso reso Ires— Jeso |TPeso fres- 1 ZTesc seco
B co pifidn ! seco co pifién' seco |co pifidn | emtridn. i
t ' totsl., | embribn| totel. ! embrid total. 1 i
! Sin tretamiento. N : ! L
. Sin estrasificar. 0'68 ' €'13 o7t b 6136 1'39 1 12'49 k
- || Zstretificados. IR i ! i
i Fuesios & gerainar. | 1'11 ! 9198 1712 | 10'05 2123 I 20%04 ;
i Sumersidos en tismina. 'l ¢ 1 i
v 8in egtretificar. t f
t Suestos & germiner, . | 0'55 1 4'9%6 B o'€4 1 5'76 1119 AL |
5 . o ‘
- Sumergidos en tiawina. l ' ﬁ‘ { i
i Zetretif . . ! . | o
¢ mestc;:‘:ogeog:lz‘ar. 0'96 t B8'65 . 1fC6 1 9'56 | 2'02 1822 t
| Sumergidos en tiamiza X . . : ’
{y 6= .2stretificados. . : . ) ! ¢
"{,mg;g 2 sermince. 2'37 D213z {r2'62 ! 2359 | 4'99 t 4et91 i
L H
{,r Sumergidos en IDTA ¥ tia-|- i ! N {'
imina.Puestos a germimer.| 0'99 | 5'35 Q70 ., 6'26 1129 Foaarsg i
” Sumergidos en tiemira y i . 1 |- '.‘
i rlaeo;ulv:.na 2uessos & : Y
..?emmar. S0z Y gns tas | w058 | 2020 o197 :
Sumerg.bdoa en etionina. T !.'__ -~..-__.:._.._..__ -—l—”—“”_- l {i
i, s 1sedr jons lese |teo s g

N | - -
{;‘Sumergidos en treonina. ‘r \ ! ?
Lugtratit dos. o ! i
iBeeaos & cevminur.  120°45 154707 |20'66  1185'95 | 41'11 ! 370102 i
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i . COMPARATIVA IILTHE PIS0IES CORRWI0S Y AB.._.‘-.....OS- i
3 _ ! CERRADCS. A3IZ320S. d
. . il

it B It
i ) i PROTO.1AS COPROPORFIRINA. |  PROTO.1AS CO"?"'JO’L IRTTh. @
it PLITTITNO i ' I
i SHREALass U i pe/e- i pe/e. i
i T T iy T e -
i iPeso fresco Peso seco i Peso fresco ! Deso seco
i ipiidn total. enbvridn. i pisda tossl.)  enur-dn. :
19in <ratzxmisnto. ! T i : ;
iSin setratiZicar. B S B 11'65 i 139 12149 i
iSatretificsdos. i R i ) L
"-"uestos a geruiaar. i 1'36 I 1220 it 2'23 { 28104 i
Sumergldos en. tiauina, "r ' : B ‘ t :
n strati icados. . i ! )
| Pusstos a gerainer. f 1'63 1 1486 | 2102 1822 ai
4 t - - ~ : :

<“Sumerg1dos en tiauina | ) b , i
py 4= u ' 1 i [ ' 5
.! Duesuos a germinar, ';L_ 3'18 ][ 31123 g - 4199 { 44'31 :
Su::xem; dos en etioninal ﬁ’ ;E ;
Pueatoe a geruintr, ! 3'38 ; 34'g6 i 19%72 ) 177145 i
u Sunergidos en ureonlna“ ! 1 t . L
{Puesios a germiner. Y 1'T4 ! 15169 ! 41'11  t 370'02 :
“ s==: 1 -——-—«x = J = ! Y T LT LT T




4.2.3.3434= Porfirinis en pilfiones geruinedod.

Deeﬁues de ser socuetidos a trata-
tumiento con tisuina,seguido de estrnﬁificncidn en
trio,se observa un progfeaivo incremente deporfiri-
neg cue ve en correlacidn con el crecimicnto de 1é
radfeula y con el tnmnﬁo,éor tento,de la pldntula.;

(vdase T A 3 L A XLVI )
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- PINIONES GER'IIFADOS. ' i
; S ; wsmem i
i R070FOTTIRIN,. | SOTROPOTTRIA. |T2020.14S ~;:'3 SOTIRINA. |
5; e pele, | yele j
I ‘ es0 1.‘1-95-l Peso Peso ;res-q Peso Deso fres-! Teso seco i
i . co pifidn ! seco co pifin , seco | co piddn | eudridn. b
i total, | enbrid| sotal. embn.bq total. 1 ;
i ‘ ~ t T 4
fR2dfcule de 0 2 0'5 em| 1'20 1 10'82°] 1'53 : 14122} 278 1 25104 .:
. i -
| : A T !
I2DITUTA de O'5 2 1cm| 2'51 12262 2'76 l24'83f 5027 4T
l| o ) 4 L
inacfcula de 1'5 & 2 au| 2'59 (25050 | 5136 : 30027 5'35 tgxeT
" L ' : L. i
1 .
-Radicula de 2'S a 3 cm  3'74 - 1 33'64 3165 | 32'8»] T'39 | 66144 i
i 1 s i
" ' l ' !
iRadfcule de 3'5 a 4 cml 4'91 b sar7 3'%6 , 35'621 8'86 [ 79'79 i
| - i oo
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Por dltimo se incluye 1la FPIOVRA 34,348unde ase reprGSCntan‘
loe estilmluntes més potantes Qe 1z biogénesis de poriirinus,
figurando en.el eje dgbrdenadaa los valores redios da\La suma.
de coproporfirina y protoporfiring expresédo en Fg/h. /880 ge-
oo embridn.

Dichrs suatencias van‘por egte oréen: treonina;A:tiéni—
naj tirmina y d-ALAj; finmina_y estratificacidﬂ; tiamia y gri-
geofulvina en solucidn suturada; y estratificaoi6n,en ;ompara—
cidn con los pifiones n04estratifigadoa ni souetidos & aingdn
tratauiento que servird de blunco ¢ pakr&ﬁ.

Asf como la TANLA KLVII coupurative en pifiones,clyus por-

firinae fueron detectadas por su Iluorcscencia roja,
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TA3LA COITPARATIVA

bias) B3

orffoxos ZNW CUYAS PORTIRINAS IUS DEITC

TLDA FIUORESCZNCIA RCJA.

. ) . Proto.nds coproporfirina
Tratamiento y estadfe del pifidn. FGVE peso seco embrifén.

~Degtratificados.Sin poner a gerninar.ibiertos. 17121
~Estretificados,Puestos 2 germinar.abierios. 22'87
-Sumergidos en tiamina.Sin egtratificer.

Puestos a germinar.hbiersos. 14453
~Sunergidos en tiamina.Datratificados.

Sin poner 2 geruiner.iadbierios. 17°'86
-3umergidos er sicuina.leiresilicudos.

Puesios a gerninar,Cerrsdos. 26'71
-Sumergidos en tismine.Esiratificados.

Asdfcula de 0'a 'S5 cw.Gerwintdos. 25'303
-Sumersidos en sismina.Bsuraiificucos,

Redfcula de C'% a 1 em.Germinadogs. 47146
-Sumergidos en tianina.Zetrcsificedos,

Redicula de 1'5 2 2 em.Geruinedos. 53'57
-Sumergzidos en ticmina.lsiresificados.

Radfculs de 2'5 a 3 cu.Geruin=dos., 66149
-Sumsrgidos en tismina y d-ala.Bstratsificzios.

Tuestos & geruinaer.Cerruios. 53143
~-Sumergidos en tiamina y d~-alé.2gtretificudos.

Sin poner s germinar. sbiertos. 4077
~Sumer-idos en etionine.Bazrssilicsados. :

Puesvosg 2 germinar, Cerrados. 55105
-Sunergsidos en etloninalairetificcdos.

Puesios a germinar.abiervos. 17745
=Sumergidos en %treoninz.Zstrztificedos.

Pueastos a2 germinar.ferrtios. 17'07
-Sumergidos en treconina.Zairctificzdos.

"Puestos & germinar.Abierios. . 37002
~sgtratilicucidn seguide de geruinacidn en le

.misme verniculita.3edfeuln 2'5 ~ 3 cm.Bermzincdos. oo 16523
-Estratificacidn seguide de germinzcidn en la

misme vermiculita.Radfcule mas de 4 cm Germinados. 54135
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5.-.DISCUCTION

B evidente le presencie de d-sls sintetase; por la foruacidn
d. d—ALA,&uv aa susceptible de detectarae y'valérnrse €11 Prensn-
éiu de estroctos aue despliegan actividud d-ALA sintetfsicn y
por la forma de extriocién hasta llegur a extractos pusrificados
de nucha mayor gctividud enzimdtica especifica,se confirme su
exiastencia,

Pare las deteruinaciones de actifidaées enzimdtiocas y aéti-
vidadeso énzimdtican especfiicna en loa pasos r;mero,aégundo ¥y
tercero de extraccidn,en embriones,pldntulas y endospermos (apar—
' tndo 4.2.1.2.)partinos de piﬂoneé eatratificados 90 dius,puestos
a geroinar y cerr:dos; estratificacos 90 dias,puestos a germinar
28 dias y abierioas; estretificandos 90 dias,puestos a germinar
30 dias y germingdos apuntundo'la-rudiculh,con radfeculs de 1'5
a 2 em.y con radfcula de 3 a 4 cu.

El hefiho de ﬁtilizur pifiones estrutificados 90 dius es por-~
que este periodo de tismpo es idéneo pars una rdpida germinu -
oidn. ' _

Por otr: perte por la TATLA XII se deduce que ‘la geruinacidn
implica un sumnento de la activided enzimdtica especffica dé 1a
enzima tanto en los pasos priméro ¥ segundo comc en el tarcero
de maﬁera mes 8ignifioutiva,tunto er enbriones combd en endoaperé

mog y por le TARLL XIII que se logran unas purificacionzs en el
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pago tercerc con respecto ol prinero en <mbrioies cntre 1[wmites
ouve ven del orden de 6'51 & 21'77 vecea -y en tndosperuos de
9'19 a 16'08 en abicrtos y germinndos,en aorreldcién con :1 deor¢
ciniento de protefnas,

Para la determin:cidén de le constante de jHchmelis y para
soslayar lug diferenci:a (anoue pecueﬁasf cue judieran p esentar
las circunstancias de nu e¢jecuaidn,como reagtivos,manipul:.oidu,
material,etc.,hallawce les Km de los extractos priumero (bruto) y
tercero 69 embriones,plédntulus y endoepermos de los diferenteé
estadfos de pregerminacidn y germinncién cue dieron valores ae-
ne juntes para daspues establecerlaéf comolevdefinitivo‘de la
d-ATA sintetunsa el valor uedio toiel de 1'00.10‘2 i (véase TA-
BLA XVII y Fig.2). ’

Pers lng dejerminaciones de pH ¥ tehperaturaydptima; rele-
cidn lineal entre protefuns y foruscidn de d-Ali; nctivedores &
inhibidores hubo que pertir de mucha hnyor centidud de pifiones
que en experiencias anteriores psra temner vollnenes de exirac—
tos lo suficienteuente grindes que pernitiesen,ndeumds de deter-
mincr les actividades enéiméficns egpecificas y enriqueciiiento
de 1n enzime y Xa en los pusos priuwero y tercero,efectuar ihﬂ
determinaciones aptes apuutadaé en el ﬁnso primaro de pifiones
estratificedos 92 dins y gorminudos.con radiéu]a de 1'% n 2 em.‘

A parte de la deieruinacidn de pH Sptimo,reulizumos lu de
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1a temperntura dptina de lu mciivided d-ALA sintetdsicu porque
nuy uontr%dicoiénes entre los uiversog uutores rvgpecto uo la
d-hLh gintetasa de otras fuentsu, adnque psrece ser que la opinié
nds generalizeds es la 370 C, que coincide con 1a hulluda por
nosotroa, tonto cn emhriones como en endogpernos ¥y gue por otra
parte creemcs es lu uds adecuuda. '

Zn lo que respecta a la relacidn de la actividad d-ALA
sintetdeica v ocifra de protef{nas (Pig. 5) se demuestirs que ‘hay un:
proporcionalidad entre ambaa, entre los iimites ostudindos,sien-
do de tipo lineal, coruio se denuestra por la correspondencia entre
la cifra de protefnas (expreoundas en mg/1 ml) y el d-ALA forua—
do eipresado en rg. Esta relacién dé linealidad se ajusta a la
nfe extrieta 1lézica.

De los resultudos obtenidos con los.accivndorea e inhibi-~
dores ecupleados,tante en pléntﬁlas coto en . endospernos,es naiu-
ral que la etioninn sea la que ejerza nayor iictivacidn porque es
la que produce méyor entfmnulo de bionintesis d¢ porfirinasa y pa-
ra que dgtne se formen hen tenido que pugar por lu fuse previa
de biogénesia de d-ils y por ende de lu motiveoidn de lu enzimaj;
la timuine ¢s un Tuerve vstimulente de la geruinacidn coric yu se
comprohé en trnbuj&s renlizados en el Jepurtumentio de ﬁioqﬁ{mi—
ca (Sanz Muiloz y Santos Ruiz,1974 y Sauz Hulfoz y Palacios Aleiz,
1972), v towplen de ls formucidn de porfirinias (adnque menor que

la etionina), y por consiguiente se desprende de ello naturalmen—
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te oue estiiule 1 sciivided enzindtiea. Lo hewinn 1o empleanos
porque la literetura refiere su influenciu sobre la wctiviged
d-ALA sinteudsica. Yor Ultimo el suliuto odprico y férrico,por
1a nujuraleun de sus cntioncs,ejercen uua acclérn inhibidora.

Es obvio trubien decir que la d-ALA dehidrnga ge encuentra

en la sewilla de Pinus pinud; se dewostrd su presencla en embrio-

nes,plédntulns y endospermod de piﬁones en diferentes estadf{dfa de
geruinacidn (Pesina IL.1¥ndez larco) por la formacién de;porfobi-
lindneno'detectubla por la reaccidén de Ehrlich y medida eabeotral
despues de su color,.

Parn las deverminucionea de actividudes ensimdticus,uoti-
vidrdes enzimiticns especfficas y Im,se practicaron en les frace

ciones primer paso,cuarto peso y eluatos procedentes de embriones,

pléntulas y endospermos de piiiones estrutificndos 55 dims,puestos
a gerninar % dias y cerradosg; éstrutificaboa 90 disds,puestos a -
geruinar y abiertos y piiionesa estrutificados 130 ding y de'elloa,
apuntundo 1s radfecula,con radfculs de'O'b a4 1 cm.de 1ongitdd y
radfcul@a de 3'5 cu. & mayor.sduque el tiempo de estretificacidn
¢s diferente pare lea piflones oerrados,abiertos ¥ germinados,af
se puede estnblecer,una‘éompéracidn por ser los cerredos un es-
tadfo de prsgermin:cidn,los abiertos constituir una inieiaéidn

de germinacidn y los germinado§ ya,una-germinacidn propiamente
dichaien tr«o fanses de desarrollo de 1o pldnfula ¥y por lo tanto

de longitud de radfcula,
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Por la DANTa XXIII se deduce oue lu activided enzimdtice
espec{fida,tanto «n emhriones coro plédntules y endoapermos de
loa diferentes ectod{on,rumentn ﬁotahleménte del primer paso de
extraocoidn Al eluato finsl.

Por las TATLAS XXV y XXVI se puede ohservar cue la purifie
cacién do la d-iLA delidrasz en embriones y pléntulas oscila en-
tre 2'99 y 22'8y, veces del eluato con respecto ml priuer paso y
en los endospernos de 2'05 n.17'78 vaces,

Para 1a deterninecién de la conatante de !Mtchaelis de 1l
d-ALA dehidrssa haceuos las misman consideraeibnes que enterior-
mente expusimos en la d-ALh sintetasa y por eso fueron miltiples
las gréficus y vulores que obtuvimos para 105 PLEOS cuurto y elu:
to de los embriones,plédusulis y engospermba'de cada wiv de los
estrdfoa do germinucién enteriormente referidos.isf estzblecemcs
un valor medio de 1'32,1072 M (TARIA XIVII y Eige 13).

Pare 1s determinacidn de pll dptimo € inhibidores reapecto
33 la motivided enzimdtica se partf{d de una mayor canuided de pi-
fiones para poder obtener voldnenes de extractos suficientes para
efectuar todaa lus determinnciones. Antes de realiger 9§taa-deterl
minacionea se guisieron corroborar las actividudes enzimdticos en-
pecificas de log praos primerofy eluuto d¢pldntules y endosper -
mos de pifiones estrntificados 64 dirs y geriinncos despues con -
pldntulasg de radfculs de 0'1 a 1 en.de longitud (TABL/S XIVIII
y XXIX) La constunte 1'39.10% de Michmelic (TABLA XiX) fud
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pricticementie ipusl cue el vualor medio anteriornente determnina-
do de 1'32.1077 1,

Bl plH Sptiro se deteruind iguuluente en e:triuccos de plén-
tulas y endospermos procedentes de piiiones estr: tifiocudos 64 dige
¥ gerumintdos despues con pldntulrs de radfduléd: de longitud de
0'1 & 1 cm. Las deteruincciones se efectunron en los pusos prime-—

ro y eluntos de 1a extroccidn resultando eiempre 7'8 (Fig.14 y

15). Esto nos indicr que en cualguier otro esteufo da gerninaneidn

la enzima funcionarms a semejénte pH 'éptimo.

En la literatura Deal y Caatelfrtnco,1974,se ruele huacer
referencin n los inhibidores de 1a d-ALA dehidrisa d2 oﬁrns plan-
tag y de ellos los nws citados son el £cido levulinico,el cianu-
ro sb6dico,m=:lonato sbdico,arsenito addico,y 4zida sdéiica,por es-
to es por lo que sefia estudirdo ei‘efecto.ihhibidor de ellos so-
bre 1a enzima,con el raesultado que se puede apreciar en lns Flg.
16 o 1la 20 y 21,us maniliestu inhibioidn (TABLA XAXI).

Por otirs parte y éomo el dcido 1evuiinico ejerce uns ac -
cidn competitiva con la d-ALA dehidresg'reepecto al 3-Ald,inhi -
biendo la formacidi de TG y.ucduulindose por ello d-ALA,quiéi—
vlog comprobir 9i eﬁ efecto esta inhibieidn competitiva Que ge
veritica en otrsns plentias se reamlizabe en la serills de I’inus
pines; Por eno,tinto con el dcido lévulfnico cono ccn el cianu-
ro sédico y el mulonato sédico,trussnos de ver ©i haviam inhibi;

0ién competitiva,pers ello emplezuos pléntulas y endrgpesunos pro--
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cedenteg de plilones eatrntificudos 55 diunse y geruinedos deqpueé
apuntendo le radfcula (Fig.22 - 27); la coupetivividtd se de -
mue atre ;poroue du 1 misoe Vi cus los controlee ¢n los cusies
no se emplen o1 inhibiflor en 1o renccidn entin!fica ¥ ce corirn
sobre el eje de ordenndas 1/v.

Respecto de lis porfirinrs crci{mos conveniente,antes de
entrar en la deteccién & identificucidn dé las nismr 8,medi::nte
C.V,u por su fluorescencis y despues por los eéspectiros de ubsor-
oién de'laa mancnus fluoreucéntea,efectdar una orierntacién pre-
vida de la existeuncin de poriirines por los espectro: de ubuofai
cidn € ideniificscidn de lus bandes de Soret y de terminzcidn
cuantitative en extructos obtenidos directamente y Laciendo las
inocubaciones con arréqlo ul spartsado 4.153.2. (TABIS XXl y
XXXIII).Couprobudos en efeotdlaus wéxiucs de sbsorcidn,entonces
renlizemnos lae cromatografiss en capu deigada. To8 NULEroscs’
cronntorrrnng ohtenidos (MANIA XIIVII) ceon Gos mé%has con fluo-
regscencia roja (vdase Fig.28,29 hig 307como repregentnoidn de¢ to-
do9) indiect:n que s: detectan dos porfirines con fluorescencia
roju,carucieristice o diferernies estadfog de germinecién, La.de
muyor RE emigra siempre baatunte con respecto el punto devpér-
tidse,dando Rf al;o diferentes,gegdn sen el origen del eemédio
de germinaciédn. Por ¢l eapeciro de ghsérci6n con pico en 409 nm,
{bunda de Soret) de la mancha obtenida por éromatograffa en oapé

delgnda (Fis.33) por aplicscibh del patrén de protoporfirina 134,

tico &l de losg obtenidos por elucidn Ce las manchas problema,se’
intivre ser la protoporfirina, '
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Ia otre usnchn fluorescente roja permmnece generelmente an

el punto de pnrtide gin suffir migracidn =lprunr,como ocurrid oon
los crowmto.rausys peirén qua hicimos utilizando coproporfirina
putrén,sblumente en algdn oago sisledo oomo'sa‘puede observar
en 1a Pig.30 se verificu una ligera emigracidn (Rf = 0'15).

En las TADLLS XXXV y XIXVI se consignan respectivzmente
loas Rf de las manchas de ‘los cromfttogramus depifiones sin estra-
tificer y cstratificados,gometlidos u diversos tratanientos y
por ellas se puede observar que 1as'machas procedentes de loa
cerrndoé poseen,excepto una asola,fluorescencin blanca y la de
los estratificndos en su mayoria fluorescenoia'roja. Como qule-
ra gue lu fluorescencia roje es ocarancterfstica de las porfiri—
nas,ello hi.ce descartar cue les nachas gon fluorescencia blgn—
ca provengen propiamente. de porfirinss auncue cstos conipuestos,
como después en el apart:do 4;2.3}2.2,sa~9uedu demgostrar que.
lus curves de chaorcidn obtenidis de extrectos verificudos se~
gén el apartado 4.1.3.5.1 dén mdximod correctos en 402 y 409
nii. (bandaos de Sovet) reapeciivamente pares la copro y protopor-
Tirina (Fig.31 vy 32). De todo eilo se,déauce que lusg i¥ehus con
fluorescencis blunga,auﬁqu& no ﬁroven;nn de pbrfirinas,probaﬁla—
mente sean de ccmﬁuestosnemparentadon couo los‘correspondientes
porfirindgenos,sunque dato noflo podamios agegul'ur con certeza,

Pars confirmar la presencie de protoporfirina y copropor-
firina y abundando y corrobopnndo en lo anterioruente expuesto

(véase apartndo 4.2,.3.2.2) hicimos uns serie dc extre.cciones se—
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sin el m€todo descrito ¢n ¢l apartedo 4.1.3.5.1 ¥y dutarmineron‘
lue curves dv wbeorcidn en closoiorwo y ol 2Ic (despuds de oli-
minar el Cl3ivH al vec{o) entre lon;itud de ond: de 330 # 430 nm.
Lee curvas de gran similitud ofreciercn aiempre;en los mfe diver-
sos e€stadios de gerwinzcidn y trateuientos,mdxinos en 409 y 402
nmn. De ellus entresucumos lus Fig.31 y 32 como genuinus represen—
tantes, V

Respecto n los valorecs cuaniitativos de 1ss porfirinae(pro-
to y coproporfipina) en pifiones cerrddos'sometidos u diversos trea-
tamientos (TABIAS XXXVIII, XXXIX y XL) se concluir que la estra-
tificacidén increnentabu la cuntidcd de porfirinnse,isusnlmente la
tisnina,ticmina estratiticaaidn,tianina d—ALA,griaeofulvina.etio-
nina y treonina y eastns fltimos zdn mes si se reforunbo el tratu—
miento con estrﬂtificaoi&n. E1l heclio de qﬁeAla egtri:tificacidn,
la tiamina,ls tiymiuu-estratificncién y la tizmina d-ALA puedan
epgtimular la biOgéneaia dé porfirinans no tiere n:«da de extrufio
ye que estiumulan la gerninecidn aumentandé le velocidad y tanto
por ciento de gerwinacién y por 9nde la Qe porfirinangs. La etio-
nina incremente la tetividud d—ALA eintetdsica (Fig.12) y por col-
siguiente fuvoreca la formacidn de d=-ATA y vor tunto de YBG y
vorfirines,no asf estan tun cluros los estfiuulos de la griéeo -

fulvina y treonina;

En pifiones abiertos que ge someiieron & diver:ios trasy -
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mientos ocurren procesos gemejentes . los cerrudos (TalLAS XLI
v XLII) lu eatratificucidn,lsa tizminn,ln tismine - d-ALA,tiR —
nin: - d-ALA ~ eutratificacidn,ﬁctdvn couo uctivudores de la
biosfntesia porfirfnica,y lu griseofulvina pero especiunlmente
lu etioninn y treonine segﬁidos de eatraiificuacidén son unos po-
tentes nctividores de lu biosfntesis porfirinica; lus ruzores
pars que dato sc¢ verifioue oon l:e mismas que pora los pificnes
cerrados. ‘

Por otra jp.rte en loa.piﬁunes ubiértos 1+ formacidn de
porfirinzs es nayor que en los cerrados.(TABLkS XLIII y XLIV)
hedho natural,yr que los pliioned abiertos constituyen un estr-

dfo mas avinzndo en lo germinacidén que los cerrudou,

En pifionas gerninddos,después de tfhtudos gon tiaminag se-
guido de estrutificzcidén,se éomprobd un incremento de porfirines
aue como es natural ve en correlacidén con el taaallo de lu plén-
tule y por twnto con la longitud de lu radfcule (Ti3La ALVI),

es deoir,en sentido crecients 6 progresivo con el avance de la

germinacidn.
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6.- LoUlEL ¥

1.~ Se Lu deiectado actividid enzimdtica d-LLh siafatusa
en embriones,plintulas y endosperrios de gewmillns de Yinus pi-
nea en diferentes satndios de gerninncién.

2.~ Se ha logrado purificar le d-ALA sintetess en los di-
ferentes estadivs de geruinercidn y se han slcunzado los mdxi-
mos niveles: 21'77 veces enlpléntulaa de piliones estri.itificedos
90 dims y gerninndos deapues con rudfcula de 3 & 4 cm.y y 17'98
veces en endogpernmos depiifones igusulmente estratificados 90 dias
y germinados con radfcula de 1'% a 2 om.

3.~ Se hn deterwviinado 1a oonsfante de Michaelis,el;pn ép-
timo y le tenperatura dytims de 1a d-ALA sintetosc., ‘

4.~ ye Ln determin&&p Ia.liuealiQRd prbgorcioual entre la
concentracién de proisinas y la actividad enzimfiticn.

5.- Se ha couprob:do la accidn activadore adbru la d-ALA sinu
tetusa de etioniuu,tiu&inu y heuwina por el orden descrito,asf
oamo tawbien &l efecto inhibidor de los iones cdprice y férrico.

6.~ Se hn dewostrudo actividad d—ALA deliidrdsica en epbrio-
nes,pldntulans y eﬁdospérmos de genilles de Pinus.pinen en_di -
feﬁentes eatndioa de germinamcidn.

7.- Se hLa logruado purificér la enzina d-ATW delidruea de di-
chos estrdios de geruinnoidn y se hen alesnzado los hfximos ni-

veles de purificitcidén,uro de 22'8% veces y otro de 17'78 en
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pidntules y endouperiios respectivrnente de senillng eatrntifion-
dina y gerninudus desuuds,epuntunoy le cudiculs.

B.- te ha deterninndo 17 coustante dg Michnelia ;- el pH dp-
tito de la d-ALA dehidrnsa, .

9.~ 8¢ ha copprobudo el efeoto inhibidor eobre li: actividad
d-AIA dehidrdaiou de dcido levulfnico,citnurce sddico,nalonato
sddioco,arsenito sédico y azidu addien. 7

10.-La mceidn inhibidora del fcido levul{nico,ciunuro aédi-
co y maelonnto sddico eégiipo.competitivo.

| 11.-8¢ han identificado proto y coproporfirina en semilles

de Pinw pinen en diferentes estsrdios de‘germinncidn por la fluc-
rencencia rojn y #tf que dun las manchis obteniden en cromntogrt..
fi{n pobre cupn delgnda y empectruliente cunli y cuantitativowen-
te por lom bapndus de Soret. t , |

12.-Lb oifra de la totalidnd de porfirinus se eleva de wane-
ro significutiva en los estrdion previes a la geruinveidn y lle-
.gu a esu mfixino nivel despues en semillns sorninndes uwbilering y
de radfcula de lpngitud de db a 1 cu. Jlteriormente desciends
con el desarrollo de la pldntula y aumento de 1la radfcula para
dismibuir gruduﬂlmente‘ior el aootumiento de las materies de
reservu del endosperumo. '

13.-En pifionea cerredos y abie;toé lae egtrrtificecidn, la
tiamina y la nezcla de tiomina y d-L£IA actdnn cono nctivicores
de 1a Yiosfutesnis porfirinicn,desplegﬁndone nayo:r notividad en

los saeiundoa,
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14.- Lt mezcls de tirniun y EDTA no favorcce la formacidn»
de porfirinss.

15.- BE1 ENT4 ticnde » dieninuir ¢4 bioquearlln bios;4nesie
de porfirinng por formar un complejo con el Mg**,idn aotive--
dor de la d-ALh sintetnoan.

16 .~ Lo mezcla de tianina y 5riaeofuivina egtiuules néta-
mente 1l biogénenis portifinice,y destace el segundo compues—
to oomo un buen activi:dor., '

17;— La treonina y lu etioninum,ancoupaiindac de estratiii-
cacidn,estinulan iniensamente la formucidn de porfirinas,es-—
pecialuente en los pifionss ahiektﬁe.

18.- In los piilones cerrados y abiertos,decspuda de ser- so-
metidos « los distintos'trutnmientoa,ne‘compruebn cue en estos
dltimos loa valores de porfifinas son mucho muyoréa.Notorim -
mente los niveles son muy sisnificttivoa en loa tratndoa oon
etionine y treoninn,

19.- tn piffones gerwinndos se 4 un progresive incremento
de los valores de porfirinns,en correlacidn ccn el crecimiento
de ta radfcula y,por coLsiguiente,de la plfﬁtulaa

20.- Los vuloresa de; porfirinss de pifiones germinndoé}tra-
t2dos con tiswuina y seguidos de egirntificacidu,nunque ultos,
801 menores que cn los ubier.os trutrdos con etionina ytreohina,

21.~ Los estiuulintea mng potentes de lu biogdnesis de por-
firinas son por este ordcn:treoninh;etionina;tiaminm y d-albjtia..
mina éstr:tifiChcidn;tiumina ¥y griseofulvina en solucidn satu-
rada; v estrititicacidn. -
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