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MEDIDA DE ACTIVIDAD NITRATO REDUCTASICA,
NADH DEPENDIENTE, EN CELULAS INTACTAS
DE COTILEDONES DE CJTRULL lis VULGARIS L.

por
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IN]RÚDLICcIdN

En nuestro intento de estudiar reaccionesenzimáticas ¡>1, ViVO en
células intactas ha sido previamente descrito que el tratamiento de
cortes de tejido parenquimatoso,obtenido de cotiledones de Citrullus
vulgaris, por alcoholeshacíaposibleestimar la actividadureásicacelular
COl] rendimientos superiores a los obtenidos con extractos libres de
células (1). La acción de los alcoholesse identificó como una esterifi-
cación de las fracciones pécticas de las paredescelulares, lo que tenía
como consecuenciael aumentoen la población de agua presenteen los

espaciosintercelularesy, por tanto, unamayor dii usibilidad del substrato
de reacciónhacia células más profundas.El ser la ureasaun enzima de
pared simplificaba el procedimiento (2).

Sin embargo, la acción de los alcoholes sobre la membranacelular

podria ser inverso al efecto encontradosobrela pared. Una deshidra-
tación de los enzimas de membranaabocaríaen una mayor dificultad
para la penmeaciónde sustanciashidrosolubles,posibles sustratos de
reaccionesenzimáticas de enclave citoplásmico. Si se confirmara este
extremo. el método descrito previamenteseria válido sólo paraenzimas.
de paredpero inaplicablepara el resto de los enzimascelulares.

Como enzima citoplásmico se ha escogido nitrato reductasa,cuyo
sustrato es hidrosoluble y cuyas característicashafran sido estudiadas.
ya para la misma fuente (3)
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MATERIAL Y MÉTODOS

Se l]an utilizado semillas de Ci/.ruUus vutgoris E., variedad comner-
cíal valenciana,con un poder germinativo del 95 por .100, segui~ el
método del tetrazolium (4). La actividad nitrato reductásicase estimaba
incubando en un volumen final de 2 ml cortes de semillas previamente
pesados,75 [imoles de nitrato potásico,60 amoles de fosfato de pl-l 6,9
y 0,4 [amoles de NADH. La reacción se detenia al cabo de quince
minutos retirando el tejido adicioííando 1. n]l (le sulfauílaínida al
1. por 1.00 eí~ Clii 1,5 N, seguido (le 1 ml de N (l-naftil)—etilendiamina
al 0,02 por 100. El color sedesarrollaal cabode treiíta n]inutos, n]idién-

dose a 540 [ini. La actividad enzimática se estima, pues.conJo [tl]]OlC5

de nitrito formados/minuto/gde pesofresco.
Eíi los elisayos con disolventes orgánicos, el tejido se iDaíd lene

en contacto con ellos a 370 y a las concentracionesy tiempos que se
indiquen. Las medidas de la actividad enzimáticapara extractos libres

de células se llevan a cabo de igual manera, preparandolos extractos
como l)levial]]el]te se ha descrito (1.)

REsulTADos

LI] la tabla 1 se expresanlos resultadosobtenidostratandoprevia-
mente los cortes con propilenglicol a las concentracionesy los tiempos
señalados.Según estos resultados,la actividad nitrato reductásicaper-
malJece indetectable cuandoel tejido se preincuba con propilenglicol
al 1 por 100, lográndose la máxima detección para la concel]tración

del 5 por 100.

Cuando el disolvente utilizado en la preincubación es propanol-2,
la actividad nitrato reductásicaes detectable para todas las concentra-
clones y tiempos ensayados,siendo máxima para una concentración
del 3 por 1.00 (tabla 11).

it!] la tabla lii se exponenlos resultadosobtenidospara tratamientos
de los tejidos con cloroformo o tolueno puros. En ambos casosla actí-
vmdad ííitrato reductásicaes fácilmente mensurable.

¡‘ana constatarque no existen pérdidasde actividadpor tratamiento
del tejido a las concentracionesóptimasde propilenglicol y propanol-2
se evalnó la actividad nitrato redsíctásicaen extractos libres de células
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TABLA 1

Efecto del propileuglicol sobre la níedida de actividad nitrato reductósica
e,, cotiledones de sandia

Comí ceíítraciones
del alcohol

0/ C«.ntrol

— 0,01

3

5

7

lo

.5ferio del propanol-2 sobrk

Concentraciones
del alcohol

0/

1
a
5

7

10

A cli vi dad mii trato red’, e?~sica

‘lienípo de preincubación

30 45

0,00 0,00

4,93 4,94
5,99 5,56

5,05 5,17

3,35 3,42

TABLA 11

la ,¡edida de actividad nitrato redí~ctósica en cotiledo,írs
de sandia

Actividad nitrato reduclásica

Tienípo de proincubación

Control

30 45

0,01

2,48

5,94
5,84

5,75
0,43

5,14

10,47

5,98

5,98

3,83

(niiííu tos)

60

0,00

5,76

0,73

7,28

7,18

(lISio utos)

60

5,46

10,38

8.67

7,23

3,75
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TABlA III

E/edo de cloro/ornío y co/nc o sobre la medida de actividad nitrato reductásica
en cotiledones de sandrn

C o ,n p u e s

Cloroformo.

t o

. .

Actividad nitrato reductásica

Tiempo de preincubación (minutos)

60

2,30

.30 45

1,40 1,43

Tolueno . . . . . 1.33 4.21 3,33

fABLA 1½

[Peto dcl p~opilc;íghco¡ ~. propcnnl—2 sobre ¡o serdido dc ac/ívalsz,l wtJ.tH,, rúdns¡cs,co—
en extractos Ii/urs de ,élt~las de cotdCdones cte

T e a a na i e o 4 o

Tampón fosfato 75 mM <pH 6,9>

Actividad nitrato reducíisira

0,37

Propilengliccsl 50/ 0,87

Prop<«nol-2 3/ <1,4<2

no pretratadoso preincubadoscou ambos disolventesa las concentra-
ciones y tiempos estimadoscomo óptimos. Corno se demuestraen la
tabla IV, ambos tratamientos multiplican la actividad detectada con
respecto a los extractos qtíe no han sufrido ningún tipo de pretra—
tan]Sento.
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DIsCUsIÓN

Los resultadosexpuestosson clarámenteexpresivos. El tratamiento
de tejido parenquimatosointacto de cotiledonesde sandía con propi-
lenglicol, propanol-2, cloroformo o tolueno incrementa los valores 4e
medida de actividad nitrato reductásicacon respecto a controles que
no han sufrido tratamientoprevio. El esperadoefecto de disminución
de actividad se observa solamentepara las concentracionesmás altas
de pr~pilenglicol o propanol-2,auxíque,incluso en estecaso, los valores
obtenidosson superioresa los controles. Idéntico efecto se logra para
extractoslibres de células, interpretándoseque eí tejido, superbidratado
en sus espaciosintercelulares, es más asequiblea la disgregación.La -

pérdida en la actividad cuandose incrementanlas concentracionesde
ambosalcoholespuede ser explicada,tanto en términos de modificación
de la permeabilidadde membrana como debida a inactivación part3al
del enzimasi la concentraciónde alcohol en el citoplasmacelular alcanza
niveles demasiadoaltos.

Rnsti NI EN

El tratamientode cotiledonesde Oitruilus vulgaris con propilenglicol
al 5 por 100 y propanol-2al 3 por 100 provoca un aumentoconsiderable
en el rendimiento de medida de actividad nitrato reductásica,tanto en
tejido intacto como en extractos libres de células. Este hechc está
relacionadoCOY] el aumentodel contenido en aguade los espaciosinter-
celulares por esterificaciónde los ácidos poligalacturónicosde pared
por los alcoholesutilizados en el tratamiento.

SuMM Al! Y

The treatmentof tite intact tissue of the Citrullus vulgaris coty-
ledons with propilenglycol and propanol-2at tbe 5 % and 3 % respecti
vely provokes-an increase in the output of nitrate reductase;mctivítv
measurement. Ihis increase is due to higher facility to tht: nitrate
penetrationin tl]e intracellular spaces.
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