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1 . -  iriTRODUCCIOIT.

Bn l a  B s c o i d n  de F i t u b i o q u i i a i o a  û a l  Depa r t a in ea to  de D i o q u i — 

micB de le» F a c u l t e d  de Fo rm eo la  de l a  t î n i v e r e i d e d  Complu tense  bu

bo l a  o p o r t u n i d a d  de oom proba r  que en  l a  e e u i i l l a  de P ln u e  p l n e a  

como en  o t r a e  c o n f f e r a e  d u r a n t e  e l  p r o c e a o  de l a  g e r m i n a o i d n  ae 

b i o a i n t e t i z a  c l o r o f l i a j e a t o  f u d  e l  m o t ivo  de i n v e a t i g a r  qud o l o r o -  

f l l a a  ae p o d i a n  a l n t o t i z a r  d u r a n t e  au oi_rao y qud n i v e l e a  o u a n t i t :  

t l v o a  p o d r i a n  a e g u i r  d u r a n t e  e l  miau o .

Laa o o n c l u a i o n e a  de e a t a a  i n v e a t i g a c i o n e a  f u e r o n  d e m o ô t r a r  

que en  a e m i l l a a  e a t r a t i f l o a d a é  ao b re  v e r r u i o u l i t a  humedeolda  oon 

agua  en  cap a a  a l t e r n a n t e a  y  a o m e t l d a a  a  4 9C . ,d u i ’a n t e  c l e r t o a  p e -  

r ic d o B  de t i e m p o  no ae f o r m a  c l o r o f l i a ; a o l a m e n t e  oon una  e a t r a t i -  

f i c a c i d n  de t r e e  mesea p a r e o f a i n i o i a r a e  tdn ue me nt e  «Pero ouando 

e a t n  a e m i l l a , p r e v i a m e n t e  e a t r a t i f i o a d a , ae p o n i a  a  g e r m i n a r  en  c d -  

marn de J a c o b s e n  a 29® 0 ae i n i c i a b a  l a  b i o g d n e o i s  de c l o r o f l i a s  

a y b en c a n t i d o d e a  sumnmente pe que lia a p e ro  a i g n l f  1 o a t l v a  a , e x p r e  -  

aodaa  en e l  o r d e n  de | a g / g  r e f e r i d o  a p e s o  aeoo de p l d n t u l a , p a r a  

de opuda  y a medidn que p r o g r e a a  l a  g e r m i n a o i d n  a u m e n ta r  l o a  n i v e 

l e a  de c l o r o f i l a e  a  y  b a  mg/g  de pe so  s e c o  se g ü n  l o s  e a t a d i o a  de 

d e e a r r o l l o  de l a  p l d n t u l a  y  tomando oouo r e f e r e n d a  l a  l o n g i t u d  de 

l a  r a d f o u l a .  E s t a s  i n v e a t i g o o i o n e a  f u o r o n  o b j e t o  de una  T e s i n a  

p r e s e n t u d a  en l a  P a o u l t a d  de F a r m a c i a  ( l . fadr id)  d u r a n t e  e l  a no de 

1 9 7 5 ,una  oo raun ic ac id n  oon e l  t f t u l o  de " C h l o r o p h y l l e  i n  P i n u s  p i 

ne a G e r m i n a t i n g  S e e d a "  a l u e  X I I  J o u r n é e s  B i o c h i m i q u e s  L a t i n e s  oe-  

l e b r a d a a  en Durdeoa  d e l  31 de Mayo a l  3 de J u n i o  de 1976 y  o t r a  en 

l a  Rea l  Aoademia de F a r m a o ia  e n  l a  a e e i d n  c i e n t f f i o o  d e l  2 de No- 

v iambre  de 1979.
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2 . -  PARTE TE OR ICA ( n i o a f n t e s i s  de poi ' f  I r l n n a ) .

E r a  pue a i u t e r e a n n t e  i i i i c i a r  e l  e s t u d i o  de l a  b i o a f n t e a i a  

de c l o r o f l l n  en  e s t a  a e m i l l  n , a a p e c i a l t n e n t e  en  l o  que c o n c i e r n e  a

sua  p r i m e r o 3 p a a o a  h a a t a  l a  f o r m a o i d n  de p r o t o p o r f i r i n a  IX.

De una  m a n e ra  e s q u e m d t i c a  l a  b i o n f n t e a i s  de l a  c l o r o f i l n

h a a t a  l a  f o r m a c i d n  de p r o t o p o r f i r i n a  IX t r a n a c u r r e  a a f :

Acido  s u o c f n i c o  G l l o o c o l a  

d-^ALA 

PBG

U r o p o r f i r i n d g e n o  I  U r o p o r f i r i n d g e n o  I I I
4

C o p r o p o r f i r i n d g e n o  I I I  
4

P r o t o p o r f i r i n d g e n o  IX
4

ncTcrcRTiRirA ix

2 . 1 . -  P r i m e r  pnao i n t e r g e d i a r i o .

E l  p r i m e r  paao i n t e r m e d i a r i o , e a  d e o i r , e l  à -  ALA f u d  ob

j e t o  de l a  p r e a e n t a o i d n  de una  T e s i n a  e n  1976 en l a  F a c u l t a d  de 

F a r m a c i a  de l a  U n i v e r a i d a d  Complu tense  oon e l  t f t u l o  de " I d e n t i -  

f i o a c i d n  d e l  d - a m i n o l e v u l i n a t o  e n  s e n i l l a a  de P i n u s  p i n e a e n  g e r 

m i n a o i d n " ,  En a l l a  ae p o n i a  de m a n i f i e a t o  au f o r m a o i d n  p o r  d i s  -  

t i n t a a  v i a a  m e t a b d l i o a e .

E l  d-ALA se fo rm a  p o r  c o n d e n s a o i d n  de a u o o i n a t o  a o t i v a -  

do p o r  e l  ooenz ima A y  g l i c o o o l a  a c t i v a d a  p o r  p i r i d o x a l f o a f n t o  

aegdn  Shemin y H u s s u l  ( 1 9 5 3 ) , p a r a  f o r m a r  p r i m e r a m e n t e  d o i d o  cL - b -  

mino p - c e t o  a d f p i c o  que p o r  p d r d i d a  d e l  g ru p o  o n r b o x i l o  p o s a  a 

d-ALA.Para  que ae p ro d u z o a  e a t i .  o o n d e n a a o i d n  d e l  a u o o i n i l  o o e n z i -

-  2 -



ma A y 1" g l l o o c o T n  n c t i v ^ d a , t l e n e  eue  e a t c r  p r é s e n t s  e l  enz imn 

de o o n d a n a d c i d n  d-ALA s i i i t e t n a "  . La r e i i c c i ( 5 n , p o r  o t r a  p u r t e , ee f a -  

v o r o c e  con In pro  s e n  c i a  de en  l 'o r n a  de Cl jMc y  de o t r a e  s u s -

t a n c i a a  t a l e s  como s i  ATP y  ADP,segdn  K i k u c h i  y c o l . ( 1 9 5 8 ) ,quo  h i -  

c i e r o n  e x p e r l u a n t o s  con e x t r a o t o s  de Rliodopseudomonae s p h é r o ï d e s  

y  n i i o d o s p i r l l l u i n  ru b r u m .

La r e a c c i d n  t r u n a c u r r e  a s f ;

COOH COOH
I I
F 2
CH +  HpO -  ITH, C H ,
I I P i r i d o x a l f o a f a t o  I ^
C=0 COOH C=0
I i
S—Co A GLlcocoLa CH2 —— NH2

S u c c i n i l  ooenz iraa  A d -ALA

E s t a  c o n d o n a a c i d n  se v e r i f l o a  s o l o  e n  b a c t e r i a s  f o t o s i n t d t i -  

oEs como Riiodoyaeudotuonas s p h é r o ï d e s  y  en  p l a n t a  i n f e r i o r e s  cono 

C h l o r e l l a  v u l g n r i s .  E l  d c i d o  o t -nmino  ^ - c e t o  n d f p l c o  que  e s  e l  

p r o d u o t o  de o o n d e n a a o i d n  de s u c o i n i l  ooenz ima A y g l l o o c o l a  a c t i v ;  

da no se hn p o di do  d e t e c t n r  d u r a n t e  l a  f o r m a o i d n  de d-ALA.Sin em

b a r g o  L a v e r  y c o l . ( 1 9 5 8 )  i n d i c a n  que a  pH 7 en s o l u o i d n  a o u o s a  

se x)roduce ex p o n td n e e m e n to  su  d e s c a r b o x i l a o i d n  muy r d p i d a m e n t e  a 

d-ALA. Segiîn d i c h o s  à u t o r e e  e l  d c i d o  e t - a  mi no A - o e t o  a d f p i c o  t i e 

ns una v i d a  media  de un m i n u t o .

Como o o n f i r m a o l d n  de l a  n e c e s i d a d  de p i r i d o x a l f o a f a t o  p a r a  l e  

a c t i v a o i d n  de l a  g l l o o c o l a  y  p o r  endo de l a  b i o s f n t e s i s  d e l  d-ALA 

sa  h an  e s t u d i n d o  i n h i b i d o r e s  de l a  mlsma. E l  a m in o m a lo n a to  0 l a

l - c i s t e i n a  0 If s c l a n i d n s  y  l a  p e n i o i l a n i n a  i n h i b e n  l a  r e a c c t d n
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p o rq u e  aon t - u c e p t i b l e a  de I 'oruiar  co o ip le jo s  con e l  g r u p o  a l o e h f d i c o  

d e l  p i r i d o x a l f o a f  a t o  é i c i i )O d i r , p o r  o o n a i g u i e n t e  , 1 a  o o m b in ao id n  de 

d a t e  con  l a  g l l o o c o l a  p a r a  au a o t i v a c i d n .

O t r a e  r u t a a  m e t a b d l i o a e  p a r a  l a  b i o g d n e e i a  d e l  d-ALA p a r e c e n  

h a b e r a e  v i a l u m b r a d o  en p l a n t a s  a u p e r i o r e s ; a s f  e s  l a  que  s u g i e r e  l a  

i n c o r p o r a c i d n  de un  e a q u e l e t o  i n t a c t e  de c i n o o  d tomos  d e ^ a r b o n o  

d e l  d c i d o  g l u t d m i c o  en d-ALA.Beal  y  c o l . ( 1 9 7 5 )  m a n t i e nen  e a t e  c r i -  

t a r i o  y l l e g a n  a e s t a  o o n c l u s i d n  o o n f i r m d n d o l o , po rque  p o r  a l i m e n t a i  

ci«5n e s p e o f f i c e  con g l u t f î n i c o  0^^  de b r o t e s  de oebada  e t i o l a d a  o n -  

v e r d e c i d o a  n l a  l u z  en  p r e s e n o i a  de d c i d o  l e v u l f n i c o  (que  e s  e l  i n  

b i d o r  o o f û p e t i t i v o  de l a  d-ALA d e h i d r a e n  6 p o r f o b i l i n d g e n o  s i n t e — 

t a s a )  se ac um ula  d-ALA.

Ya a n t e r i o r r a e n t e  B e a l  y  C a s t e l f r a n o o  (1974-) en  e x p e r i m e n t o s  

e f e c t u a d o a  con  o o t i l e d o n e g  de p e p i n o  (Ououmis s a t i v u s  L .  v a r . A l 

pha  v e r d e ) , h o j a s  de o ebada  (Hordeum s a t i v u m  v a r . H u m a r )  y  h o g a s  de 

a l u b i a  ( P h a a e o l u s  V u l g a r i s  L.  v a r .  R ed . . in e y )  e n  p r e s e n o i a  de p r e -  

o u r s o r e s  s e l l a d o s  oon ( d c i d o  l e v u l f n i c o )  i n h i b i d o r  de l a  d-ALA 

d e h i d r a s a  y  m i d i e n d o  l a  r a d i o a o t i v i d a d  d e l  d-ALA l l e g a r o n  a l a  con 

o l u s i d n  de que  co m p u e s to s  d i c a r b o x f l i o o s  de 5 d t o u o s  de c a r b o n o ,  

oomo g l u t a m a t O j g l u t a m i n a  y  o L - o a t o g l u t d r i o o  e r a n  l o a  mas e f e o t l -  

v o s . E n  o a m b i o , l a  g l i c o o o l a  con  y s u c o i n a t o  f u e r o n  r e l a t i v a m e h -  

t e  p o b r e s  en l a  i n c o r p o r e c i d n .

La i n t e g r a c i d n  de una m ol do ul a  I n t a c t a  de 5 d tomos  de «yarbono 

a l  d-ALA h a  s i d o  t a m b i e n  e v i d e n o i a d a  p o r  Me l i e r  y  o o l . ( l 9 7 5 )  e n  

a l g u n a s  p l a n t e s  s u p e r i o r e s , o o m o  e n  l a s  h o j a s  de p e p i n o , h a b a , o e b a 

d a , a v e n a  é  i n c l u s o  m a i z .
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P o r  d l t i i n o  ne ha a u g e r l d o  o t r n  v i a  o i e t a b d l l c a  de l a  h i o g t f s i e  

de d-AliA, se g d n  1h c u a l  uii lu - uou raor  Ufa 'j ^ tomoe dfa carboiiO so co n -  

v i e r t e  a n  d-ALA e l n  r o t u r a  de oa rbono  -  c a r b o n o . T a l t  (1 96 8)  p o a t u -  

l a b a  que un a l d e h i d o  a n d l o g o  a l  d -A LA ,e l  DVA p n r t i o i p a b a  en  l a  b i o  

e i n t e a i a .  P o r  e l l o  ee  I n t e r e s a n t e  que L o h r  y  F r ie d m a n  (1976)  p r e  -  

s e n t e n  l a  p r i m e r a  d e m o a t r a c i d n  de una e nz im a  p a r c i a l m e n t e  p u r i f i o a  

da  o b t e n i d n  a p a r t i r  de e x t r a o t o s  de h o j a s  de Zea maya que r e d u o e  

e l  et-KG a  DVA u t i l i z a n d o  NADH oomo r e d u c t a n t e . E n  t a l  e x t r a c t o  hay  

p r e s e n t s  u na  t r a n a a m i n a s a  que  o a t a l i z a  l a  o o n v e r a i d n  de DVA a  d-AL

2 . 2 . -  Seg undo paao  i n t e r m e d i a r i o .

E l  segundo pn so  i n t e r m e d i a r i o  e s  e l  que conduce  a l a  f o r -  

mocidn  d e l  PBG a p a r t i r  de d-ALA.Des p u d s  de que e l  PBG se o b t u -  

vo en  f o r m a  o r l * a l i n a  en  1952 se  d e u o a t r d  que  l a s  p r e  p a r a  c i  one s 

de o d l u l a s  de C h l o r e l l a  d e s i n t e g r a d n s  y  de e r i t r o c i t o s  a v i a r e s  s e -  

gdn Bogorad y  G r a n i c k  ,(1953) p o d i e n  s i n t e t i z a r  g r a n  ndmero de p o r 

f i r i n a s ,  i n c l  uso  p r o t o p o r f  i r i n a  ouando se s u r a i n i a t r a b a  PBO como sus 

t r a t o . P o r  o t r a  p a r t e , u n a  v e z  e s t a b l e o i d o  e l  p n p e l  d e l  d-ALA se  a -  

o l a r a b a  que  e l  PBG se p o d r i a  f o r m a r  p o r  o o n d e n a a o i d n  do dos  mo le s  

de d-ALA. La enz im a d-ALA d e h i d r a s a  6 d-ALA d e h i d r a t a s a  o a t a l i z a  

l a  c o n d e n s a o i d n  de dos mo le s  de d-ALA p a r a  f o r m a r  uno de PBG oon 

d e s p r e n d i m i e n t o  de dos  de a g u a .  G r o n i o k  ( 1 9 5 4 , 1 9 5 9  y  1961)  h a  d e -  

m o s t r a d o  oon e x t r a c t o  de C h l o r e l l a  y  de e s p i n a c a s  que  e l  d-ALA se 

c o n v i e r t e  en  PBG. I g u a l m e n t e  She min y  R u s s e l l  se  fiai a n  que  e l  d-ALA 

puade  r e e m p l a z a r  a  l o s  dos  a u s t r a t o s , s u c c i n a t o  a o t i v o  y g l i c o o o l a ,  

p a r a  l a  s i n t e s i e  de c l o r o f i l a e .
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La r e a o o l d n  de o o n d e n a a o i d n  t r a n a c u r r e  a a f :

COOH
I
CHp 
I ^
ÇH^

c=o

CH„
I ^
NHc

COOH
I
f« 2

f ’-2
C=0
I
CHp
I
HHo

HOOC-HgC-HgC-

d-ALA d e h i d r a s a ^  

— 2 HgO

CHg-COOH

-CH2 -NM2

2 d-ALA PBG

2 . 3 . -  T e r c e r  p a s o  i n t e r m e d i a r i o .

E l  t e r o e r  pa ao  i n t e r m e d i a r i o  conduce a  l a  f o r m a c i d n  de 

u r o p o r f i r i n d g e n o  I  y u r o p o r f i r i n d g e n o  I I I  a  p a r t i r  de PBG.

P o r  u n i d n  de doa  mole a dePBG con e e p a r e c i d n  de un mol de HH^ 

sa f o r m a  una e s t r u c t u r a  d i p i r r d l i c n .  E l  d i p i r r o l  u n i d n d o s e  oon 

o t r o  mol de PBG y e e p a r a c i d n  de IÎH3 f o r m a  o t r a  e s t r u c t u r a  t r i p i r r d  

l i c a . l a  cuF.l con denedndoee  oon o t r o  mol de PDG y nue va e e p a r a c i d n  

de HHj da l u g a r  a una e s t r u c t u r a  t e t r a p i r r d l i o a . B e t a a  c o n d e n s a c l o 

n e s  90  efsotiînn e n  p r e s e n o i a  de u r o g e n  I  s i n t e t a s a ; s i  l a  a o o i d n  de 

e s t a  enz ima se v e r i f i e s  e xc l  u s i v n r a e n t e , e n t o n c e s  l a  e s t r u c t u r a  t e -  

t r a p i r r d l i c H  se c i c l a  y fo r m a  u r o p o r f i r i n d g e n o  I , p e r o  a i  s o b r e  l a  

e s t r u c t u r a  t e t r a p i r r d l i c a  ac tv ia ademds de l a  u r o g ë n  I  s i n t e t a s a  

l a  u r o g e n  I I I  o o s i n t e t a s a , e n t o n o e s  s e  e f e c t i i a  on e l  a n i l l o  p i r r d l i  

00  IV una  t r a n s p o s i c i d n  de l o a  r a d i c a l e s  a c e t i l o  y  p r o p i l o  j' a f c f c  

ma e l  u r o p o r f i r i n d g e n o  I I I  que  e s  l a  forma n a t u r a l .
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•*̂ 09 r e o c c i o t i y a  do una  form;,  oai uoui^it ica t r a n s c u r r e n  a a £ t

HOOC- H-C- H„C

I
NH

Oregon  I  a i n t e t a a a  Orogon I  s i n t e t a s a
P  B G

4 rat.

HNNH

U r o p o r f i r i n d g e n o  I

\y
H NNH

U r o p o r f i r i n d g e n o  I I I
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2 . 4 . -  C u a r t o  p a s o  I n t u r i . i e d i f i r l o .

Po r  l a  a c c i d n  de l a  u r o g e n  d e s c a r b o x l l a s a  l o a  r e a t o s  

a c ë t i c o a  d e l  u r o p o r f i r i n d g e n o  I I I  ae d e a c a r b o x i l a n  y  p a a e n  a  g r u -  

p o r  a a t i l o Q  fo r n i î n d o a e  a a f  e l  c o p r o p o r f  i r i n d g e n o  I I I .

De l a  f . iama c ianera  ae o r i g i n e  e l  c o p r o p o r f  i r i n d g e n o  I  a p a r 

t i r  d e l  u r o p o r f i r i n d g e n o  I .  M~|____  P

U r o p o r f i r i n d g e n o  I I I  t Jrogen  d e a o n r b c x i l a a B ^

-  OOg

-  COj

- : 0 0 g

-  co„

w

N H H N

M
C o p r o p o r f i r i n d g e n o  I I I

2 . 5 . -  C u l n t o  p a a o  i n t e r m e d i a r i o .

E l  c o p r o p o r f i r i n d g e n o  I I I  m e d in n te  l a  a c c i d n  de  l a  c o -  

p r o g e n o x i d a t i v o  d e a c a r b o x i l a a a  que s i u u l t d n e a m e n t e  e x e r c e  un e f e c -  

t o  d e a c a r b o x i l a n t e  y o x i d a n t e  ao b re  l o a  r e s t o a  p r o p i d n i c o s  p a r a  

t r a n a f  o r m a r l o a  en g r u p o  a v i n i l o e  -011= Clip con d e a p r e n d i u i e n t o  de 

don mole a de c o r b d n i c o  y  o x i d a c i d n  de 4 H ,a e  o r i g i n a  e l  p r o t o p o r f  i

r i n d g e n o  IX.

C o p r o p o r f i r i n d g e n o  I I I

Coprogen o x i d a t i v e  
d e a c a r b o x i l a a u  (Og)

N H HN

P -J---------
PHOTOPOIffliUHCXiEriO lA



2 . 6 . -  Se x to  paao i n t e r u i e d l B r l o ,

El  p ro to po r f i r l i i ( 5 t > i i io  IX en r e a c c i d n  a e r o b i a  c a t u l l z a -  

da p o r  l a  p o r f i r i n d g e n o  0 ,  o x i d o r e d u o t a a a  i n i t o c o n d r i a l , p i e r d e  6 H
M —,---------- r - Vy ae t r a n o f o r n m  en p r o t o p o r f i r i n a  IX.

P r o t o p o r f i r i n d g e n o  IX

P o r f I r i n d g e n o  Og 
o x i d o r e d u o t a a a .  ^

-  6 H

M

/T
P r o t o p o r f i r i n a  IX

P -

V

M
En e s t a  p a r t e  t e d r i c n  nog ihemoa l i m l t a d o  a  r e a l i z a r  u n a  d e a -  

o r i p c i d n  aomera y c o n c r e t a  de l o a  d i f e r e n t e a  p e s o s  i n t e r r e d i a r i o e  

que e x i e t e n  deade  l a  b i o g d n e a i a  de d-ALA h a s t a  l a  f o r m a c i d n  de 

p r o t o p o r f i r i n a  I X , e i n  h a o e r  i n c a p i d  e n  l o e  d i a t i n t o e  pa a o a  e n t r e  

p o r f i r i n a s  y c l o r o f i l a a , po rq ue  e n  r e a l i d a d  s o l o  l a a  enz im aa  d-ALA 

a i n t e t a a a  y  d-ALA d e h i d r a s a  y  e l  e s t u d i o  de I s a  p o r f i r i n a s  e x l a  -  

t e n t e s  en l a  a e m i l l a  da P i n u s  p i n e a  en d i f e r e n t e a  e s t a d i o s  de g e r -  

m in n c id n  son  1 os  o b j o t i v o s  de e s t a  Te s i s  D o c t o r a l .  P or  e l l o  vnmoa 

a  t r a t a r  de v e r  l a s  f  u n d o n e  s ,  l a s  c a r a o t e r f  s t i c a s  d i n v e a t i g a  c l o 

ne s que se h a n  e f e c t u a d o  s o b r e  d i c h a a  e n z im aa  y l a a  p o r f i r i n t s  de-  

t e c t a d a s  an l a  b i o s f n t e s i s  de l a  c l o r o f l i a .

2 . 7 . -  d-ALA a i n t e t a a a .

La en z im a d-ALA o i n t e t a a a  denominad a  t a m b i e n  s u c o i n i l  

Co A g l l o o c o l a  -  C -  s u c o i n i l  t r a n s f e r a e a  ( d a a o a r b o x i l a n t e ) ( o u y a  

f u n c i d n  e s  p r o v o c a r  l a  c o n d e n s a o i d n  de a u o o i n a t o  a c t i v a d o  por  e l

-  9 -



ooenzima A 6 a u o o i n i l o o e n z i m a  A oon g l i c o o o l a  a o t i v o d a  p o r  p i r i d o -  

x e l f o a f n t o )  eo ha o b t e n i d o  en p r o p a r r c i o n e a  b a a t a n t e  p u r a a  a  p a r 

t i r  de e x Æ r a o to a  de b a c t e r i a s  i o t o s i n t d t i o a a  como se  d e a p r e n d e  de 

l o s  t r a b a j o s  de K i k u c h i , Kumar ̂ (üAmage y  She min (195 8)  y  Hl iodopseu-  

domonaa s p h e r o i d e a . h a b i é n d o s e  l o g r a d o  u i a  p u r i f i c a c i d n  de 80  ve -  

c e s , y  con s i l o  d e m o s t r a d e  l a  p r e s e n o i a  de d-ALA en a l g a s  y  b a c t é 

r i e s  f 0 t o s i n t r f t l c r . a .  l ü l l e r  y  Teng  (l9f>7) r e n l i z n r o n  I n  p u r i f  i c a  c i  

de l a  d-ALA s i n t e t a s a  en  p l a n t a s  s u p e r i . , r e s  ( e s p i n a c a s )  y e s t u d i a -  

r o n  s u  c i n d t i c a  e n c o n t r a n d o  que  e l  Fe'^^’ e s t i m u l a  s u  a c t i v i d a d  un 

1 5 0  ^  y  que  e l  p i r i d o x a l f o a f  a t o  y  e l  I,1g  e r a n  e a e n c i a l e s  p a r a  a u  

mdxina a o t i v i d a d .  Tambien T w a r n i c k , H u a s e l l  y B ruc e  ( l 9 7 l )  e s t u d i a n  

l a  p u r i f i o a c i d n  y  c a r a c t e r i z a c i d n  de l a  d-ALA a i n t e t a a a  e n  r e l a  -  

c i d n  oon l a  r e g u l a o i d n  de 1« s f n t o s i s  p o r f i r l n i c n .  Ya B e a l  ei.  1971 

en i n v e s t i g a o i o n e a  s o b r e  l a  r é g u l a c i d n  de l a  s f n t e s i s  de l a  o l o r o -  

f i l a  e n  n l g a s  C h l o r e l l a  p o r  medio de l a  f o r m a c i d n  y  d e l  m é t a b o l i s 

me d e l  d-ALA, no pudo d e t e c t a r  l a  p r e s e n o i a  de d-ALA s i n t e t a s a  en  

p r e p a r a c i o n e 8 con c d l u l a s  r o t a s , a d n q u e  compiobd que s u m i n i s t r a n d o  

d-ALA e x d g e n n n e n t e  en p r e s e n o i a  de d im et i l s u i f d x i d o  se  f o r m a b a  e l  

c o r r e s p o n d i e n t e  PBO.

No o b s t a n t e  l a  p r e s e n o i a  de d-ALA s i n t e t a s a  e n  p l a n t a s  s u p e -  

r i o r e s  h a  a i d o  o b j e t o  de r e f e r e n c i a s  c o n t r a d i o t o r i a s , p o r  e j e m p l o  

M i l l e r  y Teng (1 967)  h i c i e r o n  r e f e r e n c i a  d e l  e nz im a  e n  h o j a s  de 

e s p i n a c a s  p e r o  no f u d  s u f i c i e n t e m e n t e  d e t a l l a d a  p a r a  a d m i t i r  c r e — 

d i b i l i d a d  de l a  e v n l u o c i d n  de l o s  mdtodos  y  r e s u l t a d o s .  P o r  o t r a  

p a r t e  X i f r a , B a t t l e  y  T i g i e r  ( 1 9 7 1 )  menc ion an  l a  r e a o o i d n  s u c c i n i l -  

t r ' . n a f e r a s a  en e x t r a o t o s  de t e j i d o s  de h a b a s  de s o j a  no e n v e r d é c i 

d a s  y  de o d l u l n s  c u l t i v a d a . o  de s o j a ; s i n  embargo e s t a  en z im a  no se
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e s p e c i f  i c a  con r e a p e  c t o  a l  n u a t r a t o  y r e q u e r i t i i e n t o s  de o o f a o t o r e a .

Bnnaswamy y Iladhueudatian H a i s  (1973)  e n  un s u g o s t i v o  t r a b a j o  

s o b r e  l a  d-ALA s i n t e t n a n  c o n t t i i i d a  en l a  p i e l  de p a t a t e s  v e r d e s  

o lm a c e n a d as  en  f r i o . o n t u d i a  s u  a c t i v i d a d  e n z i m é t i c a , su  p r e p a r a c i d n ,  

p u r i f I o a c i d n  y ou c o n t e n i d o  a l o  Ir rg o d e l  a l - m a c e n a m i e n t o  e n t r e  

o t r a s  i u v e a t i g n o i o n e s . lio o b s t a n t e  l a  r e a o o i d n  e n z i u i d t i c a  se puede 

v e r i f i c a r  con una enz ima  muy p u r i f i c a d a  en  a u s e n c i a  de o o f a o t o r e e  

t a i e s  oomo Go A,ATP,Mg y p i r i d o x a l f o s f a t o , t o d o a  l o s  c u a l e s  son  n e -  

o e o a r i o a  p a r a  e l  s i s t e m a  t r a n s f e r a e a  de o t r a a  f u e n t e s . N o  se d e s  -  

c a r t e  l a  p o o i b i l i d a d  de oue l e  a o o i d n  e n z i m d t i o a  en l a  p i e l  de l a  

p a t a t a  p u d i e a e  n e r  d e b i d a  a m i c r o o r g a n i s m o s . O t r a  r s z d n  mas que a b o -  

ga  en  p r o  de a c e p t a r  t o d a v f a  con  p r e c o u c i o n e a  l a  S x i s t e n o i a  de 

d - A L A s i n t e t a s a  en t e j i d o s  de p l a n t a s  a u p e r i o r e s .

S c h n e i d e r  H a n s j o e r g  (1973)  e s t u d i a  l a  a c u m u l a c i d n  de d-ALA por  

l a  a c t i v i d a d  d-ALA s i n t e t d a i c a  e n  c u l t i v o s  de t e j i d o s  de t a b a c o .

En apoyo de l a  e x i e t e n c i a  de l a  d-ALA a i n t e t a a a  se  m a n i f i e s t a  

% l l b u r n  (1975)  porque  e n  e n s a y o s  v e r i f i o a d o s  con Avena l a m i n a e ,  

h a l l a  que  e l  c i t r m t o  marcado  con en  l o s  dtomos de c a rb o n o  1 y  

5 ae i n c o r p o r a  a l a  c l o r o f i l a  pa sa n d o  p o r  d-ALA.

P o r  o t r a  p a r t e  S a n d e r s  y  c o l . (1975)  h an  e s t u d i a d o  l o s  oambios 

e n z i m f î t i c o s  e n  m u t a n t e s  de l e v e d u r a s  d é f i c i e n t e s  de o i t o c r o m o s  que 

r e q u i e r e n  d-ALA y  h a l l a n  que  m i e n t r a s  l a  a c t i v i d a d  de l a  d-ALA s i n -  

t e t a s B  en hom og ena to s  de c d l u l n s  de oyo -  4 e r a  a l  menos t a n  a l t a  

como en  e x t r a o t o s  de l e v a d u r a  n o r m a l .  . . a f  puds  e l  gene  cyd -  1 p a 

r e  ce c o n t r o l r r  In  c s t r u c t u r a  d b i o s f n t e s i s  de l e  d-ALA s i n t e t e s a ,  

m i e n t r a s  que e l  gene  oyo -  4 puede  r e g u l a r  l a  e x p r e s i d n  de l a  a c  -  

t i v i d a d  s i n t e t a s a  6 puede c c n t r o l a r  una  enz ima s u b a i g u i e n t e  en  e l  

pa so  de l a  b i o s f n t e s i s  p o r f i r f n i c a .
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En In r e f e r l d n  Te s i n n  pi’eooj . tndn  %)or H® I.Tercedea Mandez Har— 

00  " I d e n t l f i c n c i d n  d e l  d - n t i i n o l e v u l i n i ; t o  e n  s e r a l l l i a  de P i n u a  p i 

ne a en  {^ e ru in uc id n"  ae pone de u p . n i f i e g t o  I n  fo ivnnc idn  de d-ALA en 

d i f e r e n t e a  e a t r d i o a  de c e r m i n a c l d n , l n  b i o g d n e a i a  de d a t a  ae i n i c i a  

e n  p i f lonea  e a t r a t i f i o a d o a  y en p i î i o n e a  eue de apuda  de e a t r a t i i ' i c a r  

ae ])onen a f -er t i inBr  (aiino.ue a i n  g e r n i n n r , e a  d e o i r  c e r r n d o a )  , E a t o  

p a r e c e  a f i r t n a r  que e l  mecaniacio de b io ^ jd n e a i a  d e l  d-ALA no ae i n i -  

o i a  h a a t a  que l a  a e r a i l l a  ae e n c u e n t r a  on c o n d i o i o n e a  de t e u i p e r a t u -  

r a , q u e  pa rmi  t e  comenzar l a  b i o a f n t e a i a  de o l o r o f  i l a . D e a p i î e a  de u n a  

a e r i e  de t r a t a w i e n t o a  que  se  r e a l i z a r o n  oon l a  a a e i . i i l l u a . e a p e o i a l -  

mente en  e l  l l e v a d o  a  oabo oon d o i d o  l e v u l f n i o o  (que  poa ee  una  a c -  

o i d n  o o t a p e t i t i v a  oon l a  d-ALA d e h i d r a a a  y  p e r m i t e  a c u m u l a r  d-AliA 

p o r  no t r a n a f o n t i a r a e  d a t e  p o r  l e  a c c i d i i  de e q u e l l a  enzii t ia e n  P3G) 

se  do m u e a t r a  l a  b io ^ -d n e a in  de d-ALA. E s t o  h a o f a  p e n s e r  en l a  p o a i -  

b i l i d n d  de l a  e x i s t e n o i n  de d-ALA a l i i t e t n a a , a ü n q u e  en e s e  t r a b a j o  

no ae a b o r d o a e  t n l  p r o b l è m e .

Po r  d l t i m o  vamos a p o a a r  una  b r e v e  r e v i a t a  a  l o a  p r i n c i p a l e s  

t r a b a j o s  e n  eue  ae h an  r e n l i z a d o  e x p é r i m e n t e s  6 e a t u d i o a  oon l a  

d-ALA a i n t e t a s a :  K i k u o h i  (107&) ha  e a t u d i a d o  l a  t r a n a l o o a c l d n  i n — 

t r o b o l u l a r  de l a  d-ALA a i n t e t a e a  en e l  L i g a d o ;  Bdwarda y  E l l i o t  

(1 9 7 5 )  l a  i n d u o c i d n  p o r  l o a  e s t e r o i d e a  de e s t a  e nz im a  e n  c d l u l a a ,  

de h l g a d o  de r a t a s  a i a l a d a a ;  G i d a r i j L a n a  y  E eve re  (1976)  e a t u d i a n -  

do i n d u o t o r e a  de l a  d-ALA a i n t e t a s a  e n c o n t ^ a r o n  que  l a  f l u t a m i d a  

compueato  no e s t e r o f d i c o  de e a t r u c t u r a

V = X  " C H ,
CF3

e a  un i n d u o t o r  de l a  en z im a  in o r e m e n tn n d o  au a c t i v i d a d  24 v e c e s  a
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c o r j o e n t r a o i d n  de 1 pJI y 62 v . jc -a  a c u i i c a n t r a o i d n  de 50 pJI e n  p a — 

ooa da b i o a i n t e a i s  da L lioiio an  av.i,a f i i . i antoa r e a l l z u d o B  an  c d l u l a a  

c u l t i v a d n s  de hJt^.fido tie e t ib r io i io a  d(^;;ol lo  ; de ous  e a t u d i o a  ae d e a -  

p r e n d e  po r  o t r o  l.ado cue If; i n d u c o i d n  i n  v i t r o  de l a  d-ALA s i n t e t i  

sf; en p o r f i r i a s  r u i i i i i c e a  cono r e g p u c a t a  a  c i e r t f i s  hormonaa  s e x u n l e ;  

y p r o d u c t o s  ru i i . i io oa  !m a i d o  i n v e a t i g a d a  p e r  G r a n i c k  ( 1 9 6 6 ) .

2 . 8 . -  d-ATiA d e l i i d r f i g a .

Lenominnda  t '  mbien  d-ALA d e a h i d r a t a a a  <5 p o r f o b l l  i n d g e n o  

a i r i t e t a g a . p o r p u e  ya se r e f i r i d  a n t e r i o r n a n t e  qua eg a u o a p t i b l e  de 

d a r  p o r  s u  i j r e a e n c i a  unii.mol de P3 G a  p a r t i r  de 2 mol e a da d-ALA 

con d e s p r e n d i i . i i e n t o  de o t r f  a doa m o l d c u l a a  de a g u e .

Leapi i^a quo e l  FBG se o b tu vo  en  fo r m e  c r i e t a l i n a  en  1 9 5 2  se 

dei,.oatr(5 q u e  I t s  p r e p f f r n c i o n e s  de c«?lulaa de C h l o r e l l u  d e o i n t e g r e -  

da y de e r i t r o c i t o a  a v i f i r e a  aagiin Bogorad  y  G rb n ick  (1 9 5 3 )  jPOdian 

s i n t e t i z a r  gr f;n n d n e r o  de p o r f i r i n a a , i n c l u a o  p r o t o p o r f i r i n n  c u a n -  

do se g u m i n i a t r a b a  conio s u s t r a t o  FBG. P or  o t r a  p a r t e  una  voz e a -  

t r b l o c i d o  c l  p ape l  de l d-ALA r u e  a c l r r a b a  que e l  F^G ae p o d r f a  

f o r m a r  p o r  c o n d e n g a c i d n  de doo molea  da d-ALA s i e n d o  l a  r e s p o n s a 

b l e  de e s t a  r e a c c i d n  l a  d-ALA d e h i d r a s a . E n  e s t a  e^poca no ae h a b i a  

p u r i f i c a d o  a p e r t i r  de p l a n t a s  p e r o  se h a b i a  de in os t r ad o  au p r e -  

s e n o i e  e n  numérosag  e g p e c i e a .  E l  d-ALA ae c o n v i e r t e  en  PBG p o r  ex-  

t r n c t o s  de c h l o r e l l p ,  y  do e g p i n a c a s  gegiîn G r a n i c k  ( 1 9 5 4 ) .  Bn l a  ce 

baüf; e t i o l a d a  coiiio i / i t i i c a  G r a n i c k  (1959 y  1961 ) sa a cumula l a  p r o -  

t o c l o r o f i l i d a  <5 como a e n n l a n  S i s l e r  y  K l e i n  (1 9 6 3 )  y  Gibson  y c o l .  

(1955 )  cuando se l e g  a d m i n i s t r a  d-ALA.

P o r  e s t a  epo c a  s d l o  se h a b i a  l o g r a d o  p r e p a r e r  muy p u r i f i c a d r .  

l a  d-ALA de l i id r !  sh a j i s r t i r  de hfgfido de b u e y , d e  e r i t r o c i t o a  a v i a -

- 13 -



r e g , d e  r e t i c u l o c i t o s  de cone j o  ;iegâi: û r n b n j o s  do Gibaon ,Keube rg y 

S c o t t  ( 1 9 5 5 ) y  de Sc hm id t  y niioi.iin ( 1955) y en Hliodopaeudotiionaa 

g p h e r o i d e a  p o r  Burnhnm y Lr.gcel i .og ( l 9 6 3 ) i P e r o  no de p l t n t n o  s u p e -  

r i o r e s .

Ln e n z i m a , a i n  c o n a i d e r n r  au o r i g e n . g e  a c t i v a  p o r  oonipueatoa 

g u l f  i h i d r f  l i c o a  , t f i l e g  como e l  g l u t n t i o n  6 c i a t e i n a  y  eu; ndo p r o c é 

dé d e l  R . g p h e r o i d e a  r e q u i e r e  p a r a  au n c t i v a c i d n  i o n e a  p o t a a i o .

Bn aho a  yn mas r a c i e n t e a  se h a  p o di do  i d e n t i f i c a r  s u  p r e a e n — 

Ola en  p l a n t a s  a u p e r i o r e g  é  i n c l u s e  p u r i f i c a r .  E n t r e  o t r a s  ge ha 

e n c o n t r a d o  en e x t r a c t o s  de c ^ l p l a e  c u l t i v a d a a  de s o j a  p o r  X i f r a  y 

c o l .  ( 1 9 7 1 ) y en c o t i l e d o n e g  de p e p i n o , d e  h o j a s  de c ebada  y de a -  

l u b i a  po r  B ea l  y C a a t e l f r c n o o  ( 1 9 7 4 ) .

She min ( l 9 7 6 )  h a  r e a l i z a d o  un t r t b a j o  b a a t a n t e  c o m p lè t e  s o b r e  

l a  e a t r u c t u r a , f u n c i d n  y  mecaniamo de e s t a  enz ima y  en  o t r o  a s p e c t o  

Cheh y  H e i l a n d a  (1976)  h a c e n  une  r o v i n i d n  de au s  p r o p i e d a d e s  c a t a -  

I f t i c a g  y  au I n h i b i c i d n  p o r  e l  medio f . i b i e n t a l .

2 . 9 . -  P o r f l r i n a g .

La l i t e r a t u r e  a o b re  p o r f i r i n t s  ea  e x t e n s i a i m a . P o r  e s o  no 

vawoa a e f e c t u a r  una  r e l a o i d n  e x h o u a t i v a  de t o d e  au b i b l i o g r a f f a  y 

s o la m e n te  nos  vamoa a l i m i t e r  a  r e a e f l a r  l a  e x i s t e n c i a  r e s p e c t e  .a 

l a s  p o s i b l e a  p o r f i r i n a a  que ae o n c u e n t r a n  en e l  r e i h o  v e g e t f i l  d er. 

d e t e r m i n n d o a  c a s e s  p o r  au p o a i b l e  a p l i c a c i d n  de metodol .ogfa  6 a i s -  

l a m i e n t o  y  r e c o n o c i m i e n t o  de a q u e l l a a  a  l a s  e n c o n t r r . d a s  en e l  r e i -  

no a n i m a l .

En p r i m e r  l u g n r  ae pueden  c i t a r  r e v i s i o n e s  como a c o n t i n u a c i d  

se in d ic f -n  :C o n c e p to s  modernoa  de l a  b i o g d n e a i s  de p o r f i r i n a a  y e l
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n d c l s o  de Ifi co r r i i i r ;  cè 1ii v i t ' - i l i i m  B-jp heclio p o r  B y k h o v a k i l , Z a l t -  

ge va y Bukin  ( 1969 ) .  l e  v i n  t a  nob r  ; Ir, bicqufiaic!. ;  ,pf t .ologi f i  b i o q u f m i  

en , d if ’. g n d s t i c o  ol i n i c o  y t r a t a i  i  fii t;o de p o r f  i r i a g :  rer . l  iut-da p o r  Ti '  

î i o n g  î!o ( 1 9 7 2 ) .n : iv in l  a s o b re  l a  c o i . i p o s i c i ( 5 n , b i o s l n t e a i g  y b i o q u f -  

mica de u r o p o r f i r i n a , c o p r o p o r f  i r i n a  y p r o t o p o r f i r i n a  y l a  t e r a p d u -  

t i c u  de p o r l ' i r i n u r i n s  e r i t r o p o y d t i e n s  y h e p d t i o a a  huDinnas en Gnjdo; 

Torok ( 1 9 6 9 ) y p o r f i r i a s  y p o r f i n u r i a a  G r a t e oos ( 1 9 7 2 ) . H e v i s t a  de 

E l d e r , Gnry y  r i e k o l  non (19'^3) s o b r e  l a  b i o c u f n i c a  de p o r f i r i n a a  , 

c l :  u i f i c a c i d n  y  n o m e n c l n t u r a  de l a s  p o r f i r i a s , su  i n v e g t i g a u i d n  y  

p r e s e r v a c l d n  de n iu e s t r o s  de o r i n a , ] i e c e s , e r i t r o c i t o s  y  p l a s m a . R e v i s  

t a  s o b r e  p o r f i r i n a s  como ointeniws de t iode loa  p a r o  e l  e e t u d i o  de re 

l a c i o n e s  e o t r u c t u r a l e s  b ê c h a  p o r  A d l e r  ( 1 9 7 3 ) . C o n t r o l  de b i o s f n t e -  

s i s  de p o r f i r i n a , r é v i s i o n  e f e c t u a d a  p o r  K i k u c h i  ( 1 9 7 3 ) • B i o n f n t e a i s  

de p o r f  i r i n ; . s , c l o r i n a s  y c o r r i n a s  B a t t a r b y  y Donald  ( 1975) «lin v i a i d .  

de p o r f i r i n a s  y su  b i o s f n t e n i a  e f e c t u a d a  p o r  Kozuru  Witauo  y c o l .  

( 1 9 7 7 ) .  l ’o r  l î l t im o una  r e v i s  t a  s o b r e  p o r f i r i n a a  en l o  que c o n c i e r -  

ne fi e a t r u c t u r a , b i o s f n t e a i g , r e a c c i o n e s  y  p r o p i e d a d e e  de p o r f i r i n a s  

y co inpuea tos  r e l a o l o n ;  d o s , e f e c t u a d a  p o r  Smi th  ( 1 9 7 7 ) .

Bn v é g é t a l e s  se hnn r e a l i z a d o  e s t u d i o a  s o b re  p o r f i r i n a s . Son 

c l d a i c o s  l o s  de Bogorad (1958)  s o b r e  l a  s f n t e s l s  de p o r f i r i n n s  a  

p a r t i r  de p o r f o b i l i n d g e n o ; i n t e r a s a n t e s  l o a  de H ebeiz  y c o l . ( 1 9 7 0 ) .  

M a u x e r a l l  (197 7)  r e a l i z a  un a  r e v i a i d n  s o b r e  I t s  p o r f i r i n a s  y l a  

e s t r u c t u r a  de l a  o l o r o f i l a  e n  r@in.cidn a  s u  f o r m a c i d n  en e l  p r o -  

ce so  f o t n i n t d t i c o . r o r  ot r f ;  r t e  Kang y S p i k e s  ( l 9 7 6 ) e s t u d i a n  l a  

f o t o o x i d a c i d n  p o r f i r i n i c a  de l a  a p o p e r o x i d a a a  de Horse r a d i s h , y  

X i f r a  y  B a t l l e  (197 8)  r e a l i z a n  una a e r i e  de t r a b a j o s  s o b r e  l u  b i o -  

s f n t e s i s  de p o r f  i r l n a s  ,enziti iug in m o v i l  i zad f i s  y l i g o n d o s  y e n t r e
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e l l  00 e l  e s t u d l o  oobre a u o c i i i i l  Go A n l . i t e t n a a  pro oe dente  de c d l u -  

Ifig cul t ivr idf ig  de hf'ba do s o j a .

Ta mbien r e  hnn i n v e s t i / fd o  Ic:; i n d u c t o r e s  que pueden incremen- 

t f . r  l a  b i o g e n e s i s  de p o r f i r i n a a  y  Io n  me on n i  a mo s de b i o a l n t e u i s  de 

p o r f i r i n n s  i n d u c i d a s  p o r  d r o g a s . r e t i l i z a d o  p o r  G e ra ld  y o o l . ( l 9 7 5 ) .  

De t o d o a  e s t e s  i n d u c t o r e s  qu fm ic oo  d e s t a c a  p o r  au g r a n  p o t e n c i a  I t  

a l i l i s o p r o p i l a c e t e m i d a  ( G r a n i c k  y K e p p n s , 19 67)•  G r a n i c k  y  G r a t a  

( 1 9 6 3 ) e n o u e n t r a n  un marc rdo  i n o r e m e n t o  e n  t a  a c t i v i d a d  e n z i c i d t i -  

ca  t a i t o c o n d r i a l  h e p d t l c a  de l a  d-ALA s i n t e t a s a , c u a n d o  a  l o a  c o b a y t  

se l e s  a l i m e n t a  con  3 , 5 - d i o a r b e t o x y  1 , 4 - d i h i d r o o o l l i d i n e . A l a s  24 

h o r a s  h a y  una e l i r a i n a c i d n  n i ^ i m a  de PDG p o r  o r i n a  y  de l a s  24 -  48 

h o r a s  se acumu ion  l o a  g r d n u l o s  de p o r f i r i n a  en  c d l u l a s  de p a r ^ n q u i  

ma h o p f l t i c o . G r a n i c k  (196 6)  r c r l i z d  un e s t u d i o  s o b r e  I n  i n d u c i d n  i n  

v i t r o  de l a  s f n t e s i s  de d-ALA a i n t e t a s a  on p o r f i r i a  qu f i a io a  y l a  

r e s p u e s t a  a c i e r t a a  d r o g a s , ho rmones  s e x u a l e s  y  p r o d u o t o s  q u f u i c o s ,  

de t o d a s  e s t a s  s u a t a n c i n s  l a s  de mflxima a c t i v i d a d  s o n  l a s  n i g u i e n  

t e s :  e t i l a m l n o m a l o n a t o , g l u t e t i m l d a , g r i s o o f u l v i n a , d i e t i l  1 -4  d i h i d z

2 - 4 - 6  t r i m e t i l p i r i d i n  3 -5  d i c a r b o x i l u t o  (DDC) y e l  d i e t i l  2 - 4 - 6  t r  

m e t i l p i r i d i n  3 - 5 -  d i o a r b o x i l a t o ; l e  e i g u e n  e n  a c t i v i d a d  e l  mesunto  

m i l o n t a n , c l o r a n f e n i c o l j d c i d o  d i a l i l  b a r b i t d r i o o , f e n o b a r b i t a l  a d d i -  

c o , y  e l  ^ - m e t i l g l u t a r a t o  d i e t i l e s t e r .

-^or l a  aomern y  s s q u è m d t i c a  d e s c r i p c i d n  a n t e r i o r  de l o s  p a s o e  

i n t e i ' D i e d i a r i o s  t e r o e r o , o u a r t o , q u i n t o  y s e x t o  se deduce  cue e n  l a  

b i o s f n t e s i s  de I q ^ r o t o p o r f i r i n a  IX y p o r  ende de l a  c l o r o f i l a . l o s  

coM pues tos  que con n a s  p r o b a b i l i d u d  ae pu ede n  e n c o n t r a r  e n  I t s  s e -  

m i l l a s  g e r m i n a n t e a  son l a  u r o , l a  oop ro  y  l a  p r o t o p o r f i r i n a .  I’o r  e -  

so y  en e s t e  a p a r t n d o  n os  vai.ioa a r c f e r i r  a  e l l a s . B o g o r a d  (195S)  c
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t e c t a  una  u r o p o r f i r i j i d ;  ono i sou. i n  ;ir- en /;érmen de t r i g o  eue c a t s  -  
1 i:-.a I f  r f n t e r l n  t'c n ro i i c r ; ' i a ' i r . i  ■ ;  .a l.TI e p a r t i r  de F"G«

Frydinan , Valoa l im a  y Frydi.iaii ( l t ' 7 3 )  y Frydinari y Frydmmi (1 0 7 5 )  i n  -

v Q s t i g a n  s o b r e  e l  r aec fn i an o  y n a t u r a l  oza d e l  p r o c e a o  do Ip. b i o s f n t

s i s  do ur opor f i r i i i ( 5 / - eno  a  p a r t i r  d e l  PBG.

3n l o  que  r e s p e c t a  a l a  c o p r o p o r f i r i n n  hn s i d o  mas e s t u d i n d a  

e n  e l  r e i n o  a n i m a l , como e a  n a t u r a l  .T or  e jen ip lo  h a  o id o  e s t u d l & d o  

au o r l g o n  e n  luin r e v i a i d n  aob re  l a  o x o r c c i d n  p o r f i r f n i c n  on l a  

o r i n a  y m é t a b o l i s m e  anor m al  de l a s  p o r f i r i n a s  en e n v e n e n a iü i en to  

con plomo p o r  H u i r n  Hs j i r ie  ( 1 9 7 1 ) . P e r o no o b s t a n t e  se ha e s t u d i n d o  

ta i i ibien en o t r o s  i n d i v i d u o n .  Gi baon , I ! f i t t hew,M pub erg er  y  T a i t  (19* i 

y T a i t  y G ibs on  (1961)  coc iprobnron en  b a c t e r i a n  f o t o a i n t d t i c e g  oo-  

mo l îhodopaeudomonas s p h e r o i d e s , 1 a s  ba j f - s  o o n c e n t r n c i o n e s  de e t l o -  

n i n n  i n h i b e n  l a  s f n t e s i s  de l a  b a c t e r i o o l o r o f i l a  y  e s t i u i u l a n  g r a n -  

demente  l a  acumula  c i d n  de l a  c o p r o p o r f i r i n a .  P o r  o t r a  j s r t e  J e n s e r  

( 1 9 6 3 ) e t ap leando  c r o n i a t o g r a i f a  e n  cf.pn d e l g u d a  d e m o s t r d  l a  p r e s e n -  

c i a  de l o s  i s d n e r o a  I  y I I I  de c o p r o p o r f i r i n a  en e l  S t a p h y l o c o c c u s  

a u r e u s  ( J T / 5 2 ) .

La p r o t o p o r f I r i n n  IX f u d  yn e a t u d i n d a  p o r  G r a n i c k  e n  1948 d e -  

m o s t r n n d o  ru e  erf< un coiapuosto p r e c u r s o r  de l y b l o r o f i l a  y  en  e s t e  

rnisi'io a ho G r i n s t e i n  y  I laxv/el l  p roponi f in  e l  empile o de un m ic rom dto -  

do p a r a  l a  d e t e r r . i i n a c i d n  de p r o t o p o r f  i r i n a  l i b r e  de e r i t r o c i t o a . 

M is h id a  y Lnbbe (1959)  y J o n e s  (1963)  hn i n v e s t i g a d o  l a  enz ima que 

c a t î  l i z a  l a  a c c i d n  de i n c o r p o r a c i d n  de l o s  i o n e s  f e r r o s o s  en l a  

p r o t o p o r f i r i n n .

P o r  o t r n  pi! r t e  ha a i d o  e a t u d i a d n  l a  f o r m n c i d n  enz fu i ic n  de l  d a -  

r i v a d o  monone t i l e  g t e r  de l;i m.n/nesio p r o t o p o r f  i r i n a  IX p o r  î a i t  y
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Gibso n  ( 1961 ) , p a r n  e l  To I n  c a t u  1 i ; . i ü  I p e f e c t d n n  i n c u b a n d o  I l -p ro -  

t o p o r f i r i n n  IX y S- ad e n o o iT t i ie t i o n in f i .

F i n a l t n e n t e  se ha n  c n r n c t e r i z a d o  p o r  B r o u i l l e t ,  A r a e l i n  y 7p- 

l l a n d  ( 1 9 7 5 ) l o a  oo tapues toa  i n t e r u i e d i a r i o a  t e t r a p i r r d l i o o s  do l a  

b i o a f n t o s i a  de p r o t o p o r f i r i n a .
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3 . -  OBJ3TO DEL TPj .BaJO.

En rvuea t ro  D a p a r t o n e n t o  sa hab i f .  I r . i c i a d o  e l  e a t u d i o  de l a  clc-  

r o f i l î î  en l a  s e n i ! l a  de P i n u a  p i n e a  d e t a c t a n d o  e I d e n t i f l o a n d o  sus  

don c l o r o f i l a n  e x i s t e n t e a  n y b y re  h n b i n  a e g u i d o  s u  e v o l u c i d n  

o u f u i t i t n t i v a  dur fi t i t e e l  c u ra o  de l a  p_'ngerrninaci(5n y g e r m i n a o i d n  

p r o p i a m e n t e  d i c h n  cono ya ne i n d i o d  ei, l a  I n t r o d u c o i d n .  P o r  o t r a  

p a r t e  açdinbia l o g r a d o  t a m b i o n  i d e n t i f i o a r  d-ALA en l a  a e u i l l a  de 

P inu g  p i n e a  e n  d i f e r e n t e a  e a t a d i o s  de g e r m i n a o i d n  y  su p o a i b l e  o -  

r i g e n  b i o a i n t J t i c o  como ne r e f i e r e  en l a  P a r t e  T e d r i c a  y  deDios -  

t r a r  d o n n e r a  f e l r  o i e n t e  y p r e v i a  l a  a c t i v i d a d  e n z i m & t i c a  d-ALA 

d e h i d r ! ? s i G a ; e a t o g  d l t i m o a  o b j e t i v o s  o f r e c i n n  un a m p l i o  y p r o g r e -  

a iv o  carapo de i n v e g t i g a c i d n  oue p o d i a n  o o n d u c i r  a l  a o l a r a m i e n t o  

de l o g  p r l m e r o g  pr-.sog i n t e r m e d i a r i o a  de l a  B i o s l n t e g i s  de l a  o l o 

r o f i l a , e n  l o  c o n c e r n i e n t e  n l a  p r i m e r a  f e s e  de e l l e , e s  d e c i r , h a s 

t s  l a  b i o g e n e s i s  de l a  p r o t o p o r f i r i n a  IX.

Hey que  t e n e r  p r e s e n t s  que e n  l a  e e m i l l a  de P i n u a  p i n e a  no se 

ha  v e r i f i o e d o  n i n g u n u  i n v e e t i g a o i d n  a  e s t e  r e s p e c t e  ;que e n  If .a 

p l a n t a s  s u p e r i o r e s  h a y  t o d a v i a  p u n t o s  que a o l a r a r  ô que son  o b j e t o  

de G o n t r o v e r s i n n  cono os p o r  e jo m p lo  1" o x i c t e n c i n  de d-ALA s i n t e -  

t n s n  y que po r  e l l o  s é r i a  i n t e r e s n n t e  o b j e t o  de e s t u d i u r  s u  p r e -  

s e n c i a  en l a  a e r a i l l a  de P i n u a  p i n e a  ; e l  c o n f i r m e r , p o r  o t r a  p a r t e ,  

l a  a c t i v i d a d  d-ALA d e l i i d r f î a i c a  p a r a  l a  f o r m a o i d n  de PBG a  p a r t i r  

de d-ALA y , y a  con e s t o s  s i l l  a r e s  b f 1 s i c o s , l l e g H r  n s a b e r  quë  p o r f i r i  

n a s  son l a g  que so o r i g i n a n  en  e s t o s  p r i m e r  os  p a s o s  i n t e r i u e d i a r i o s .

Po r  esxo  y como b a s e  ii« i i i v e s t i g j i c i o u a a  a  l l o v a r  a  o a b o ,  sc
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p l a n e d  d a m oa t r i i r  on p r i m e r  tdj 'mino li  a c t i v i d a d  d-ALA a i n t e t d n i c a  

en piabncjg n d i f e r o n t e s  e a t a u i o c  do , 'o r in in nc id n  jd e s p u e g  o b t e n a r  

un ‘i x t r n c t o  e n z i m d t i c o  p u r i f i c a d o  e n  e l  c u r l  ae p u d i e r u n  e a t u d i a r  

6 c a r : ' : c t e r l z . ' r  1 : 0 p r i n c i p a l e  g p r o p i e d f i d e s  de l a  e n z im a .  En oagunoL 

t d r i i i n o  i n v e s t i g a r  i g u a l m e n t e  Ino  c o n d i c i o n a g  de l u  a c t i v i d a d  en z l  

m d t i c a  d-ALA d e l i i d r d a i c a  en  se mil l a s  en  c o n d i o i o n e a  a n d l o g a s  de 

g e r m i n a c i d n  y p r e g o r m i n a c i d n  en l u s  que se e s t u d i a r a  l a  d-ALA a i n 

t e t a s a  ; p u r i f  i c a c i d n  de l a  enz im a y  e s t u d i o  de s u s  p r i n c i p a l e s  oa— 

c a r a c t a r l s t i c r n  on s i  e x t r a c t o  de p u r i f  i c a c i d n .  Por  vîl t i n o  y  e n  

t o r c e r  t d r m i n o  se La t m t a d o  de d e t e c t a r  e i d e n t i f i o a r  l a  o x i s t e n -  

c i a  y  c l a g a  de p o r f i r i n n s  o.ue p u d i e r a n  l i abor  d u r a n t e  e l  p r o c e a o  de 

ge r i i i in ac i dn  y e n  s e m i l l n s  no g e r i n i n a d a s ; l a  r e s p u e s t a  de l a  s e t a i -  

1 l a  p^ lete rminr .dos  e s t i n u l  a n t e s  de l a  b i o g d n e a i s  de p o r f i r i n a a  y  l a  

e v o l u c i d n  c u a n t i t a t i v n  de If .s  mistnfig ên d i f e r e n t e a  e a t a d i o o  de p re  

g o r w i n a c i d n  y g e r m i n n c i d n  p r o p i n m e n t e  u ioh t i .

3 . 1 . -  r î e t o d o l o g f a  on l a  l i t e r a t u r a .

Con clioljo mo t iv o  se r e v i a a r o n  l o s  mdtodos  de d e t e r m i n o -  

c i d n  de a c t i v i d a d  e n z i i n d t i o a , d e  n i a l i i m i e n t o  y p u r i f  i c a c i d n  de l a s  

enz im as  d-ALA a i n t e t a s a  y d-ALA d e h i d r a s a  y de l a s  d e t e r m i n a c l o n e s  

de l a s  c o n s t a n t e s  de f k h a e l i a ,  pH d p t i r a o , te m p e r a t u r a  o p t i m a , a o t i -  

v a d o r e s  e i n l i i b i d o r s a  y de sp ud a  d ^ m  a c o p l a m i e n t o  a  l a s  s e n i i l l a s  

de P i n u s  p i n e a , s e  a d o p t a r o n  l o s  que  v i e n e n  d e s c r i t o s  en  l a  P a r t e  

e x p e r i m e n t a l  e n  e l  a p a r t a d o  de I . f e t e r i a l  y  mdttidos 4 . 1 . , que compren 

de l o s  R u brp n r tn doo  4 . 1 . 1 .  ( 4 . 1 . 1 . 1  -  4 . 1 . 1 . 8 ) y 4 . 1 . 2 .  ( 4 . 1 . 2 . 1  -  

4 . 1 . 2 . 6 ) i p o rq u e  son mdtodos  g é n é r a l e s  en  l a  b i b l i o g r a f i a  a i n  d i f e -  

r e n c i a s  o s t e n s i b l e s  do unos  a o t r o s  en coda d e t e i m i n a c i d n .
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Bn l o  que ru ape e t ; '  ti p o r i i r i i ,  .3 siu pueden  d e s t a c a r  ooi.io udtoao 

de d e t e c c i d n  é  Id u n t i . f  i c r n i  dn l o a  ;ut e a t a n  b a s a d o o  en la. s é p a r a — 

c i d n  de l a s  mi a ma a d e s p u d s  de a i s l n d a n  po r  ®rowato/ ' ra. f  i n  s o b re  p a -  

p e l , e n  oa'pu d e l g a u a  ,e l e c t r u i o r J e i s  y ue o e n n i n a o i d n  e a p e u l r c i o t o , -  

m d t r i c o .  La s e p n r a c i d n  de p o r f i r i n a a  se puede e f e c t u a r  g l o b a l m e n -  

t e  s e p n r d .n d o ln s  e n  e a t a d o  l i b r e  6 b i e n  en fo rm a  de e s t e r a s  p a r a  

d e s p u d s  s e p a r e r l a s  u n a s  de o t r a s .

S t r a i n  y Syec  (19 75)  d e s c r i b e n  t é c n i c a s  de s e p a r a c i d n  p a r a  

c l o r o f i l a s  y  p o r f i r i n a a  p o r  medio de oo lumnas  y  c roua tog r t - f i f>  s o 

b r e  p a p e l . I g u n l m e n t e  l i i o h o l n s . y  R ig m in to n  (1955)  em p le an  c r o i . a t o -  

g r a f f a  s o b re  copa  d e l g a d a  p a r a  l u  s e p n r a c i d n  de p o r f i r i n a s .

Los e s t e r a s  de p o r f i r i n a s  t a m b ie n  l o s  s e p a r a n  p o r  c r o m u t o g r a -  

f i e  s o b r e  p a p e l }  a s f  P a l k  y Benson (1953)  d e s c r i b e n  un rnétodo que 

odema s de s e p a r n r  l o s  e s t e r a s  i s o t n d r i c o s  de u r o p o r f i r i n a  I  y III 
p e r m i te  e n  o o m b in a o id n  con e l  mdtodo de Œiu ,Green  y Chu ( l 9 5 l )  l a  

i d e n t i f i c a c i d n  de l a s  p o r f i r i n a s  n z t u r a l e s , u r o p o r f i r i n a  I  y I I I ,  

c o p r o p o r f  i r i n n  I  y  I I I  y  p r o t o p o r f  i r i n n . E l  tadtodo de e s t o s  l î l t i -  

raos E’. u t o r e s  e s  un micr omd todo  pEira l a  d e t e o c i d n  y o e p a r a o i d n  de 

e s t e r a s  m e t i l i c o s  de c o p r o p o r f  i r i t i f i s  I  y I I I , p r o t o p o r f  i r i n a  IX, 

m e s o p o r f i r i n a  IX y  u r o p o r f i r i n a  I , p o r  c r o m a t o g r a f f a  s o b r e  p a p e l .

La c r o m n t o g r a f  fn  s o b r e  capn. d e l g a d a  t a m b i e n  hn s i d o  lui md- 

to do  muy empleado  pf r;. l a  s e p a r n c i d n  de m ezc la  de p o r f i r i n a s  l i  -  

b r e s  una  vez  a i s l a d a g  y de su s  c o r r e a p o n d i e n t e s  e s t e r e s , D e m o l e  

( 1 9 5 8 ) ; t n m b i e n  J e n s e n  (1963 )  y B a l e k  y  S a u t k a  . ( 1 9 6 5 ) r e a l i z a n  s e -  

p a r f i c i o n e s  de p o r f i r i n a s  p o r  o r o m a t o g r n f f a  en  capn  d e l g a d a .

E l i  av /or th  ( l 9 6 9 )  d e s p u d a  de e x t r a e r  l i  s p r o t o p o r f i r i n a s  IX con c l c

- -  21 —



rofor tno de/mn a o l u c i d i i  u s u t i ’n j  u-/ (oj-iir e l  cl .o rofornio  , d l s u e l v a n  

I: R poiM'iri i i i  3 on ?-* l u t l d i i i n  y np l  lo n n  a p l n c n o  p ra p a r f id a e  

con un« GfipH de , e l  do BlOy. El d e e n r r o l l o  l o  e f e c t i i a n  con 2-6  l u -  

t i d i n f i , c o n o  I f o u i d o  de e l u c i d n  d ^ l o s  u an ch n e  e t f ' . no l .C on e s t e  p r o -  

c e d i i a i e n t o  do s e p n r n c i d n  s a b i e n d o  l o s  Ilf o b t e n i d o s  y  oomblndndo-  

l o  con In e g p e c t r o f o t o m n t r x u  de l o s  v n l o r o s  oromE t o g r d f l c o a  de 

I n s  b n n d n s j l l e g :  a In c o n c l u s i o n  do cue  l a  bnndti A e s  p r o t o p o r f i r l  

nn IX, l a  B p r o t o p o r f  i r i n n  IX r a e t i l e s t e r  y l a  bf.nda C l o  d i m e t i l -  

e n t e r .  El mismo 31 I s w o r t h  a n  c o l n b o r n o i d n  con P e r k i n s  y  Snow (970)  

p u r i f i o n  p o r  C.C.D.  d i h i d r o p o r f i r i n n s  y  Doss ( 1 9 7 0 , a )  e s t u d i a  p o r  

C.C.D.  l a  s e p a r î i c i d n  de l o a  e s t e r a s  r n e t f l i c o a .

Bn a p o r f  i r i n n  a ,  unfi vez n i a l a d n g  y  aa pe rc d f i s  , se pu eden  c n r a c t t  

r i z n r  po r  au f l u o r n s c e n c i a  <5 e a p e c t r a l m e n t e  po r  sus  b a n d a s  de a b -  

s o r c i d n  (5 por  I n s  b;indtta de Sore  t .  Do a a ( 1 9 7 0 , b )  y  Doss ,G1 s h o e f  e r y  

y Dorraston (1971)  hnn  d a t e r m i n a d o  p o r f i r i n a s  d e a p u d s  de e e p a r a d a s  

p o r  C.C.D.  i t i idiendo s u s  f l u o r é a c e n c i n s  i n  s i t u .  J i r a a  y  Kordao  ( 1. 

9 7 6 ) p o r  n e d i o  dc / l r r  b n n d r o  de S o r e t  d e t e c t n n  no n o l ^ n e n t e  u r o ,  

h e p t a , p e n t a  y  c o p r o p o r f  i r i n a , a i n o  tn m b ie n  c i n c o  p i g m e n to a  f l u o r e s 

c e n t e s  r o j i z o s  ( n u b p o r f i r i n n s )  con In  laistaa bfindn maxima de S o r e t  

cue  If) u r o p o r f  i r i n a .

P o r  d l t i i . io  liFicet.ioa r e f e r e n c i n  de l a  CIC.D .de  p o r f i r i n n s  l i b r e  

s o b r e  t n l c o  ('.Vitli, 1967) , de  In  s e p a r n c i d n  p o r  c r o m n t o g r n f  f a  en capn 

d e l/yidn do c o l u l o a a  (Gnjuoa  -  ï o r ü k , 1 9 6 0 ) y  de l a  e e p a r a o i d n  p o r  

C.C.D.  de l o a  e s t a r e  g ne t f l i o o s  de p o r f i r i n a s , c l o r i n a a  y compues— 

t o n  r e l a c i o n a d o s  con hojr^n o p l a c f ' s  yn p r o p n r n d a s  de Eas tman "Chrt. 

tnagrfiDi" por  Iei t d o n l c o  que dri n î i g n f f i c o s  r e s u l t c d o e  de Chu y Chu 

( 1 9 6 6 ) .
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CoLio c o l o f d n  In aoniora i s v i n ’jEi p n s u d a  a  l o a  t r a b n j o a  de C. 

0 . 3 .  aob re  p o r f  i r i n n a , cltart- ' i . ios dob I 'u v i a io i i e a  I n t e r s a a n t e a  aobr e  

Ifi d e t e r u i l n u c i d n  de p o r f i r i r i f i s  p o r  C . 0 . 3 .  y o t r u s  t i fon tc t . a  crotiUi- 

togr f î i ’i c a a , I n s  l l e v o d a s  a cabo p o r  Doaa (1 9 7 2 )  y  e l  u i s u o  Doss 

( 1 9 7 6 ) ao b re  n d t o d o a  da d i a g n d a t i o o  c l f n i o o  p a r a  l a  d i f e r e n c i a c i d !  

de d c a d r d o n e n  m a t r b d l i c o B  en p o r f f r l n a  p o r  t e c n l e r a  o r o m n t o g r d f 1 -  

c n s .

La e l e c t r o f o r d s i a  l i s  s i d e  o t r o  medio de s e p a r a c i d n  de p o r f i -  

r i n a a , p e r o  ae ha  em pl eado  u aa  que nadn en  e l  d i n g n d a t i c o  c l f n i o o  

y s p l i c . '  do a p o r f i u r i a s  p o r  F i a c h l  y  col  . (1970)  ; T r a v e r s e  y Co- 

g u e l e t  (1970)  y C l o t t e n  ( ^g? 1 ) .

P o r  e a p e c t r o f  o t o i a e t r f a  a« Lan d o t e  j ï u d o  d i d e n t i f  iof.do mucLo 

l a s  p o r f I r i n n s , p e r o  g e n e r a l m e n t e  p r e d e d i d a s  de una  a e p u r a o i d n  c ro  

m a t o g r f t f i c a . a e a  d e l  t i p o  que a e a . K a f  Bogorad  ( 1958) , n e d i n n t e  e s t a ;  

t d c n i c a a  de c r o r n n t o g r a f f a  aobre  p a p e l  y  e a p e c t r a l , e s t u d i o  l a  a f n -  

t e s i s  e n z i m d t i c a  de p o r f i r i n a a  a p a r t i r  de p o r f o b i l i n d g e n o .

S c h o r f , C l o t t e n  y Schm idt  (1969)  e a t u d i a n  l o a  f f i n i t e  a de d e t e o c i d n  

de l a  d e t e r m i n a c i d n  e a p e o t r o f o t o u d t r i c a  de p o r f i r i n a a .

F i n a l m e n t e  s e  ham empleado  r é s i n a s  c n m b ia d o ra s  de i o n e s  p a r a  

l a  o e p a r a o i d n  de p o r f i r i n a a  y a u b a i g u i e n t e  r e c o i i o c i m i e n t o  e a p a c t r  

y  c o m p a r a c id n  oon 1> a a a p a r a c i o n a s  e f e o t u a d a s  p o r  C. C.D.L' stoa  u d -  

t o d o a  ae ha n u t i l i z i d o  mtîa b i e n  en o r i n a a  p o r  Doasa  y  Schmidt  (97 . 

y I- lfir t inez y l l i l l e  ( 1 9 7 1 ) .

l î egp ec to  a l o a  mdtodoa  adop t ;  d os  p a r a  l a  d e t e o c i d n  de p o r f i -
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n a g , e l e j i m o 3 oouio md q icidneou lo a  que v ie  n a n  d e a c r i t o a  e n  l a  P a r 

t e  E x p o r i r i i e n ta l  e a  e l  a p a r t i i d o  da j i u t o r i a l  y i id t o d o a  4 . 1 . 3  y  aub- 

a p a r t u d o o  4 . 1 . 3 . 1 ,  4 . 1 . 3 . 2 ,  4 . 1 . 3 . 3 ,  4 . 1 . 3 . 4  y  4 . 1 . 3 . 5 ,  b u aad o a  

an  e l  a i e l f i m i a n t o  de p o r f i r i n a a  se g d n  ee i n d i e n ,  a u b s i g u i e n t a  s e -  

p a r n c i d n  y d e t e o c i d n  a i d e n t i f i c a c i d n  p e r  I n a  u a n c h a a  de f l u o r o a -  

c e n c i a  r o j a  e n  oupu d e l g a d a  d p o r  l o a  e g p e o t r o a  de a b a o r c i d n  en 

l a s  b a n d a s  de S o r e t .



4 . -  P A R T E E X P E R I M E N T A L .



4 . -  i 'aree  :v::rB::iiu:i:TiiL.

4 . 1 . -  MAIEUIj L T iriTCBOS.

31 j i i a te r i f i l  da p i . r t i d a  ciue go hii emploLdo >in a i d o  somillEit.  

de ? i n u o  p i n e  a p r o c e d e n t e c  de Coon (Segovi t i  ) , coin imn cr ipncidnd ge j  

minn t i v n  de 95  fc.

La e g t r n t i l ’i c n c i d n  aa na  x ' e a l i z a d o  p o n i e n d o  oapaa  s . I t e r — 

n n n t e n  da v e r r n i c u H t H  huniedec ida  con  agua  y  p i f l onea  o o m p l e t o a , e a  

d e c i r . c o n  e p i ape r ia o  n una tempo r a t  u r n  de 4 sC d u r a n t e  d i f e r e n t e a  

p e r i o d o n  de t i e n p o .

La g e r m i n n c i d n  se v e r i f i e d  en  cdmarae  de g e r t i i n a c i d n  J s -  

c o b s e n  n grf.do de liumednd c o n s t a n t e  y a  t e m p e r a t u r e  de 29-30*  C. 

Los t r n t a u i e n t o s  a que f u e r o n  so n ie t i d o a  l o s  p i h o n e a  se  d e s c r i  -  

ben p o s t e r i o r m e n t e .

p a r a  l a s  medidns  e a p e c t r o f o t o m d t r i c a s  se u t i l i z r f  un o s -  

p o c t r o f o t r f i n a t r o  Beckman rnodelo D.U. P a r a  l a s  o e n t r i f u g a o i o n e s  Se 

u sd  unn c e n t r f f u / ; a  r e  f r i g e  rr  da RC-5 S u p e r s p e e d  R e f r i g e r a t e d  C é n t r i  

f  u /re . p a r a  l a  s o n i c a c i d n  se e tip l e d  e l  Omni-Mixer  S o r v a l l  y p a r a  I t  

i n c u b n c i o n e s  e l  bnho Cnl lenknmp r e g u l a b l e  a v a r i a s  t e m p é r a t u r e s .

La I d m p r r a  de l u s  u l t r a v i o l e t s  I lnnovin Lampe ( -^f tcisa)  f u d  l a  em— 

p l e a d a  p a r a  v i s u n l i z a r  e n  1 n s  p i n ç a s  de c r o m n t o g r n g f a  en cnpa d e i 

gn dn If is manchas  de p o r f i r i n a s .  Por  u l t i m o  se u t i l i z d  t a m b ie n  un 

p o t e n c i d r a e t r o  R a d i o m e t e r  Copenhagen pll M e t e r  22.

4 . 1 . 1 . -  d-ALA S i n t e t a s a .

3n  t d r m i n o s  g e n a r n l e s  l u  b i o g d n e s i s  d e l  d-ALA se v e r i 

f i e s  n p a r t i r  de s u c c i n n t o  n c t i v n d o  ( s u c c i n i l  Co. A) y  g l i c o c o l a  ei:
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presenc iE i  de d-Al/ \  s l n t e t t i u i . .  Uo o b s t i . n t e  l a  r e a c c i d n  t i e n e  o t r o s  

r e q u e r i i a i e n t o e  y r i e c e o i t n  o t r o i  cciipiteatom p a r a  s u  e j e c u c i d n  como 

do sp ud s  w r o n o r  d o t ' l l  1 o d r r o n t e  .

4 . 1 . 1 . 1 P u r i f i c a c i d n  de l a  enz im a .

Sagiîn Burnhnm y La ce l i e s  ( 1 9 6 3 ) .  S s t d  btisadti en 

l a  o b t e n c i d n  de un e x t r n c t o  a  p a r t i r  de a m b r i o n e s  e n d o a p e r tn o s , s e -  

g u i d o  de unn p r e o l p l t n c i d n  a c a t d n i c n  y de apuds  de o t r a  con a u l f a -  

t o  £imdnioo,y unn a e r i e  da i . i f inipu lnc ioneo d u r a n t e  e l  o u r so  de l a  

p u r i f  i c a c i d n  que  pei 'oi i te  o b t e n e r  e x t r a c t o s  e n  l o a  o u a l e a  ae pueden 

e j e c u t a r  una  s e r i e  de d e t e r m i n a c i on e s que  d e s p u d s  ée d e s c r i b i r e n .

4 . 1 . 1 . 1 . 1 . -  S x t r n c o i d n .

Pd sens e  exn o tn m ent e  a l r e d e d o r  da 50 gramos  de 

p i h o n e a  y  s e p d r e n s e  e n b r i o n e a  y endosp ermos  y pd s e n s e  cada  una  de 

l a s  doa p a r t e s  p o r  3 e p u r a d o , p a r a  s e g u i r  d e s p u d s  con ca da  uno de 

e l l o s  t o d o  e l  p r o c a d i m i e n t o  de p u r i f i c a c i d n .  Cada m a t e r i a l  t r i t d r c  

se en  m o r t e r o  e n f r i n d o  a  0 * Ü . , oon a r e n a  de mar l a v n d a  t a m b i e n  en- 

f r i a d n  a l a  miama t e m p e r e t . u r a , con ayuda  de t r i a  b u f f e r  ( O '0 4  H de 

pH 7 *8 ) h a s t a  p e r f e c t s  h o m o g e n i z a c i d n .  Iih o p e r a c i d n  se debe r e a l l -  

l^ar a no mns de 25 C. So n d i c i o n a  mas t r i a  e n f r i n d o  h n s t n  un v o -  

lumen de 300 ml .  De s p u d s  se f i l t r a  p o r  p a p e l  de f i l t r a r  j a r n b e s ,  

hu inedec ido con agua  y comprime e l  r e s f d u o  r e c o g i d o  l o  mas p o s i b l e . 

El f i l t r n d o  g r o s e r o  o b t e n i d o  se somete a s o n i c a c i d n . e f e c t u n n d o  d s -  

tP. en v a r i a s  p a r t e s  a l f c u o t a o  d e l  mistar ,oocio unos  20 m l . o a d a  v ez  

y d u r a n t e  3 m i n u t e s  oada u n a , c o n  e l  f i n  de d e s n n t u r n l i z a r  , lo s  d c i *  

dos n u c l e i c o s  l i b a r a d o s  de l a s  o d l u l a s  r o t a s . E s t a  m a n i p u l a o i d n  a l  

ig u n l  que  Ifis d e n a s  ha y  eue r a a l i z a r l a  n no mas de 2* 0 .  P o r  d l î i -  

mo r e d n a n s a  l o s  I f o u i d o s  d e s p u d s do l a  s o n i c a c i d n .
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4 . 1 . 1 . 1 . 1 . 1 . - 1 r i u e r  pi,ao .  Jx t t t i c t o  b r u t o  .

L.’; aufipüj.Lidii ( i i t e r i o r  e6 c t n t i - l f u g a  s. 2 P C. 

di . rs ri ie  jO ii ii . i . tor.  ' . l ' l u  be a e s c n r t i u i  l o a  r e a i o u o a

c i p i t a d o a  do l a s  c d l u l a s  y p o r  c c d a  10  ml d e l  go br e n a d a i i ta  se adt -  

c i o n a n  2 ml.  de o - f o n a n t r o l l n a  5 mil ; O' 1 ml .d e  ^ - m e r c a p t o e t a n o l  

O ' l  II y 1 m l . d e  01 gT'g 0 '1  T*. E a t o  s u p o n d r f n  p r r o  l o s  300 m l . l a  

a d i c i d n  r e e p e c t i v a  de 60 m l . , 3 ml .  y  3 0  ml .  de d l c h a e  e u a t a n c i a o ,  

p e r o , c o n  o b j e t o  de no d i l u i r  e l  I f q u i d o  de p a r t i d a , s e  l e  puede a -  

g r e g a r  vo ldmeneg  muclio mna r e d u c i d o a  p e r o  a mayor c o n c e n t r a o i d n  d< 

manora  t a l  que  c o n t e n g r n  i g u n i e s  c a n t i d n d e a j F . s f  se puede  t i g r e g a r  

2 ml.  de o - f e n a n t r o l i n a  150 rail; O' 1 m l . d e  - m e r c a p t o e t a n o l  3 M y 

1 ml .d e  0 1 2 %  3 W. Despuda da a g i t a r  ee o e n t r i f u g a  a  6 . 0 0 0  r . p . m .  

Se d e c a n t a  e l  s o b r s n a d n n t e  y e l  r e s f d u o  se l a v a  con raaa t r i s  b u  -  

f f e r  0 ' 0 4  II de pH 7 ' 8  p o r  r g i t a o i d n , se o e n t r i f u g a  de nuevo  d i n  -  

c o r p o r a  e l  s o b r e n a d a n t e  de l o c i d n  oon e l  a n t e r i o r . P o r  d l t i m o  ae 

l i e V 8 a 300 ral .En e s t e  e x t r a c t o  se s e p a r a n  70  m l . p a r a  e f e c t u a r  l a  

d e t e r m i n a c i o n e 3 de p r o  te  I n ; s , a c t i v i d a d  e n z im d t i c f i  y a c t i v i d a d  e nz  

i i idt ica e s p e c f f i c a , p l l  dp t im o y t e  rape r a t u r a  d p t i m a  de l a  a c t i v i d a d  

e n z i m d t i c a , K i . i , r e l a c i d n  e n t r e  p r o t e f n a s  y f o r m a c i d n  de d-ALA,y l e s  

a c t i v R d c r e s  d i n k i b i d o r e s .

4 . 1 . 1 . 1 . 1 . 2 . -  Segundo p u s o . P r e c i p i t a c i d n  a c e t d n i c a .

E l  1 ft]u i d o  r e s t a n t e  de l  e x t r a c t o  a n t e r i o r  

ex î i c t am en te  medido e n f r i a d o  a 05 ü . , s e  a d i c i o n a  l e n t a r a e n t e  s o b r e  

un l i t r o  de a c e t o n a  p r e v i a m e n t s  e n f r i a d a  a  -3 03  C y m a n t e n i d a  a 

e s t a  t e w p o r u t u r a  d u r a n t e  Ifi a d i c i d n  y d e j a  en r e p o s e  p o r  l o  menoo
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10 mlnutoB i ibichîi  tui,paru t u n . ' .  c ; i i t r i l ' u /u i  a  6 . 0 0 0  r . p . m .  d u r a n 

t e  15 m i n u t o s  e n  c r n t r f f u g ;  r t i  r i g u r i ' d o .  E l  p r o c i p i t a d o  so r e s u a -  

pende en 20 in l .d e  ; c e to n r .  : -  jOe G. , r / ; i t t  y c e n t r i f u g a  de nuevo 

para, r e c n g e r  e l  p r e c l p l t a d o .

4 . 1 . 1 . 1 . 1 . 3 . - T e r p e r  p a a o . P r e c i p i t a c i d n  con a u l l ' a t o  aindnle 

E l  p r e c i p i t a d o  d e l  paao oegundo se re  suspend  

en  t r i s  b u f f e r  O ' l  II de pH 7 ' 8  c o n t e n i e n d o  |3 - m e r c a p t o e t a n o l  (2 n 

y EDTA (2 mi l ) .Deopuea  de m e z c l a r  l a  a u a p e n a i d n  d u r a n t e  15 m in u to s  

se c e n t r i f u g n  a 1 5 . 0 0 0  r . p . m . , d u r f i n t o  15 m i n u t o s  y  d e a c a r t a  e l  pro 

c i p i t r i d o . E l  s o b r e n a d a n t e  se l i e  vn a  125 ml .  de s p u d s  de l a  van e l  p re  

c i p i t f i d o  p o r  a g i t a c i d n  y  r e c u p e r a r  e l  s o b r e n a d a n t e  p o r  dec ;  n t a o l d n . 

A l o a  125 ml ae l e  a d i c i o n a n  2 ' 5  ml de ^  - m e r c a p t o e t a n o l  O ' l  H; It 

ml da o - f e n a n t r o l i n a  5 ml.l, 5 ml de 0 1 2 %  O ' l  M y  2 ' 5  ml de EBTA O' 

M y  m ez c la  e l  c o n j u n t o  p o r . a g i t a c i d n .  A t e m p e r a t u r a  p o r  d e b a j o  de 

53  G . , a e  agreg t i  l e n t a i n e n t e  a. e s t e  volumen (145  m l . )  de I f c u i d o  et. 

f r i a d o  p r e v i a m e n t e , o t r o  volumen i g u a l  de s u l f a t o  amdnioo a s a t u r a -  

c i d n  t .ambien e n f r i a d o  a menoa ce 5 3 c .  Doapuee tic  un c q u i l i b r i o  tic 

20 m i n u t o s  ce r e c o g a  o l  p r e c i p i t a c o  p o r  o e n t r i f u g u c i d n  a 1 5 .0 0 0  r ,  

p . m . , d u r a n t e  15 m i n u t e s  y d e a c a r t a  e l  s o b r e n a d t n t e . E l  p r e c i p i t a 

do se r o d i s u e l v e  e n  t r i s  b u f f e r  O ' l  I" de pH 7 ' 8 .  E l  s o l u t o  se  d i n -  

l i z u  toda. l a  noche  c o n . r a  t r i a  b u f f e r  0 ' 0 1  M de pH 7 ' 3  y l i e  va f i 

na l  mente a  100 ml p a n  r e a l i z a r  l u s  d e t e r m i n a c i o n e s  de p r o t e f n a s ,  

a c t i v i d a d  e n z i m f î t i c a  y  a c t i v i d a d  e n z i m d t i o a  e s p e c f f i c a ,  pK dpt imo  

y t e m p e r a t u r r .  d p t i m a  de In  a c t i v i d a d  e n z i m d t i c a , E m , r e l m c i d n  e n t r e  

p r o t e i n a s  y f o r m a c i d n  de d-ALA y l o s  n c t i v a d o r e e  é  i n l i i b i d o r e s .
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lin lo o  cxtr. ' .  u tuo  p r o ,);.rnJo s  n p a r t i r  de l o s  t r è s  pnaoo  de 
e x t r r O c i d i )  sio J i ioLe ron  I; n tdonj.n: g c.ue a  c o i i t i nu r -o id n  se rc-go -

finn en loo  a p a r t a d c a  4 . 1 . 1 . ? ;  4 . 1 . 1 . 3 . ;  4 . 1 . 1  . 4 .  ;4 . 1 . 1 . 5  * ; 4 . 1 . 1 . G;

4 . 1 . 1 . 7 .  y 4 . 1 . 1 . 8 . îlo t c d n s  e l l a s  se u p l l c n r o n  t o t t  l i aen te  un  coda

uno do Los e x t r a c t o s ;  en l o o  a p a r t e d o s  c o r i ’c u p o n d i e n t e a  de i lesuLut

dos se puede c o n f i r i n a r .

4 . 1 . 1 . 2 . -  D e t e r m i n a c i d n  de p r o t e i n a s .

He s i r u e  e l  n ^ t o d o  de Dowry ( 1 9 5 1 ) , t a n  c o n n c i d o  

y eiiple. ' ido que no vamos a d e s c r i b i r l o .

4 . 1 . 1 . 3 . -  I n c u b a c i d n  y  d e t e r m i n a c i d n  e n z i m d t i c a .

P a r a  r e a l i z n r  l a  i n c u b a c i d n  con l o s  e x t r a c t o s  y 

d e t e r i i i i n a r  su  a c t i v i d a d  e n z i m i î t i c a  e s  n e c e s n r i o  e m p l e n r  u n s  mezol ;  

de I n o u b t c i d n  con una  s e r i e  de cou ipues tos  que  pue dan f a v o r e c e r  l a  

i o r n a o i d n  de d-ALÀ e i ^ r c s e n c i a  de l a  d-ALA s i n t a t a n u .  BurLaii  y 

Lasce  l i e s  (1 963)  en  e x p e r i e n c i a s  oue r e a l i z a n , e m p l e a n  p o r  1 ml .  

laSyS igUie nte s  s u s t :  n c i a s ;

G l i c o c o l a  100 j in iol / l ra l .

SuG oin a to  s d d i c o  ICO p t a o l / l n l .

ATP a n l  s d d i c a  10 | t r a o l / l m l .

01 2%  10 p m o l / l m l .

P i r i d o x a l f o s f a t o  0*25 | i m o l / l m l .

G l u t a t i d n  r e d u o i d o  10 j i m o l / l n i l .

T r i s  -  HCl b u f f e r  (pH = 7 ' 2 )  50 ^ m o l / l m l .

3n o t r o s  e x p e r i m n n t o s  a d i c i o n a n  ademds:

EDTA 1 j i m o l / lm l .

Coenzima A 0*53 | t m o l / l n t l .
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‘ -mei'UHptoe (.1 ijol 1 ptaol/lml

S u c c i i i i l  ootii izii .a i\ t i o q u i n a B a  O' 1 j i m o l / ln i l .

No so t r o  8 hetaoQ p r e p n r f d o  lue zc la a  de i n c u b a c i d n  6 l a l l i u o l a r e g .  

P a r a  e l  c d l c u l o  do l a s  c a i i t i d a d e g  h e n o s  tornado como r e f e r e n o i a  l a  

g l i c o c o l a  y de epudo e l  r e a t o  de If-n o u a t a n c i a a  l a s  hemoa de t e r  mi -  

nado p r o p o r e i o n a l t n e n t e . 21 c d l c u l o  de l a  g l i c o c o l a  ae ha v e r i f i d e -  

do do rnanera t a l  que  l a  c a n t i d a d  que se ponga e n  l o s  2 ml da i n o u -  

b a c i d n , s e  p a s s  d e s p u d s  p e r  l a  o o l u m n a , s e  e l u y a  d a t a  con 10 t a l . , se 

to  ma 1 t i l . d e  d s t o s . e s  d e c i r , l / l O  de l a  g l i c o c o l a , que Imya r e a c o i f e -  

nsdo  e n  l a  m e z c l a  de i n c u b a c i d n  y  p o r  l î l t i i j io se l l e v a  a  5 m l . , e u  

l o s  c u a l e s  se p r a c t i o a  l a  r e a o c i d n  p a r a  d e t e r m i n a r  e l  d-ALA f o r m a -  

do ; e s t a  r e a o c i d n  e s t d  b a s a d a  e n  l o  t d c n i c a  de M a u z e r a l l  y  Granic) .  

( 1 9 5 6 ) y a c o p l a d n  a l a  v n l o r a c i d n  en p i h o n e s .  De e s t a  m ane ra  t e n e -  

mos o a n t i d a d  s u f i c i e n t e  de g l i c o c o l a  y  po r  c o n s i g u i e n t e  de d-ALA 

p a r a  que  se pueda  m e d i r  e s p e c t r a l m e n t e  d e s p u e s  de t o d a s  l a s  ma ni 

p u l a  c l o n e s .

En 2 ml de g l i c o c o l a  6 mil l iay 000 p g .  D espue s  d e ^ a  e l u c i d n  

h e b r d  9 00 pg e n  10 m l .  Cotiio de e s t o s  10 m l . s e  t o n a  1 m l . q u e  se 

l l e v a  a 5 m l . f i n a l e s  en  l o s  c u a l e s  se p r a c t i o a  l a  r e a c c i d n  c o l o -  

r e a d a  de d-ALA, c o n t e n d r d  90 J 5 = 1 8  p g .  En l a  e i g u i e n t e  TABLA I  

ae puede v e r  l e s  c a n t i d a d e s  que  se pu eden  m e d i r  de g l i c o c o l a  e x  -  

p r e e n d o s  e n  d-ALA.

-  / 9  -



T A B L A

Il K o l a r i d a d  de g l i c o c o l a 6 mil 3 mil 2 mM 1 '5  mM O'g mM 0 ' 3  mM 1

ii
Il jig en 2 m l .d e  m ezc la  
I l  de I n c u b a c i d n . 300 450 300 225 135 45 1

Q II | ig c o n t e n i d o  e n  a l  ml .
. P f i n a l  p a r s  l a  d e t e r  - .  

il m i n a c i d n  de d-ALA.
|!Il

1S 9 6 4 ’5 2 ' 7

i1
0 ’9 1

1



Noeo t i ’03 liutuoa er:ii)l<.auo pu j  p r e p e r n r  l a  u e z c l a  do i a o u b a — 

c l d n  (coin l a  que de te ri . i iu t iuoa  l a  a c t i v i d a d  enz iwEî t i ca , l Iu ,pI I  d p t i 

mo, t e u p a r a t u r u  d p t i m a , a c t i v u u o r a o  e i u h i b i d o r e s  y l a  r e l a c i d i i  l i 

n e a l  e n t r e  p r o t e i n a s  y f o r m a o i d n  de d-ALA) una  e o l u c i d n  madre 6 

mlf que  c o n t e n f a  l o a  s i g u i e n t e s  co m p u cs t o e :

G l i c o c o l a  goo  pg .

S u o o i n a t o  s d d i o o  3*6 pg .

ATP s a l  s dd ic H  666  pg .

0 1 2 %  270  p g .

P i r i d o x a l f o a f a t o  12 p g .

G l u t a t i o n  (GSll) 3G9 pg .

T r i s - H C l  b u f f e r  pH 7 * 2 , 7 2 5 ' 4  p g .

Agua 0 . 8 . p .  2 ml .

E l  pH de l a  s o l u c i d n  t o t a  e s  de 7 ' 7 5 .

Ln f a l t n  da o t r o s  com pu es to s  que l l e v a  l a  m e z c l a  de i n c u  -

b a c l d n  p r a p a m d a  p o r  Burhan  y  L n s c e l l e s  se s u b s a n a  p o r  l o  que 

c o n t e n g a  l o s  p i f lonea .

E j e o u c i d n  de l u  t d u n x c a  de i n c u b a c i d n  y d e t e r m i n a c i d n  e n z i  

m d t i c a :  Pdnganse  2 m l . d e  l a  m ezc la  de i n c u b a c i d n  6 m M .a g r d g u e s e .

1 ml de p r o b l e m s  ; o a l i d n t e s e  una  h o r s  a  3 7 B 0 .  y  p d r e s e  l a  r e a c 

c i d n  e x n c t a m é n t e  a l  t d r m i n o  de d l c h o  t ie mp o p o r  a d i c i d n  de 0 ' 5  ml

de i îc ido  t r i c l o r o a c d t i c o  a l  1 2 '5  S i  l o s  l i q u i d e s  d e s p u e s  de l a  

r e a o c i d n  no son t r a n s p a r e n t e s  se c e n t r i f u g a  a  1 2 .0 0 0  r . p . m .  d u r a n 

t e  15 m i n u t o s  ( a i  e s  n e c e s a r i o  se f i l t r a  p a r a  e l i m i n a r  l e  g r a s a ) .
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:J1 riobrc-'jir'dniite su fior uj.'; coi .i.aiu de l)o\vcx-50 '.7 ( 5 0  x 4 - 40 0)

cunvenien te i . ion te  p n r a d i , , i" ■ l l o  l ' ü t ü  rosi i i r .  ae a g i t a  i u c r t o -  

lueijte con noon 2 i oc d e j  . tod :  l a  noche n te  ripe r a t u r a  n i . ih ion tc .

2e d e c a n t a  y  l a v a  r e p e t i d a n e n c e  p o r  a g i t a c r o n  n a a t u  que l o a  I f q u i -  

do9 de l o c i d n  d c c a n t n d o s  no den r e a c c i d n  n l c a l i n a .  La r e u l n a  a a i  

l a v e d a  so a c i d i f i c a  p o r  i ' u o r t e  a g i t a c i d n  oon CIH 4N, ae d e c a n t a  e] 

I f c u i d o  MCido y ae v u o l v e n  a r e p e t i r  l a s  op e ra  c lo n e  a de It ivado y 

d aoant î . c i r î n  con  OUI 2li, UIH IT y  n g u n .

Las columnar? ei.ipleaclaa son  de v i d r i o  do 1 cii.  de d i ^ n e t r o  y 

11 cm. de l o n g i t u d  i l t l l  en I n a  cue l e  a ae i n t r o d u c e  un t r o z o  de a l -  

godrfn hume de o id o  con ngua  y a x p r l c i l d o  6 p r en an d o  deopu^a  con a y u -  

dn de una  v a r l l l n  dc v i d r i o .  Sn  e l l n a  so a g r e g a  t n l  c a n t i d a d  de rr 

a i n a  p r e p a r a d a  que cuando ae ae d im en te  e l  l e c h o  de l a a  misuna  s e a  

de 3 cm» de l o r i g i t u d  p o r  ca da  15-20  u l  que ae a g r e g u e n .

Una v«j z  p royaradc i  l a  r e  a i n a  y  mont* da l a  c o l u t n a  uc n a c e  

p a a n r  e l  a o h r e n a d a n t e  y d e j a  f l u i r  a  una  v e l o c l d a d  de 3 m l . p o r  1( 

n i n u t o s .  La o p e r a c i d n  a t  da p o r  t e r m i n a d a  cuando paad to d o  e l  I f -  

q u i d o ;  o n t  on ce a se l a v a  l a  co lumua con 5 ml do a g u a  d e o t l l c . d a  y  ti 

c o n t i n u i i c i d n  ae e l u y e  con 10 ml de a c e t a t o  amdnico 1 M y  e l  e l u a t o  

ae l l e v f .  a  10 ml e z a c t o a .  P o r  d l t i u i o  ae d é t e r m i n a  e l  d-/>LA eapec t i -  

f  o to i . id t r ion i i en to  se ; dn se d e s c r i b e  a  c o n t i n u a c l d n ,

n l  d-ALA %)or c o n d e n a a o i d n  con a c e t i l a c e t o n u  6 e t i l a c c t o f n :  

t a t o  e d d l c o  fo rm a  un p i r r o l  con una  p o a i c i d n  a l f a  l i b r a  qua puede 

r e f t c c i o n n r  con e l  r e a c t l v o  de B h r l i o h  p a r s  f o r r i o r  un compueato co-  

l o r e a d o  que e a  a u c e p t i b l e  de m e d i r  a  553 nm.
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Loî) r e n c t l v o s  que se eiip1 or i i  p r r n  e s t a  r e p c c l d n  son  l o a  

s i g u i e n t e a ;

-  A t l  l a c e  ton  o e t a t o  r .ddico r i  10 ^  en a o l u c i d n  u c uoaa .H e  prc 

pp.ra c ' i l e n t a n d o  eus va me n t e  h n s t a  t o t n l  d i a o l u o i d h . E a  e a t e b l e  p o r  

l o  menoa dos  d i a a  a l a  t e m p e r a t u r a  a m b i a n t e , p o r  ou p o c a  d u r f c i d n  

o o n v ie n e  p r e p a r a r l o  e x t e m p o r d n e a m e n t e .

-  SosB 10 N,no e a  n e c e a a r l o  e x p u l s a r  e l  a n L f d r i d o  c a r b d n i c o

-  A c id o  c l o r h l d r i o o  5H«

-  R é a c t i v é  de E l i r l i c h , a e  p r é p a r a  con p - d i m e t i l p . n i i n o b e n z n l -  

d e h i d o  a l  2 con d c i d o  o l o r h f d r i c o  5 N ; e a t a b l e  p o r  l o  menoa t r è s  

semanaa  n  l a  t e m p e r a t u r e  a m b i e n t e ; a i  e a  n e c e a a r i o  se  r e c r i a t a  -  

l i z a  e n  m e t a n o l  a c u o s o .

E l  modo de r e a l i z a r  l a  r e a o c i d n  ae c o n a l g n a  en  l a  TaïïIui I I .
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T  A  ^  L  A  I I

II 33I3T.:I:TACICIT D3L d  - A L A  1
I! !

II N\iaero àe t u b o . 1 2 I l s n c o

li S t i l a G e t O Ê c e t F . t o  adfi ico r.l 10 ^
II

1. ml 1 ml 1 ml

II P r o b l a m a .
11

1 ml 1 ml 0

II Agua.
It

0 0 1 ml j

!| Soaa 1C N. 0*5 ml 0 ' 5  ml C'5 m l  : 
1



Una vçz  a ^ r e ^ ^ d o a  e a t o a  r o j i C u i v o a , ae a f ' i t a n  b i e n  l o a  i u b o a ,

ae c a l i e n t n n  e n  baTio do qgua  h l r v i e n t e  d u r a n t e  doe m i n u t o s  y ee

d e j a n  e n f r i a r . U e a i J u r f a  se a d i o i o n a n  a c e d a  t u b o  0 ' 5  ml de a g u a ,

1 ml de CIH 5H y  1 ml do r e a o t i v o  do B l i r l i o h ;  ae a g i t a n  y  d e j a n

e n  r e p o a o  10 m i n u t o a .  P o r  l î l t i m o  se r e a l i z a  l a  l e c i t u r a  e e p e c t r o f o -

t o m d t r l o a  a 550  nci.

4 . 1 . 1 . 4 . -  Km. Su d e t e r m i n a d i ô n .

Se r e a l i z a  con m e z c l a  de i n c u b a c i d n  de m o l a r !  -  

dad mM,6, 3 ,  2 ,  1 ' 5 ,  0 ' 9 ,  0*3» y 0 con  a r r e g l o  a  l o a  d a t o a  da l a  

TAILA I I I .
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il
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il
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Pr obl em a e n  o l .
Ii
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3 ' 4 3 1 '71 1 '1 4 0*86 0 '5 1 0 ' 1 7 0
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B je c u o i d i i  dolfi t d o n i c n s  De r e n l i z u  e feo tu Hi ido  l e  i n c u b a  e l  6

80g u i d a  de l^ g d e t e r m i n a c i ô D e a  de d -  ALA aegiîn l o a  d e a o r i t o  e n  
:

e l  f l p a r t a d o  4 . 1 . 1 . 3 .  Deepuds  aa t r a z a  l a  g r d f i o a  segi în Lina \vea-  

v o r  -  Burk  ( 1 9 3 4 ) .

4 . 1 . 1 . 5 . -  pH dptit i lo e n  l a  a o t i v i d n d  e n z i m d t i c a .

De p r a c t i o H  con ruezcla de i i i c u b a c i d n  madré de 

c o n o e n t r a c i d n  G mil a  d i f e r e n t e s  plis 6 , 6 ' 5 ,  7 ,  7 ' 5 >  7 ’8 y  8 . 

p a r a  e l l o  ae tonian 2 ml de cada  uiiu de l a e  o o n o e n i r a c i o n e e . e e  

l e  n ü a d e n  2 ml de agua  y  ae l i e v a n  a l o a  r e f e r i d o e  pH con

PO^IIgUa.HgO pH=4’ 3 y  P0 ^HIia2 . 2H2 0  p H = 8 '9 .  Sc i n c u b a n  como a i em -  

pre  op.dn une con 1 m l . d e  p r o b l e n a  d u r a n t e  unn h o r n  n 3 7 * 0 . y  

d e s p u d a  ae d e t e r m i n e  e l  d-ALA forraadc , En un e j e  de c o o rd e n a  -  

dag 98 r e p r é s e n t a  e l  niîmoro de j i g .de  d-A-iA e n o o n t r â d o e  e n  f  un— 

o i d n  d e l  pH.

4 . 1 . 1 . f i . -  T e m p e r a t u r a  d p t im a  de I n  a c t i v i d a d  e n z i r a d t i c a .

Se d é t e r m i n a  a  15*,  2 05 ,  255 ,  3 0 5  y  3 7 a C. La 

e j e c u c i d n  de l a  t d c n i o a  ae v e r i f i e s  con 2 m l . d e  l a  m ezol a  de i n -  

o u b a c i d n  ( a o l u o i d n  ma dre . f i  mil) y  1 n i .  de p r o b l e m a .  A oada  te m -  

p e r a t v i r a  se h î c e n  do a e x p e r i e n c i n g .  E l  r e g t o  de l a g  n n n i p u l a c i o n e  

se p r a o t i c n  como e n  l o a  n p a r t a d o a  n n t e r i o r e g .  En un e j e  de c o -  

ordenndf jg ge r e p r é s e n t a  e l  ndmero de jag. de d-ALA h a l l a d o a  en  

f u n c i d n  de l a  t e m p e r a t u r e .

4 . 1 . 1 . 7 . -  i l e l a c i d n  l i n e a l  a n t r e  p r o t e i n a a  y  f o r m a c l d n  de

îih. •
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L'a 1-L x'oli: ciiîii sue  pue de i.îibcir o u t r e  It ig p r o t e i n n a  c u e n -

do ao ü i i o u o i . t r ; : n  a c u n c e n t r u n i o n o  Q i r i f e r i o r e g  a  O'O u ig / l u i l  y

l a  c f iu t idud de d-aJiii. pue ae fori i iu.

Pure  gu d e t e r m i n a c i d n  uiiu vez  p,ue se s a b e  e l  c o n t e n l d o  de 

p r o t e i r u t a  p o r  u i i l i l i t r o  do p r o b l e n a  ge e f e o t u a n  l a s  d i l u c i o n e a  

de i.^r.tierH t a l  pue ae p r e p a r e n  a o l u c i o n e g  cou  O 'R,  O’ fi, 0 * 5 ,  0 ' 4  

y  0 ' 2  tfig de p r o t e f u n a / l  ml y  con 2 ml de e s t a s  a o l u c i o n e g  y  2 

ml de l u  mezola  de incubnci (5n  6 mM, uo v e r i f i c a n  l a a  i n c u b e c i o -  

nca  y d o t e r m i n a u i o n e s  f i n a l e s .

4 . 1 . I . U . -  I i i f l u o n c i n  de a o t i v a d o r e a  é  i n h l b i d o r e a  oobre

l a  a c t i v i d a d  enz im t^ t ic R .

-  Como p .o t ivadoi ' eg se u t i l i z a n  l o s  s i g u i e n t e a

c o m p u e s t o a :

Tiaminn s  1101=280'9; 1 ml O ' I  mM c o n t i e n s  28*09 pg»

L t i o r i i n a :  Tm (an l i id r o)=1G 3 *2 ; 1 ml 0 ' 1 mM c o n t i e n s  
1f i ' J 2  ^ g .

lie m in a :  Pm=652; 1 ml O ' I  mM c o n t i e n s  65*20 |og.

— Como i n h i b i d o r e a  ae e m p l e a n ;

( S O ^ j j P e p :  rm=111*69i  1 ml 0 ' 1  rail c o n t i e n s  11*17 p g .

SO^Cu: IPm ( n n V i i d ro )= 1 5 9 ' 6 9 î  1 ml 0*1 mM c o n t i e n s  
15'9fi0 p c  = 16 Jig*

Lu l a  e j e c u o i d n  do l a  t d c n i o a  se e rnplea i n d i s t i n t a c a e n t e  

oada  un a. do l a s  g u n t a n o l r . s  i n d i c n d a s .  Como e j e m p l o  s a  po ne  l a  

t i u m i n n  ; s i  on l u g n r  de t i - i . ’i inn se pone n g u a , s e  o b t i e n e n  une g v a -  

l o r e s  pue pue don s e r v i r  p a r a  t r n z e . r  una c u r v a  c o r a p a r a t i v a  con l a
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o b t f i i i d a  con t i a r a l n n , p u s  l lotuurer. ios c u r v a  b i a n c o  y a e r v i r f i  do did- 

d e l e  6 p a t r d n  comp . r :  t l v o  con t o d n a  l a s  deniaa.

B J e o u o i 6 n  de l a  t r f o n i c a :  Pdngaee  on oada  uno de 6 t u b o a  

de e n a a y o . b i e n  l i t n p i o a  y a e c o a , 3  ra l .de  t i t i w i n a  O' 1 mM. Àflédaae 

como s u s t r a t o  ( m ezc la  de i n o u b a o l d n )  e n  ca da  t u b o  2 ra l .de  r ao la -  

r i d o d  d e c r e o i e n t e  6 ,  3 , 2 ,  1 ' 5 ,  0 ' 9  y  0 ' 3  rail y  1 ra l .de  p ro b le q ia  

( vdaee l a  TABLA IV ) .
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Ln I n c u b u o i d n  de l o a  tul ioa  y de t e r m i n a c i d n  d e l  d-ALA ee 
r e n l i z a  conic on l o s  a p a r t a d o a  c n t e r i o r e a .  Con l o a  v a l o r e a  o l i t e — 

n i d o a  de d-ALA y  l o a  c o r r e a p o n d i e n t e a  a l a  n o l r r i d r d  de l o a  a u a -  

t r i i t o a . g e  l i a l l a n  l a e  c i f r a a  i n v e r a a a  y  ae l i e v i  n  a  un e j e  de oo- 

o r d e n c d a a  p a r a  t r a a r . r  I s  o u r v a .

P a r s  l a  i n o l a r i d a d  r e a l  d e l  t u b o  h a y  que  o o n a i d e r a r  que I t  

m o l a r i d a d  d e l  s u a t r a t o  r e a p e c t i v a  de c a d a  t u b o  que  e a  de 6 ,  3»

2 ,  1 ' 5 ,  0*9 y  O ' 3 en  doa  m l .d e  s u a t r a t o , a l  p a a a r  a  un volumen 

de 3 + 2 + 1 m l . mi'a 0 ' 5  tn l . d e  4 o i d o  t r i o l o r o a c d t i c o , e a  d e o i r ,  

un t o t a l  de f i '5 m l . , l a s  r a o l a r i d s d e s  h a y  que m u l t i p l i o a r l a s  p o r  

2 / 6 ' 5 .

4 . 1 . 2 . -  D-ALA D e h i d r a a a  y  d e t e o c i d n  de l a  a o t i v i d a d  e n z i -  

U f î t i c a .

Sa b a s a  e n  l a  a c t i v i d a d  de l a  d-ALA d o l i i d r a a a  en  

o o n d i c i o n e s  n p r o p i a d a a  de r e a c c i d n  s o b r e  e l  d-ALA como s u s t r a t o , 

P a r  u n i d n  do d os  m o l d c u l a s  de d-ALA y e l i m i n a c i d n  de doa  de a -  

fïun 30 f o r m a  PDG , e l  c u a l  ae puode id e  . t i f i c a r  y  d e t e r c i i n o r  

c u a n t i t a t i v t m e n t e  p o r  l a  r e a c o i d n  r o j o - v i o l d o e a  que  da con e l  

r é a c t i v e  de E h r l i c h  y  au  maxima a b a o r o i d n  e n  5 5 3 ' nm.

4 . 1 . 2 . 1 . -  P u r i f i c a c i d n  de l a  e n z i m a .

’Sasada en Burnham y  L a s c e l l e a  ( 1 9 6 3 ) .

Ce f u n d a  e n  l a  o b t e n c i d n  de un  e x t r a e t o  a p a r 

t i r  de e m b r i o n e a  o e n d o s p e r m o a , a e g u i d o  de una  p r e c i p i t a o i d n  aoe-
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t i S u i o a , l u o , ; o  d e  o b r u  c o n  a u l l ' n t o  S L i d n i o o  y  p o r  i l l t lw o  o c  p a a a  p o r  

a,.;. col>-4ii.. do I L ^ L - ü é lu lo ü U .  La uno k .w .l^ .u lk c io n u a  no a ^ . e r u i t e n  

Ob t e n o r  o x t r n c  Lo o  ,011 l o a  c u n l e c  a e  - p u o d e n  h a o e r  u i i r i  e e r i e  d e  d e -  

t e n , l i n a c i o n o  3 r,ne i i c o t , u < ? a  a e  d c a o r i b t r a n »

4 . 1 . 2 . 1 . 1 . -  iixtrncci<5n.

I’̂ s e n s e  e x a c ta m e n te  a l r e d e d o r  de 50 g .  de 

p if ionea  y  aep f lrcnae  e m b r io n e a  y  en d o sp e rm o a  y p d aen ae  e x a o ta m e n te  

p a r a  d e ap W o  c o n t i n u e r  oon càdn  uno de e l l o a  to d o  e l  p r o o e d l m l e n -  

t o  de p u r i f i c a c i d n . Cada m a t e r i a l  t r i t i i r e a e  en  la o r te ro  e n f r i a d o  

a 0 2  G . ,c o n  a r e n a  de mar 1a vad a , t  amble n e n f r l e d a  a  00 0 .  y  con  I t  

minima c n n t i d a d  de t r i a  b u f f e r  (OM M de pH 7 ' 8 )  h a a t n  p e r f e o t a  

l io i i iogen isno i(5n ,pa ra  10  cu î t l  ee t r i t u r a  to d o  e l  t ie m p o  que o e a  ne- 

c ü s a r i o .  Dagputfo ae f l u i d i f i c a  con mîîa b u f f e r  e n f r i a d o  y  se  p a e a  

p o r  un f i l t r e  do p a p e l  do f i l t r a r  j a r a b e a  huinedecido  oon ag u a  p a 

r a  a a i  e l i m i n n r  l a  g r u a a ,  y  comprime e l  r e o f d u o .  E l  l i q u i d e  r e o o -  

g id o  ae l l e v a  n wi vo lumen de 100 ml con mda t r i a  b u f f e r  (OM M 

pH 7 ’6) y  0 0  t r a t f J  u l t r a s d n i c a m e n t e  en  p o r c i o n e a  de 20 m l ,d u r a n t e  

3 i i i n u to a  cad a  una p a r a  d e e n a t u r U l i z a r  l o a  â c id o a  n u o l t f i c o a  l i b e -  

ru d o o  de l o a  o i l u l f i a  r o t a o .  Como t o d a a  l a a  o p e r n c io n e a  liay que 

e f o c t u n r l n a  a no iiile de 2 2  C . ,  l u  a o n i c a o i d n  ae r e a l i z a  p o n le n d o  

oadîi p o r c i d n  de 20 n i  en  un buiîo de h i e l o .  E s t e  e x t r a e t o  t o t a l ,  

t r n t a d o  u l t r a a d n io n i . i e n t e  ne d i lu j r e  r. 3 OO ml con t r i a  b u f f e r  O 'I  

It do pll 7 ' o  G o n t e n l o n d o  KDTA (mil) y  -«‘̂ r c a p t o e t n n o l  (mM).
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4 . 1 . 2 . 1 . 1 . 1 . -  P r im e r  p e s o .  E x t r a e t o  b r u t o .

Irfi a u s p e n a id n  a n t e r i o r  (3 0 0  n i l . )  ae 

c e n t r l f u g n  a  C . , e n  c e n t r f f u g a  r e f r i g e r u d a  d u r a n t e  gO m in u to a  

A 8 .0 0 0  r . p . t a .  Se d e c a n tn  e l  s o b r e n n d n n te  y  e l  r e g f d u o  ae l a v a  

oon un pooo de t r i a  b u f f e r  p o r  a g i t a o i d n , a e  c e n t r i f u g a  de nuevo  

4 i n c o r p o r a  e l  aob ren ad f i i i te  de l o c i d n  oon e l  a n t e r i o r .  P o r  d l -  

tiiiio se  l i e  va  a  300 m l .  En e s t e  e x t r a o t o  ee e e p a r a n  100 m l.  p a m  

l a  d e t e r m i n a o i d n  de p r o t e i n â s , a c t i v i d a d  e n z l m d t i o a  y  a c t i v i d a d  

e n z i m d t i o a  e s p e c l f i c a  y  e l  pH d p t i in o .

4 . 1 . 2 . 1 . 1 . 2 . -  Gegundo p a e o . P r e c i p i t a o i d n  a c e t d n i c a .

A l l i q u i d e  r e s t a n t e  d e l  e x t r a c t o  a n te  

r i o r  (2 0 0  m l . )  e n f r i a d o  a 09 C . , a e  l e  aRade 10 m l.d e  C l2%  O 'I  ! 

maa 1 m l .d e  | 3 - m e r c n p t o e t a n o l  O'Ol M. De sp u ea  de e a t a r  m ezo la  — 

d o a . e l  e x t r a c t o  ae n g re g a  Id n te m e n te  oobre  un l i t r e  de a c e t o n a  

p re v ia m e n te  e n f r i a d a  a -3 0 9  C. y  m a n te n id a  a  e s t a  t e m p e r a t u r a  

d u r a n t e  l a  a d i c i d n . y  d é j à  e n  r e p o s e  p o r  l o  menos 10 m in u to a  a  

d io h a  t e m p e r a t u r a ,  E l  p r e o i p i t n d o  e e  re c o g e  p o r  o e n t r i f u g f . o i d n  

o -1 0 9  C. y  l a v d  una v e z  oon 200 m l .d e  a c e t o n a  f r i e ,

E l  p r e c i p L t a d o  l a v a d o  con a c e t o n a  se r e d i a u e l v e  en  60  m l.  

de t r i s  b u f f e r  ( O 'I  M de p H = 7 '8 )  c o n te n i e n d o  ËDTA (mM) y  p  - m a r -  

c f ip to e tn n o l  (mM).  La m ezo la  ée d i a l i z a  c o n t r a  t r i a  b u f f e r  (O 'OI 

M de pH=7 '8  ) c o n t e n i e n d o  EDïa  (nlà) y  ^ - m e r c a p t o e t a n o l  (luM) 

d u r a n t e  to d u  l a  noche a t e m p e r a t u r a  de 29 ü«Despue a de l a  d i d l i -  

s i a  e l  r e a i d u o  i n s o l u b l e  ae é l i m i n a  poz’ o e n t r i f u g a c i d n  y  r e c o g e  

e l  g o b rc T in d rn te .
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4 . 1 . 2 . 1 . 1 .  3 . -  T u rc a r  pano . P r e c l p i t u c i d i i  con s u l f a t o  

a r id n ic o .

Al a o b re n n d f in te  d e l  paao  a n t e r i o r  se  

a g re g t i  a u l f f i t o  Hrndnioo a d l i d o  h n s t n  a l c a n z a r  e l  40 ^  do s a tu r a .^  

c i d n  (aproxii.iad-Miiente 2 9  g . ) .  D eapuea de l a  a d i c i d n  l a  a o l u o i d n  

se é q u i l i b r a  d u r a n t e  3® m in u to s  a n t e a  de c e n t r i f u g a r . E l  p r e o i -  

p i t a d o  ae re c o g e  p o r  c e n t r i f u g a o i d n  n 1 5 .0 0 0  r . p . m  d u r a n t e  30 

m in u to s  y n t e m p e r a t u r a  no s u p e r i o r  a  29 C . , a  c o n t i n u a c i d n  sa 

r e d i a u e l v e  en  10 m l .d e  t r i s  b u f f e r  ( O 'I  M de p H = 7 '0 )  y ae d i a 

l i z a  to d a  l a  noche segdn  e l  p aao  c u a r t o .

4 . 1 . 2 . 1 , 1 . 4 . - C u a r t o  p a a o . E l u a t o  de DEAB c è l u l o a a .

La f r u c c i d n  a c t i v a  d e l  p a so  t e r o e r o  ac 

d i a l i z a  p o s t e r i o r i i i e n t e  c o n t r u  t r i s  b u f f e r  (2  mM de p H = 7 '8 )  oon - 

t o i i l e n d o  ET)TA (ri’î) y |3 - n e r c n p t o e t a n o l  (mil) y  a l  i g u a l  - que* l e s  

de né 3 m a ii ip u lH c io n aa  se r e a l i z a  a t e m p e r a t u r a  de 29" C.

D eapuea  de l a  d if î l  i 8 i a , e a t e  e x t r a e t o  

e n z i m d t i c o  p a r o ia l i n u n te  p u r i f i o a d o , ae l l e v a  a  un vo lum en oono — 

c id o  de 25 m l . e n  m a t r a z  a f o r a d o .  S a t o a  25 m l . s e  d i v i d e n  en  doa 

p a r t e s , u n a  de 10 iiil .y  o t r a  de 15 m l.  La f r a c o i d n  de 15 m l . p a r a  

p a s a r l a  p o r  mm coluiium de D B A B -ce lu loaa  y l a  de 10 m l.  p i i ra  d e 

t e r m i n e r  In  a c t i v i d a d  e n z i n é t i c a , a c t i v i d a d  .e n z in id t i c a  e a p o c f f i — 

o a , p r o t e i n â s  y K m ,para  e l l o  a  e a t o a  10 m l .a e  l e  a h a d e n  5 m l .  de 

Rgua oon e l  f i n  de t e n e r  un volumen a u f i c i e n t e  p a r a  r e a l i z a r  l a s  

a n t e r i o r e s  de t  o n , lum  c l o n e s .
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Se p r é p a r a  y  é q u i l i b r a  una columna de 1 -2  cm.x 20  cm. 

de D3A3*-celuloaa (volum en c a l o u l a d o  de l a  co lum na 2 2 '6  om^) , p a 

r a  e l l o  se l a v a  l a  TiEAE-celul o s a  3 -4  v ecea  con agua  y  p o r  l î l t im o  

sa a g i t a  una vez  con t r i s  b u f f e r  ( 1 taM de pH =7*8).  Una v e z  p r e — 

p a r a d a  l a  columna se a d i c i o n a n  l e n tn m e n te  l o a  15 m l . d e l  e x t r a c t o  

e n z i n d t i c o , e a t o  se  r e a l i z a  en  una h a b i t a c i d n  r e f r i g e r a d a  p a r a  

que l a  t e m p e r a t u r a  aea  b a j a .  A c o n t i n u a c i d n  ae e lu y e n  l a a  p r o -  

t e f n a s  de l a  colum na p o r  in c re m e n to  de l a  f u e r z a  i d n i c a  d e l  b u 

f f e r  e l u y e n t e  con CIK 1.1,p a r a  l o  c u a l  ae a g r e g n  t a l  c s n t i d a d  que 

no den l a s  r e n c c i o n e a  de p r o t e i n a a .  Se e f e o t i î a  e l  r e c o n o o im ie n to  

de p r o t e i n a a  p o r  a b a o r c i d n  a 280 nm ( r e n l i z a n d o  l a s  l e c t u r a a  e n f  

t r e  2 3 0  y  300 nm) d e l  p r i n c i p i o  y e l  f i n a l  de l a  o l u o i d n .  Se va 

e lu y e n d o  con CIK M h 'f.ata que no e x i n t e n  p r o t e i n a a ;  e a t o  l o  com— 

probamoa con l a  r e n c c i d n  d e l  B i u r e t , tomando f r a c c i o n e a  d e l  e l u a -  

t o  y  a î îad ien d o  2 -3  g o to a  de NàOH y  3 0 ^ C u ,h R a ta  que dd c o l o r a c i d n  

a z u l  y  no v i o l é c e n  comjE'dndolo con un b l a n c o  6 p a t r d n .

De sp u d a ae p a s a r  unos  50 m l .d e  CIK M l a  r e a o c i d n  de p r  

t e i n a a  da n e g a t i v a , a n t o n c e a  ae a iladen a  l a  columna unoa 3 <5 4 

m l .  de CIK II y  r e o o g e n  p a r a  l in c e r  l a  l e c t u r a  en  e l  e a p e o —t r o f o -  

t d m e t r o  de Io n  p r o t é i n e s  e n t r e  2 3 0  y  3 0 0  nm. y  e o n f i r m a r  o a i  su  

f iu a e n c ia .

P or  d l t im o  se a d i c i o n a  y  e lu y e  I d n ta m e n te  con 4 0  m l.  

de CIK 0 '1 8  M p a r a  a a p a r a r  de l a  colum na l a  d-ALA d e h i d r a a a .  En 

e s t e  l i q u i d e  f i n a l  ae d é t e r m in a  p r o t e i n a a , a c t i v i d a d  e n z i m d t i o a ,  

y a c t i v i d a d  e n z i n é t l c a  c s pe o i f 1 o a , Km, pH d p tim o  de l a  a c t i v i d a d
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e i i z lm é t i o n  y l;i i n f l u e n c i a  de lo a  i n h i b i d o r e a  sobre  l a  a c t i v i — 

dad ©n zl i i i é t icn .

En lo a  e x t r a c t o n  p rep a rad o B  a  p a r t i r  dejloa c u a t r o  p a — 

s e s  a n t e r i o r e s  sa h i o i e r o n  l a a  t d o n i c a e  que ae re â e f ta n  a  c o n t i n u  

o id n  en  l o s  a p u r t a o o e  4 . 1 . 2 . 2 .5  4 . 1 . 2 . 3 ;  4 . 1 . 2 . 4 ;  4 . 1 . 2 . 5  y  

4 . 1 . 2 . 6 .  Ho todoa e l l a s  se a p l i c a r o n  t o t a l m e n t e  en  o ada  uno da 

l o s  e x t r a c t o a ;  on l o a  n p a r t a d o a  c o r r e a p o n d i e n t e a  a  H e s u l t a d o a  

ao puede nom probnr .

4 J . 2 . 2 . -  De t e r m i n a o i d n  de p r o t e i n a a .

Henoa em pleado  e l  c o n o c id o  nidtodo de Dowry 

(1 9 5 1 )  que no nos p a re c e  n e c s s a r i o  d e s c r i b i r l o .

4 . 1 . 2 . 3 . -  I n c u b a c id n  y d e t e r n i n a c i d n  e n z i m n t i c a .

Para r e n l i z a r  l a  in ou b ao id n  se  em plean  en  e l  

primer pnac 5 y  14 m l . p r o c é d a n t e s  de l o s  300 m l . del. e x t r a e t o  b r u  

to  y en lo a  demos cnsoa 4 y  4 m l.p ar a  in c u b a r  en a u a e n c i a  y  p r e -  

s e n c i a  de d-ALA.

I’dngfise en  dos tu b o a  de e n sa y o  l a s  c a n t i d a -  

dea  cie p ro b lem a  aegdn  l o a  c n so a  y m antdnganae  10 m in u to a  a  37BC. 

pn rn  a t e m p e r a r , B l  cnbo de e e t e  t iem po  a g r e g a r  a l  p r i m e r  tu b o  

( c o n t e n i e n d o  5 é 4 m l . d e l  e x t r a e t o )  1 m l . d e l  l i q u i d e  da e x t r a a  

o id n  t r i a  b u f f e r  ( 0 '1  M de pH = 7 '8 )  y a l  seg u n d o  tu b o  (que  o o n t i e  

ne 14 d 4 m l.  del, e x t r a e t o  p ro b le m a )  1 m l . d e l  miamo l i q u i d e  de 

e x t r a c i d n  que l lev a .  2 '5  mil de d-ALA; p a r a  e l l o  se d i a u e l v e n  3 '5  

mg.de d -A LA ,el pîl r e a u l t n n t e  debe s e r  de 7 ' 8  p e r o  s i  f u e r a  menor
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ae a d i o l o n a  nosn  lauy d i l . u i d a  h a o t a  a l c u n z a r  d l c h o  pH, I n o u b a r  

en bnilOjde ngua  a  379 0 . d u r a n t e  3P m i n u t o a , a  au  trf rm lno  ae p a r e  

I n  r e n c c l d n  nR nd lendo  p cndn tu b o  1 m l:  de rfo ido t r i c l o r o n o d t l -  

00 a l  1 /Î. S i  l o a  I f t î u i d o a  d e a p u e e  de l a  r e a o c i d n  no so n  t r a n s 

p a r e n t e s  se o e n t r i f u g a n  a  1 2 . 0 0 0  r . p . m .  d u r a n t e  15 m in u to a  y  a i  

e s  n e c e a n r i o  se  f i l t r a n  p o r  p a p e l  h  lime do p a r a  e l i m i n a r  l a  g r a s a ,  

p o r  i l l t im o  se  l l e v a n  a un  volum en de 25  m l . e n  m a t r a z  a f o r a d o .

A c o n t i n u a c i d n  ae p n a a n  e a t o a  l i q u i d e s  p o r  s e n d a s  oo lum naa de 

DoweI 2,2X8 ( 2 0 0 - 4 0 0  m a l l a a )  o o n v e n ie n i e  m ente  l a v a d a a  y  p re  p a r a -  

d a s ;  p a r a  e l l o  ae t r a t n  l a  r é s i n a  con n c e t a t o  s d d io o  3 W y a g i t a  

f u e r t e m e n t e  p a r a  p a s n r l a  a  a c e t a t o .  L  o p e r a o i d n  de a g i t a c i d n  y 

s e d im e n ta o id n  se  r e a l i z a  t a n t a s  v e c e g  como s e a  n e o e s a r i o  h a e t a  

p r i v a r l a e  de c l o r u r o a .  La r é s i n a  a e d im e n ta d a  se l a v a  r e p e t id a m e .  

t e  con agur h a o t a  cue  l o a  l i q u i d e s  d e c a n t a d o s  q u e d e n  l i b r e s  de 

a c e t a t o .  L as  oolum naa e m p le a d a s  y  l a  fo rm a  de m o n t a r l a s  son  l a s  

mismas y se r e a l i z a  de fo rm a  i g u a l ^  l o  d e a o r i t o  e n  e l  a p a r t a d o

4 . 1 . 1 . 3 . De s p u e a  de e s t a  o p e r a o i d n  de m o n t a r , l a v e r  l a s  colum  -  

n aa  y h a c e r  p a s a r  e l  l i q u i d e  p r o b l e m a , c a d a  u na  de e l l a s  ae l a v e  

con 10 m l .d e  ngua  y  p o r  d l t i m o  ee e l u y e n  oon 2 m l .  de d c id o  ac tf -  

t i c o  1M y doa  v e c e s  s u c e s i v a s  con o t r o s  2 m l .d e  d c id o  a c d t i c o  

0 '2  M y  lo a  l i q u i d e s  de e l u c i d n  ee l l e v a n  a  10 m l . e x a c t o s .  P o r  

l î l t im o  se d é t e r m i n a  e l  p o r f o b i l i n d g e n o  e s p e c t r o f b t o m d t r i o n m e n t e , 

p a r a  e l . l o  en  c u a t r o  t u b o s  de e n sa y o  se  pone e n  o a d a  uno 2 '5  m l .  

de cada  uno de l o s  10 m l . p r o c e d e n t e a  de l o a  r e s p e c t i v e s  e l u a t o s  

de l a a  co lum nas  y en o t r o  que s i r v e  de b i a n c o  2 '5  m l .d e  a g u a .
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Aiiédanae a  cad a  tu b o  2 '5  L i l .de  r e a o t i v o  de B h r l i c h  y a g i t d n e o  
f u e r t e i i e n t e  . Hégase l a  l e c t u r a  d e l  c o l o r  r o j o  c l  ave 1 que ae proc.

duce H lo o  1Ü n i im to a  de r e p o a o , a  553 nm, d e t e  ru i inand  o l a  d e n a l  -

dad d p t l o a .

4 . 1 . 2 . 4 . -  Bii. Su d e t e r m i n a o i d n .

Se r e a l i z e  con una a o l u o i d n  de d-ALA de mo- 

l a r i d a d  0 ' 6 ,  0 ' 3 ,  0 ' 2 ,  0 ' 1 5 ,  O'Og y  0 ' 0 3 , 1 0 “ ^ M .aegdn l o a  d a to e  

de l e  TABLA V.
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ji Hiiaero de tubo 1 2 3 4 5 6
^  Il

jj Prob lem a en  ml..
Il

0*5 0 '5 0*5 0 '5 0 '5 0*5 0 '5  i!
!t

r "{{ Il S o lu c io n e e . IC T ^

Il I I ----------------------- - - -
Il S u a t r a t o  II Niiniaro de m l .

11 I I - -  -----------------------
]l II C on ten ld o  en  mg.
Il

0 '6

4 '5

3 '5 4

0 ’3

4 '5

1 '7 7

0 ’ 2

4 '5

1 ’ t8

0 '1 5

4 '5

0 '8 8

O'Og

4 '5

0*53

0 '0 3

4 '5

0*17

!kH
0 II

II

4 ' 51ag u a
--------------- ü
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E j e c u c l d n  de l e  t d o n i c a :  Se r e a l i z a  in o u b sn d o  l o a  

tu b o e  cou e l  n u s t r a t o  d u r a n t e  10 m in u to s  a  37# U . , a l  cabo de 

e s t e  t ie iupo  ae (hu-.de O 'bm l. d e l  p ro b le m a  n cada  tubo  y ee 

e f e c t i î n  In  i t ic u b r .c id n  n 379 C . , 3 0  m in u to a ;  degpuda p é r e a e  l a  

r e a c c i d n  po r  a d i c i d n  de 0 '2  n l . d e  é o id o  t r i c l o r o a c d ^ t i c o  a l  

5 5î. S I  r e n t o  de l a a  m an ip u la  c lo n e s  y  l a  d e t e r m i n a o i d n  d e l  

PBO ge r e a l i ' . s a n  como e n  e l  a p a r t a d o  4 . 1 . 2 . 3 .  Deepdoa àe  t r a — 

za l a  g r é f i c a  gegiln L in e w e a v e r  -  B urk  ( 1 9 3 4 ) .

4 . 1 . 2 . 5 . -  pH d p t im o de l a  a o t i v i d a d  e n z i m é t i c a .

Se r e a l i z a  con e l  e x t r a e t o  p ro b le m s  p r o c e -  

d e n te  de l o s  d i f e r c n t e a  pnsog  de e x t r a c i d n , l l e v n d o  a  l o a  pH 

de 6 ' 5 ,  7 ,  7 ' 5 ,  7 ' 7 ,  7 ' 8 ,  7 ' 9  y 8 .

En e l  ctigo do], e x t r a c t o  b r u t o  d e l  p r im e r  

pnao ge towan 7 l o t e s  de 10 m l .o a d a  uno y  ae l l e v a n  con f o a -  

l a t o  a d d ic o  b u f f e r  O'G M (P 0 4 HlTa2 . 2Il2 0  y  P0 4 H2Ka.H2 0 ) a  l o a  

r e f e r l c i o s  pll. Se i u t r o d u c e n  lo a  t u b o a  a  379 C . , 1 0  m in u to a  y  a 

c o n t i n u a c i d n  ge aüade  a  cad a  uno 1 m l .d e  a o l u c i d n  que o o n t e n -  

ga 1 mg. d-ALA/1 m l .y  o o td  a  p l î= 7 '8 .  Se i n c u b a n  a  37® C . , d u 

r a n t e  60 m in u te s  y  ae p a r a  l a  r o o c c i d n  con 1 m l .d e  £ o id o  t r i -  

c l o r c a c d t i c o  a l  1 E l  p ro o e s o  oe c o n t in i in  como en  e l  a p a r  -  

t a d o  4 . 1 . 2 . 3 .  y do t e r m in a  e l  FB(î e ope o t r o f  o tomd t r i  oamente a  

553 nm.

En e l  e l u a t o  r é s u l t a n t s  d e l  paao  p o r  co -  

lumna de DEAE-oe].u1 o aa  (p a a o  c u a r t o )  ge d é t e r m in a  e] pH d p t i -
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mo pon len d o  en  unn e e r i e  de 7 tu b o a  de ensoyo  1 m l . d e l  e l u a t o  

y 4 m l.  de a / 'ua  en  onda t u b o .  Se l l e v a n  con PO^HgNa y PO^HlTag 

a  lo a  d i f e r e n t e g  pH de 6 ' 5 i  7 ,  7 ' 5 ,  7 * 7 ,  7 ' 8 ,  7 ' 9  y  8 ,  e e g u i -  

damente ge i n t i 'o d u c e n  en  un bario de ag u a  r e g u la d o  a  37* 0 .  du

r a n t e  10 m in u to a ,  paaado  e s t e  t iem po  aïladimog a oada tu b o  1 ml. 

de una a o lu o id n  t u e  c o n t i e n e  1 mg. de d-ALA/l m l.  y  que e a t d  

a pH = 7 '8 .  3e in c u b a n  a 379 C. d u r a n te  u n a  h o r a  y  p a r a  l a  r e a o -

o id n  a f lad lendo  1 ml j de do id o  t r i o l o r o a o d t i o o  a l  1 E l  r e a -

t o  de Ifig m a n ip u la o io n e a  se e f e c t i i a n  como en  e l  oaeo a n t e r i o r .

4 . 1 . 2 . 6 . - I n f l u e r i c i a  de i n h i b i d o r e a  s o b r e  l a  a o t l v l — 

dad e n z i m é t i c a .

La i n h i b i o i d n  ae ha  r e a l i z a d o  oon una s e -  

r i e  de com puestoa  l l e v a d o a  to d o a  a u na  m o la r id a d  de 0 '6 . 1 0 ~  I.̂  

y  son l o s  s i g u i e n t e s i

-  A cido  le v u lX n io o  0 '6 . 1 0 “ ^M que l l e v a  0 '6 9 1  m g /1 ml

-  C ia n u ro  sd d io o  0 '6 . 1 0 “ ^M que l l e v a  0 '2 9 0  m g /1 m l.

-  M alona to  sd d io o  0 '6 .10~ ^M  que l l e v a  0 '4 2 7  m g /l  m l.

-  A r s e n i t o  sd d io o  0 '6 .1 0 ~ ^M  que l l e v a  I ' 0 l 3  m g/l m l.

-  A z id a  a d d ic a  0 '6 . 1 0 “ ^M que l l e v a  0*390 m g/l m l.

Cuda una de e s t a s  a o lu o io n e s  aé h a r  l l e v a d o  a  pH=7 *8 oon

KOH 0 ' 6 . 1 0 “ ^M y a p a r t i r  de e l l a a  se p r e p a r a n  l o s  d i f e r e n t e s  

a o lu o io n e s  de m o la r id a d  0*3 , 0*2 , 0*15 , O'Og, y 0 ' 0 3 . 1 0 “ ^M.

B je c u c id n  db l a  t d c n i o a :  Con cada  uno de lo a  i n h i b i d o r e a ( 

m an ip u la  de l a  misma m anera,com o e je m p lo  pondremos e l , d e l  â o i -  

do l e v u l f n i c o .
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En 7 tu b o a  de e n en y o  ae pone e n  c a d a  uno 2 m l.  de una 

a o l u o i d n  de d-ALA 0 ' 6 . 1 y  o t r o s  2 m l .d e  d o id o  l e v u lX n io o  

de m o la r id a d  d e c r e c i e n t e , e n  e l  7® tu b o  d b l a n o o  en  l u g a r  de i 

i n l i i b i d o r  ae ponen  2 m l .  de n g u a .  Se o a l i o n t n n  10 m in u te*  a  

379 C. y  a c o n t i n u a c i d n  ee aîlade n c a d a  tu b o  0 '5  m l .  d e l  I f -  

q u id o  p ro b le n ia ,  ( Ydase l a  TABLA VI )
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T A B L A  71

!Tiînsro i a  tu b o .

0 '6 . 1 C ~ n : , e n  n i

1 '56 f  56 1 '56 1 '5 6b n t e n i d o  eu

i; A ciào  I a v u l £ u i c o . 1 0 “ 2iî, 0 '15 , O'Og0 ' 2 0 '0 3

Il Nvinsro de ml
lin-----------------------
Il C ontenldo en 0 '6 9 0 '4 6 0 '3 4 0 '2 1

Il P rob lem a  an  ml 0 '5 0 '5



B1 c o n te n ld o  en  de Loa deintîa i n h i b i d o r e a  a u e d a  e x p re a a -^

do en l a  T A 3 L a V I I .
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t a b l a  VI I

Il Ndmero de t u i o . 1 2 3 4 5 6
® i i

Il C ian u ro  a d d ic o .

Il C o n ten id o  e n  p g .

0*6

0'5S

0'3

0 '2 9

0 '2

0'19

0'15

0'14

o'og

o'og

0'03

0'03
°  i i
0 II. 11

!! K a lo n a to  s d d i o o . I 0 “ î̂iî- 
---------------------------------

C o n ten id o  en  p g .

0 '6

0'85

0'3

0'43

0 '2  

, C23

0'15

0'21

o'og

0 ' i3

0'03

0'04

II

a
Il _
Il A r s e n i t o  s d d i o o , lO” *!!.
f --------------------- -------------J
Il C o n ten id o  e n  p g .

0 '6  

2'03

G'3 

1 'Ol

0 '2

0'67

0'15

0'51

O'og

0'30

0'Ü3

CIO

11c
0 il 

- H - f
jj A zida  s d d i o a .  1

lj- -  ----------------- . --------------
il C o n ten id o  en  | ig .

0 '6

0'78

0'3

0'39

Q'2

0'29

0'15

0'19

O'og

0 '1 2

0'03

0'04

°  ! 
-----------i
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1̂ 1 l iicubncioi.es de^ios tulioo y d ete i’u inncidn tiel p o r fo -  

bllindpGno ne r e n l l z f  ri como en loa npartBdoa n n te r lo r e a .

Con e l  f i n  de com p ro b ar  s i  e n t a  i n h i b i o i d n  e r a  com peti  

t iVH d n o ,a e  h i z o  una n u e v a  e x t r B c c i d n , p e r o  p a r t i e n d o  de una 

o a n t id n d  I 'len o r de p lr lo n o a  ( n p r o x im d a m a n te  unoa 10 g ram oa)  e s -  

t r a t i f i o a d o s  y p u e s t o a  a g e r m i n a r  p a r a  d e a p u e a  a e p a r a r  e m b r io 

nea  y  en d o sp er iao s  p e a a d o a  e x a c ta m e n te  o ada  uno p a r a  o o n t i n u a r  

deapuda  to d o  e l  p r o c e d i m i e n t o  da p u r i f i c a c i d n  con oada  uno de 

e l l o a .

l a  t d o n i c a  de e x t r a o o i d n  f u d  l a  misma que l a  u t i l l z a  

da en  e l  a p a r t a d o  4 . 1 • 2 . 1 . 1 . , aeg d n  ae c o n s ig n a  en  e l

■SSCTTOMJi I .



E s  Q U B H A I .  

d-ALA Eeh id rH sH . I n h i b i d o r e a  y p ru e b a  c o n t r o l .

PillonesH e a t r n t i f i c e d o s  55 d in g ,p u e B to 9  a  g e rm in a r  y  apun tondo  
In  r a d f c u l u .

P l d e n t n l n a  B n d o ew rm o e .
1 - 2 * 0 .  1

Triturer con a r e n a  l a v n d a .  Se haoe  i g u e l  que con l a s
I  p l f î n t u l a a .

A h a d i r  20 ml b u f f e r  t r i a  O '11,1 pH 7 ' 8 .

P i l t r a r  p o r  p a p a l  de f i l t r e r  j a r a b e a .

T r e t a r  u l t r a g d n i c a m e n t e  d u r a n t e  3 m in u to s .

E i l u i r  h a a t a  100 m l .c o n  b u f f e r  t r i e  <)' 1 H pH 7 ' 8 ,c o n te n ie d o  
BDTA|(mM) y  |3 - r a a rc a p to o ' ta n o l  (mM).

C e n t r i f u g a r  9 0 '  a 8 .0 0 0  -  9 .0 0 0  r . p . m . , a  2* 0 .

H ecoger l o a  100 m l.d e  a o b re n a d a n te  ( e x t r a e t o  p r o b le m a ) .  

I n l i i b i c i d n  oon d o id o  l e v u l l n i o o .

-  P r é p a r e r  d c id o  l e v u l f n i o o  0 ' 6 . 1 0 “ ^M ( 0 '6 9 1  m g /l  m l . ) , p a r a  

o l i o  p e a a r  13*820 mg.de d c id o  l e v u l f n i c o , a d i c i o u a r  agua h a s -  

t a  d i a o l u o i d n . a l c a l i n i z n r  con EOH 0 ' 6 . 1 0 “ ^M h a s t a  pH=7'B y  a f i  

r a r  a 20 m l .  E i v i d i r  e o t o a  20 m l .d e  d o id o  l o v u l f n i c o  0 '6 . 1 0 " ^

M en  doa p a r t e s  de 10 y  10 m l.

10 m l . 10 m l.

5 m l4 % 3 Î^ o ' ' lm l+ 6 m lH 2 0  2mT^6mlH20 1 '5 m l48 '5m lll20  0 '5mT49'5mlî

( 0 ' 3 . 1 0 “ ^ M )(0 '2 .1 0 "^ r i )  ( 0 '1 5 . 1 0 - 2 ]vi) ( 0 ' 0 9 . 1 0 “ ^H) ( 0 '0 3 .  1 0 " % )
Que d an  8 ml (>0 ' 6 . 10“ ^ll)

-  P r e p a r a r  d-AIA 0 ' 6 . l 0 “ ^fl ( 0 '7 8 6  m g ) ,p a r a  e l l o  p e a a r  1 5 '7 2  r  

de d - A L A ,a d ic io n a r  agua h a a t a  d i e o l u c i d n , a l —c a l i n l z a r  oon KOH 

0 '6 ,1 0 ~ ^ I i  l in s ta  pH -  7 ' 8  y  a f o r n r  a  20 m l.

-  H acer  una r e a c o id n  oon e l  i n i i i b i d o r  ( d c id o  l e v u l f b i o o )  0 '0 3 ,  
0 ' 0 9 , 0 ' 1 5 , 0 ' 2 . 0 ' 3  y 0 '6 . 1 0 - ^ M y  o t r a  oon d-AW. 0 '6 .1 'q -^ I I  en  
c a n t id e d e g  c r o o i e n t o s  ( 0 ' 3 , 0 ' 6 , 0 ' 9 , 1 ' 2 , 1 ' 5  y  1 '8  m l ) ' y  s i n  e l  
i n l i i b i d o r , segiin I n s  TABLAS V I I I  y DC.
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T r. 3 VII

C3
I

: Eiîmero de tubo 1 2 3 4 5 6 li

Il S x t r a c t o  p r o b l e n a , m l . 0 '5 ü ’5 0 '5 0 '5 G'5 G'5 11

j d -  ALA 0 '6 . 1 0 - 2 H , c l .  

j C o n te n id o  en |ig d-ALA.

2

1 '56

2

1 '56

2

1 '56

2

1 '56

2

1 '56

2 11 

1 '5 6  1;

■ Aoido l e v u l f u l c o .  

J ÎTdnero de m l.

0*03

2

0 '0 9

2

0*15

2

0 '2

2

G'3

2

C '6  j! 

2 II

i I . Io laridad  r e a l . 0 '0 1 0 'C 4 C '07 G '09 G '13 G'2 7  li

T A 3 L A U.

} Numéro de t u b o . 1 2 3 4 5 '  . ii
1 S x t r a c t o  p ro b le m a ,m l . 0 '5 8 '5 0 '5 0*5 G'5 ° ' 5  i i
; d-ALA 0 '6 . 1 0 - 2 jj, 0 ’3 0*6 0 ' 9 1 '2 1 '5

-------- Il
1-8 11

j C o n ten id o  a n  p g  d-ALA. 0 '2 3 0*47 0 '7 0 0 '9 4 T '1 7 1 '4 0  1

2 ' 2  I »} A g u a ,m l. 3 '7 3 '4 3 '1 2 '8 2 '5

i KQLAaiDAI) H3AL. 
1

0 '0 4 0*08 0 '1 2 0 '1 6 0 '2 0 0 '2 4  i



P o n « r  t o d o s  l o a  tu b o a  en  baflo de a c u a  a  37® C . , d u r a n t e  1 0 ' .  

A ffad ir  l o a  a u a t r a t o a  y  e l  p ro b le m a .

I n c u b a r  a  3?Q 0 . d u r a n t e  3 0 ' .

P a r a r  l a  r e a c o i d n  a r iad ien d o  a  o a d a  tu b o  1 m l .d e  d c id o  t r i c l o  —

I  a c d t i o o  a l  1 5' .

F i l t r a r  y  l l e v a r  a  m a t r a z  n f o r a d o  do 25  m l .

P a s a r  p o r  co lum ns de Dowex 2 o o n v o n ie n te m e n to  p r e p a r e d a .

J S lu i r  c o n  2 ml do d c i d o  a c d t i c o  1M y  doa v e c e a  a u c e a l v a a  con  2 

^  ml de d c id o  a c d t i c o  0 '2 H . A f o r a r  l o a  e l u a t o a  a  10 m l .

Tomar 2 '5  m l .d e  oada  uno de l o a  e l u a t o r  de 10 ml y  a f f a d i r  2 '5  ml 

do r e a c t i v o  de E h r l l o h . ,  H ac e r  un b i a n c o  p o n ie n d o  2 ' 5  m l .d r  

a g u e  y  2 '5  m l .  da r e a o t i v o  da E h r l i o h .

De j a r  r o p o e n r . 10 m i n u t e s .

L eer on  e o p e c tr o fo td m e tr o  a  553 n ra.laa  den a id ad ea  dptjm .ee.

So d o a l i z a n  o x p e r i in e n to a  i g u a l e a  con o t r o o  I n h i b i d o r e a , oc- 

mo e l  c i a n u r o  a d d io o  (0*29  m g / l  m l . )  y  e l  m a lo n a to  a d d io o  ( 0 '4 ? 7  

m g /l  m l . )

T o n ien d o  a n  c u e n t a  l a  m o la r id a d  de o ada  tu b o  de l o a  XABLAL 

Y I I I  y  IX y  l a s  d e n a id a d e a  d p t lm a s  h a i l n d o a  t a n t o  ouando ae t r a -  

b a j a  con  ffc ido l e v u l f n i c o  como i n h i b i d o r , c o m o  con  c i a n u r o  a d d io c  

y m a lo n a to  a d d i o o , a e  e f to td a n  l o a  c d l c u l o s  y  d o sp u e a  ae  t r a z a n  

l a s  c o r r e s p o n d l e n t e g  g r d f i o a a  l l e v a n d o  a  un e j a  do o o o r d e n a d a a ,  

r e p r e a e n t a n d o  on  e l  o j e  do o r d e n a d a a  l / v  l a  j j i v o r s a  do l a  v e l o — 

o id a d  e x p r e s a d a  an  jig do PBG y  e n  e l  de A b s c i a a s  l / a  l a  i n v e r a a  

d e l  a u a t r a t o . A p a r t a  de e s t a s  g r d f i c a a  so t r a z a n  l a s  c o n t r ô l e s  cc 

r r e s p o n d i e n t e  s i n  i n h i b i d o r .
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I’o r f i r l n n a .

4 . 1 . 3 . 1 . -  I’o r f i r l i u i n  p H t r o n e a .

Las p o r f i r i n a g  qua ae Imn p o d ld o  e n o o n t r a r  

en  v e g a t a l e a , a l g n a  <5 b f i c t e r i a s  1 o t o a i n t d t i o a a  hun  a o l l d o  e e r  l a  

p r o t o p o r t ' i r i n a  6 c o p r o p o r i ' i r l n a  ; p o r  e a t o  e a p o r  l o  qua he mo a t r a -  

ta d o  pritae  ram eu te  ( a n t e s  de e n t r a r  en  a l  e s t u d i o  6 i n  va a t i g a o l d n  

de l a s  p o r f i r i n a s  en  p ih o n e  g) da s é p a r a r  o ro m a to g rd f io a u ie n te  p r o -  

t o p o r i I r i n a  y  c o p r o p o r i i r i n a  u t i l i z a d a a  como p a t r o n e a , r e a l l z a r  

su s  c u rv a g  do a b s o r c i d n  y v a l o r a c i ( 5 n ,y  h a l l a r  l o a  I f  ml t e  a de s e c -  

s i b i l i d a d  en  quo l a g  p o r l ’i r i n a a  no sa d e t e c t a n  p o r  au  f l u o r e a o e c -  

c i a  r o j a . p e r o  s i n  embargo t o d a ^ f a  son  i d e n t i f i o a b l e a  p o r  sum b a n — 

dus  (la G o r e t .

4 . 1 . 3 . 1 . 1 . -  S e p a ru c i r fn  c r o m a t o g r d f l e a  an  oapR d e l g a d a .

Como p a t r o n c s  sc  u t i l i z e r o n  p r o t o p o r f i r i n a  

s a l  d i s d d i c a  y c o p r o p o r f  i r i n a  1 (aiabna da l a  c a s n  S ig m a ) ..

P r o t o p o r i ' i r i n a  s a l  d i a d d i c a , c o n t i e n s  l a  eo -  

l u c i d n  t icu o sa  mad re  1 jug/T | i l  ; de d a t a  oe p r a p a r a n  l a  d i l u i d a  a l  

1 /1 0  y a l  1 / 1 0 0  que c o n t i e n e n  r e s p e c t i v n m e n t e  O' 1 | i g / l  Jil  y  O'OT 

^ g / l  | i l .

C o p r o p o r i i r i n a  1 ; Se p r é p a r a  de un  v i a l  que 

c o n t io n e  5 | i g .  P a r a  e l l o  se a d i d i o n a n  O 'b ml de CIH 0*1 N; ae o a -  

l i e n t a  nuavemonte d u r a n t e  5 m in u to s  en  baffo de a g u a  a g l t a n d o  p e -  

r i d d i o a m e n t e  y e s p e r a  a  que ae e n f r i a .  De sp u d  a ae u d lo lQ u a  a juonfa-  

00  hf-.sta pH = 8 . C o n c e n t r n c id n  a  que q u e d a ,  5 |ig e n  0*5 ml = 500 

| i l  ; 5 | i l  c o n te n d r u n  0*05 |.ig.
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Flt-cfia dp 10 X 6'6 c t a . r e v o s t i d i . a  con a d a o r b e n t t  d t  c e l u l o a a  Kod; 

A p l ic r .o id n  de p r o t o p o r f  I r i n a  a t l  d l o d d l c a  5 j i l . d e  l a  a o l u o i d n  

d i lC i id n  a l  1 /1 0  = 0 '5  Jig*

A p l i c a c i d n  de c o p r o p o r f  i r i n a  1 , 5 j i l  = 0 '0 5  Jig.

L fq u id o  de d e a a r r o l l o J  L u t i d i n a - a g u a  (1 0  s 3)*

Tieoipo do d e a a r r o l l o î  u na  h o r a  y  3 0  m in u to a .

Secado de l a  p l a ç a  con  a i r e  o a l i e n t e .

Itf de p r o t o p o r f  i r i n a  = 0*83 .

Hf de c o p r o p o r f  i r i n a  = 0 .  No e p i ig r a .

Bn l a  m e z c la  de ambaa a d lo  e m ig re  l a  p r o t o p o r f i r i n a  con e l  m ia -  

mo 3 f  = 0 '8 3 .

Bn ambaa a  l a  l u z  u l t r a v i o l e t a  dan  i n t e n a a  f l u o r e a c e n o i a  r o j a .

( Vdaaa FIGURA 1. ) .
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Fig.1 PATRONES:

iP ro^oporF ir ina  sal disodicc.

2.CoproporFirino 1.

3.Mezcla proto y coproporfirinc ,
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Se v e r l f i o d  o t r o  orom atogrdm u con o b j e t o  de d l l u o i d a r  e i  

In  no e m ig r n o ld n  de l a  c o p i 'o p o r f I r i n a  f u e r a  o o n e e a u e n c la  de p r e — 

p a r a r l a  en a o l u o i d n  Hiiioniaoal y d u r a n t e  e l  t r a n a o u r a o  de l a  a p l i -  

c u o id n  6 g o t e o  y  d e l  d e s a r r o l l o  ae v o l a t i l i z a a e  e l  am onfaco y  

quednae  f u e r t a i a e n t e  a d a o r b id a  p o r  e l  CIH. P o r  e l l o  ae c a l e n t d

auavecien te  l a  a o lu o id n  a u o n f a c a l  de o o p r o p o r f i r i n a  p a r a  e l i m i n a r  

e l  amonfaco y  a l c a l i n i z d  con a o a a  0*2 N h a a t a  pH 8 .  Con p r o t o  — 

p o r f i r i n a  a a l  d i a d d i o a  y  c o p r o p o r f i r i n a  1 a l o a l i n i z a d a  ae r a p i t i d  

e l  o rom atog ram a con e l  miemo r e s u l t e d o  quo e l  a n t e r i o r , e a  d e c i r ,  

qua l a  c o p r o p o r f i r i n a  q u ed a  a d a o r b i d a  en  e l  p u n to  de p c r t l d a , a i n  

e m i g r a r .

4 . 1 . 3 . 1 . 2 . — L im i t e a de a e n a i b i l i d a d  de f l u o r e a c e n o i a  

y  c u rv a a  de a b a o r c i d n .

L im ite  a de a e n a i b i l i d a d  de f l u o r e a c e n o i a  

de p r o t o p o r f i r i n a  a a l  d i a d d i o a .  Se o b tu v o  un c rom atogrdm a a n a l o -  

go a l o a  a n t e r i o r d a  en  l a a  mismaa o o n J i c i o n e a  de e j e o u c i d n  n p l i -  

cando 5 j i l . d e  unaa  a o l u c i o n e a  de p r o t o p o r f i r i n a  s a l  d i a d d i o a  

que c o n t e n i a  1 j i g / l  j i l  ; 0*1 | i g / l  j i l  ; 0 '01  Jig/1 Jil  y  0*001 j i g / l  j 

ea d e c i r , l a  aogunda d i l u i d a  a l  I / I O ,  l a  t e r c e r a  a l  I / IO O  y l a  

c u a r t a  a l  I / 1 OOO con r e e p e o to  a  l a  p r im e r a  d p a t r d n .  Laa manohas 

de l a a  a o l u c i o n e a  p a t r d n  y  d i l u i d a  a l  I / I O  ae ven  d i r e c t a u e n t e  

y  au f l u o r e a c e n o i a  e l  U . Y . ; l a  d i l u i d a  a l  I /IO O  ao lo  ae v i s u a 

l i s a  s u  f l u o r é a c e n o ia  a l  U.V. y  l a  d i l u i d a  a l  I / 1OOO np se  dé

t e c t a  de ningufâjy fo rm a .  Ba d e c i r , q u e  l a  f  l u o r e a c e n o i a  r o j a  ae 

p e r c i b e  t o d a v f a  a  Ip a  0*05 jig = 5 / 10 0 ,p e r o  no a  l o a  0*005 Jig ®= 

5 / 1 0 0 0 .
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Se o b t u v i e r o n  doa c u rv a a  de a b a o r c id i i  oon l o a  e l u u t o a  de 

l i ia  mancliQa o b c e n id a a  en e l  c ro inatogram a oon l a  a o l u c l d n  madré 

de p r o t o p o r i ' i r i n a  y l a  d i l u i d a  a l  l / l O .  P a r a  e l l o  l a a  tuanchaa oo- 

r r e a p o n d i e n t e  d e l  o rom atogram a se a a o n ro n  r a a c a n d o  oon u na  e s p ^ -  

t u l a ; l l e v ; . n d o  a  aendoa tu b o a  de c e n t r f f u g a , a e  a g i t e r o n  d e a p u e s  

o ada  uno oon 2 n il .de  CIH 0 '5  N y  a d i o i o n d  a  c a d a  uno 3 m l.  de 

ag u a  y  d e s p u e s  de h o m o g e n iz a c id n  se o a n t r i f u g a r o n  y  en  l o a  s o 

b r e  n a d a n te  g se d e t e r m i n a r o n  l a a  d e n a id a d e a  d p t im a a  deade  380 a  

430 nra. Las c u rv a a  r e a u l t a n t e o  %n fo rm a  de campana d i e r o n  e l  m&- 

x iu o  de a b a o r c i d n  en  409 nm.

L im i te g  de a e n a i b i l i d a d  de f l u o r e a c e n o i a  de p r o t o p o r f i r i 

na IX dime t i l  e s t e r .  Se em p le a ro n  p r o t o p o r f i r i n a  IX d i m e t i l  e s 

t e r  do hemir.a de buey  de l a  f  i rm a  Sigma y  o t r a  e a t e r i f  i o a d a  p o r  

n o a o t r o a  a  p a r t i r  de l a  p r o t o p o r f i r i n a  a a l  d i a d d i o a ,

P r e p a r a c i d n  de p r o t o p o n i r i n a  m e t i l a d a : Se p n r t i d  de 

unoa 100 mg de p r o t o p o r f i r i n a  s a l  d i a d d i o a  S i g m a , l a  c u a l  ae p u -  

30 en  c o n t a c t o  d u r a n t e  24 h o r a a  oon 20 m l .d e  m e ta n o l  que l l e v a -  

b a  i n c o r p o r a d o  1 ia l .d e  SO4 H2 o o n o e n t r a d o .  D espues  de d i l u i r  oon 

2 0  m l .d e  a g u a  se e x t r a j o  oon 50 m l .d e  d t e r  a u l f i i r i c o  y  2 0  m l .d e  

c l o r o f o r n o ;  a  c o n t i n u a c i d n  sa  a d i o io n d  en  v a r i a s  v e c e e  suce  s i  -  

vaa mas c lo ro fo rm o  p a r a  a g o t a r  t o t a l m e n t e .  Loa e x t r a o t o a  o l o r o -  

f d r m i c o a - e t d r e o a  ae l a v a r o n  oon ICO m l .d e  ag u a  a m o n ia c a l  a l  2 jî 

y d e a p u e s  oon o t r o a  100 ml d e l  miamo d i a o l v e n t e |  ae v o lv id  a  I n 

v a r  oon mas a g u a ,  se e e p a r a i o n  l a s  cap aa .  , s e  de s e e d  oon 8041102 en
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h l d r o  y  f i l t r d  p o r  f i l t r o  de y o v a p o rd  a l  v a c i o , c a l e n  -

t a n d o  Bvlavementa a l  bafio m a r i a  p a r a  e l i m i n a r  e l  c l o r o f o r m o .

B1 l i q u i d o  f i n a l  ( unoa  20 m l . )  mda e l i q u i d o  o l o r o f d r m i c o  

de l o o i d n  ae v e r t l d  e n  u na  c r i a t a l i z a d o r a  y  d e j d  e v a p o r a r  h a a t a  

e e q u e d a d .  R e a u l t d  un p o lv o  o a o u r o .  Con amhaa p o r f i r i n a s  m e t i l a d  

d a s  se  t r a z a r o n  l a s  c u r v a a  de a b s o r c i d n  d i s u e l t a a  e n  C I3 CH y  

CIH 2N ,dando c u r v a a  e n  f o r m a  d a  oampana con un  p i c o  e n  409 nm. 

Con e a t o s  doa p r o d u c t o a  ae p re  p a r a r o n  u n aa  s o l u c i o n e s  madre a 

o l o r o f d r m i c a a  t a l e s  qua c o n t u v i e s e n  1 p g / l  m l . y  e n  9  t u b o s de 

h e m o l i s i a  p a r a  o ada  s o l u o i d n  se  to m aro n  p a r t e a  a l l c u o t a a  r e a p e c -  

t i v a a  de  0 ' 9 ,  0 * 8 ,  0 * 7 ,  0*6 , 0 * 5 ,  0 * 4 ,  0 * 3 ,  0*2 y  0 * 1  y  ae l e a

a d i o i o n d  a  o ada  tu b o  0 * 1 ,  0 * 2 ,  0*3 ,  0 * 4 ,  0 * 5 ,  0 * 6 ,  0 * 7 ,  0*8 y  

0 * 9  de c l o r o f c r m o .

Vdaae l a  T A B L A  X.
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Laa d i l u c i o i i e a  a n t e r i o r e s  ae deb en  de e f a c t u a r  i n m e d i a t a
4

m ente  a n t e s  de r e a l i z a r  l a a  c r o m a t o g r a f i a a  en  o ap a  d e l g a d a  y  

en  t u b e a  b i e n  c e r r a d o a  p a r a  e v i t a r  e v a p o r a c i o u e s .

Se p r e p a r a n  v a r i e s  c r o m a to g r a n a s  en  o ap a  d e l g a d a  u t i l i -  

zando  p r o t o p o r f i r i n a  IX d i m e t i l  e a t e r  p r o c é d a n t e  de h e mina 

de b u e y  y  o t r o a  v a r i e s  ua&ndo l a  p r o t o p o r f i r i n a  d i m e t i l a d a  

o b t e n i d a  p o r  a l n t e a i a .

Laa d iu ie n a io n e a  de /Ias  p l a ç a s  f u e r o p  de 10 x  6 * 6  om. $ 

a d s o r b e n t s  de r e v e a t i m i e n t o  g e l  de s i l i c a .  La p r o c e d e n c i a  de 

l e a  p l a ç a s  e a  de l a  o a s a  E as tm an  Kodalc. Laa a p l i o a c i o n e a  r e a l j  

z a d a a  f u e r o n  de 2 0  j i l  de c a d a  u na  de l a a  a o l u o i o n e s  oon c o n -  

t e n i d o  de 0 * 9 ,  0 * 8 ,  0 *7 , e t c . .  h a a t a  0*1 j i g / l  m l .  Los Rf de oa . 

da  una d e ln g  machaa f u e r o n  muy seme j a n t e s  y  a o lo  d e j d  de p e r -  

c i b i r a e  f l u o r e s o e n c i a  r o j a  e n  a q u e l l a s  a o l u o i o n e s  de u p l i o a -  

o i o n e a  me n o r  e s  de 0*4 j ig / ra l .  P o r  c o n s i g u i e n t e  e l  l i m i t e  de i 

a e n a i b i l i d a d  p a r a  amboe p a t r o n e a  f u d  de 0 * 8  | i g / l 0 0  | i l .

S a b ie n d o  que l a s  s o l u c i o n e s  l i m i t e s  que d a n  f l u c r e s c e j t c j  

r o j a  son  l a s  que c o n t i e n e n  0*4 j i g / r a l . ,  20 ml c o n t e n d r a n s

£ Ü L i 2  .  .  O’O U S /100 .U 1 .
1 .0 0 0  Jil 1 .0 0 0  | i l .  ' I

Se o b t u v i e r o n  1 r s  o u rv a a  de a b s o r c i d n  de I p a  e l u a t o a  

c l o r o f d r m i o o a  (5 m l . )  de l a s  m&ohas c o r r e s p o n d i e n t d a . o b t o n i d a :  

de l a  fo rm a  ya  r e s e h a d a , n  l a s  s o l u c i o n e s  con l i m i t e  de s e n s i -  

b i l i d a d  0*8 jig/lOO | i l  de f l u o r e a c e n o i a  r o j a  y  d i e r o n  n q u e l l a r  

t a m b ie n  en  fo rm a  de campana con un mdximo de a b s o r c i d n  c o r r e c -
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t o  ( p lo p  on  409 riiiu). Los l i q u i d  o s  o l o r o f  drm iooa  se évaporas» 

ro n  a l  v a c i o  y lo o  r e a i d u o s  d i a u o l t o a  oada uno en  5 m l .  de 

GUI 21! d i e r o n  a i id lo g a e  c u rv a o  e n  oampana oon e l  uiismo mdbcimo 

de a b s o r c i d n Î i g u a l t i e n t e  l a s  s o l u c i o n e s  de n.enor o o n te n id o  de 

p r o t o p o r f  i r i n a ,  p o r  debr.jo  de 0 '4  p g /n i l .  ( l i m i t e  de s e n s i b i i i -  

dad) d i e r o n  o u rv aa  s i i n i l a r e s  s i n  p r e s e n t e r  f l u o r e s o e n c i a  r o — 

j a  l a s  s o l u c i o n e s  an  GIH 211.

Ite l o s  r e s u l t a d o a  o b t e n i d o s  d e e c r i t o s  en  l o s  a p e r t a d o s

4 . 1 . 3 . 1 . 1 .  y 4 . 1 . 3 . 1 . 2 .  eft deduce  que e x i s t e  una  mas a l t a  s e n  

s i b i l i d a d  p a r a  l a  d e t e c c i d n  de f l u o r e s o e n c i a  r o j a  en  l o a  e s -  

t o r e s  de p r o t o p o r f i r i n a  que e n  l a s  p o r f i r i n a s  l i b r e s  ( p r o t o 

p o r f  i r i n a )  y  nue p o r  n i v e l a s  mns b a j o a  de d e t e c c i d n  de f l u o -  

r e s c e n c i a  r o j a  aunque d s t a  no ae d e t e c t s , s i n  em bargo se p u e -  

de t o d a v i a  c a p t a r  p o r  e s p e c t r o f o t o m e t r i a  l o s  mdxitnos da a b -  

s o r o i d n .

4 . 1 . 3 . 2 . -  R e c o n o c im ie n to  p r e v i o  de p o r f i r i n a s  de p iR o 

n e s .

E s t a s  d e te rm in a o io n e B  se r e a l i z a r o n  como t a n  

t a o a  pctru d e s p u u s  p r o s a g u i r  l a  d e x e c o id n  y c a r a o t e r i z a o i d n  de 

l a s  m ism as.

P a ra  s u  r e c o n o c i n i e n t o  hemoa t r a t a d o  de id e i  

t i f i c a r l a a  como e s  n a t u r a l  en  e m b r i o n e s , r e e l i z a n d o  u n a s  e x t r r :  

c l o n e s  en  l a s  c u a l e s  se p u e den  d e t e r m i n a r  p o r  su e  e s p e c t r o s  

de a b s o r c i d n .  Lus p o r f i r i n a s  p o g een  4 b a n d a s  de a b s o r c i d n  en
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e l  v i s i b l e  a  500, 5 40 ,  580 y  620 nm. P e ro  to d a a  e l l a a , i n b l u s o  

In s  n e t a l o p o r f i r i n a a  y  h e m n t o p o r f i r i n a s  t i e n e n  una banda de 

a b s o r c i d n  en  e l  U.Y. prdximo l la m a d a  de S o r e t  cue p e rm i te  d o -  

t e r m i n a r l a a  oon mayor a e n a i b i l i d a d  al’inan d o  de 10  a  2 0  v e o e s  

mas que p o r  l a s  o o r r e s p o n d i e n t e s  en  e l  v i s i b l e  y en  cubet a s  

de un cm. de e a p e s o r  l l e g a r  a c a r a o t e r l z a r l a s  a  o o n o e n tra o io n e  

d e l  o rd e n  de 10“ ® m g / n l . En s o l u c i o n e s  c l o r h f d r i c a a  2IT,l a s  b a n 

d as  de S o r e t  p a ra  l e s  o o r re  s p o n d le n te  a p o r f i r i n a s  son l a a  s i -  

g u i e n t e s .
M&cimo de a b s o r o i d n .

U r o p o r f i r i n a  . . . . . .  405 nm.

O o p r o p o r f i r i n a  402 nm.

P r o t o p o r f i r i n a  . . . .  ; 40g nm.

D e u t o p o r f i r i t i a  . . . . .  4 O4  nm.

Meaoporf i r i n a ....... 401 nm.

-  P r i n c i p i o t  Sa b a s a  en e f e o t u a r  una e x t r a o o i d n  de lo a  p i -  

f fo n es ,en  l a  c u a l  se r e a l i z a  una in o u b s o id n  oon s u s t a n o i a s  que 

f a v o r e c e n  l a  f o r u a o i d n  de d-AIA y  p o r  onde l a  de p o r f i r i n a s ,  

p a r a  d e sp u e s  d e t e c t a r l a a  y d e t e r m i n a r l o a  p o r  e s p e o t r o f o to m e -  

t r f a .

-  T d o n ic a i  B asada  l a  e x t r a o o i d n  en  l a  r e a l i z a d a  p o r  K iku-  

o h i ,  Kumnar y  c o l . , ( 1 9 5 8 ) , p a r a  l o s  enaayoa  I  y I I  de l a  d-ALA 

s i n t e t a s a .

Pdngase un gramc de em b rio n es  e x ao tam en te  p esado  en  un 
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m o r te ro  e n l ' r l a d o  con h i e l o  a 0® u .  A d ic id n e s e  a r e n a  l a v a d a  e n -  

f r i r fd f i  I g u a lm e n te  y t r i t d r e g e  oon 3 m l .  de I 'o e f a t o  b u f f e r  0 ' 1  

lu de pH 6 ' 9  h . ' s t a  e s t a r  muy b i e n  h o m o g e n e iz a d o . E l  I f o u i d o  ae 

p ag a  p o r  t e j i d o  de muse l i n n  d p a p o l  de f i l t r a r  j a r a b e  a a  un 

m n trn z  n fo rn d o  de 5 m l . Se r e o x t r a e  p o r  t r i t u r a c i d n  del r e e f d u o  

que qu ed a  e n  e l  m o r t e r o  oon o t r o e  2 m l .  de b u f f e r  y  p ro o r f re a e

p a g a r  a l  m n trn z  n f o r t d o  to d o  e l  I f o u i d o  y d e s p u d a  de e g o u r r i —

do to d o  e l  r e a f d u o  d e l  m o r t e r o , e x p r im a g e  b i e n  y  p o r  v i l t im o  l l £  

vege a  5 m l .  E s t o a  5 m l . sa d i v i d e n  en  3 f r a c o i o n e a , 1 a  1 ® de 2

m l. ,  l a  2'-* de o t r o o  2 m l . y l a  3® de 1 m l . L as  dog p r i m e r a s  son

p a r a  r a a l i z a r  l a g  i n o u b u o io n e a  ae g d n  l a s  t d c n i c a s  I  y  I I  de l e  

d -  ALA a i n t a t u o a  r e f e r i d a s  n n t e r i o r m e n t e j  y l a  3® de 1 m l .  p a 

r a  d e t e r m i n a r  l u g  p r o t e i n a a  s eg d n  Lovvry ( 1 9 5 1 ) .

— T d c n io a  I  de l u  d-ALA s i n t e t n s a .

A l a  18 f r a c c i d n  de 2 m l.  sa  l e  a d i o i o n a n :

O 'I  n i l .d e  g l i c o o o l a  50 | im ol.

O 'I  m l.  de p i r i d o x a l f o s f a t o  0 '2 5  ju n o l .

O 'I  m l.  de ClgMg 2 |imo 1 ,

O 'I  m l.  de s u s o o i n a t o  2 jim ol, y

O 'I  m l .  de ATP 2 p m ol.

A l a  28 f r a o c i d n  de 2 m l . s e  l e  a d i o i o n a n  l a s  mismas 

s u s t a n o i a s  oon id d 'n t i o a g  o a n t i d a d e s  que en l a  18 f r a o o i d n  p a -  

r o  g in  g u c o i n a t o .

-  P a ra  l a  t ^ c n l c a  I I  de l a  d-ALA s i n t e t f t s n , h a y  que tOw» 

mar de l a s  f r a o c i o n e a   ̂ 6 2 una  c n n t i d a d  t a l  que c o n te n g a  0  mg. 

do p r o t e i n a g .
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A e s t e  VOlumen de c a d a  una  de l a s  f r a c o i o n e s  ae l e  a d i o i o n a n  

l a s  mismas s u s t a n o i a s  que en  l a  t r f o n ic a  I , è a  d e o i r , q u e  e n  e l  

p r i m e r  oaoo se  h n ce  l a  in o u b s o id n  oon g l i o o o o l a  50  [ u n o l . , p i 

r i d o x a l f  o s f  a t o  0 '2 5  p m o l . , C l2Mg 2 p m o l. , s u c o i n a t o  2 junol. y  

ATP 2 jimol. y  a  l a  2* f r a o o i d n  no se l e  a d i o i o n a  e l  s u c o i n a t o ,  

E l  voluraen t o t a l  f i n a l  e n  ambaa in o u b a o i o n e s  debe  s e r  de 2 m l .

En oada  uho de e e t o s  4 e x p e r im e n to a  se  r e a l i z a n  l a s  o p e -  

r a c i o n e s  s i g u i e n t e s  : Inovîbense d u r a n t e  8® m in u to a  e x a o t o s  a  

34® 0 .  y p a r ë n s s  l a s  r e a c o i o n e s  a  d io h o  t e r m in e  de t iem po  a f la -  

d ie n d o  a  o ada  uno 1 /5  d e l  volum en de Aoido t r i o l o r o a o t f t i o o  a l  

20 ^  ( e s  d e c i r , d e  0*4 a  0*5 m l . ) .  D esp u es  se  o e n t r i f u g a  oa— 

d a  l i q u i d e  a  1 2 .0 0 0  r . p . m . . d u r a n t e  15 m in u to a  y  se r e o o j e  p o r  

s e p a r a d o  e l  s o b r e n a d a n t e  y  e l  r e s i d u o .  L lrfvese o ad a  uno de l o s  

e o b r e n a d a n t e s  a  un  m a t r a z  a f o r a d o  de 5 m l .  y  e l  l i q u i d e  de l o 

o i d n  ( f o s f a t o  b u f f e r )  d e l  r e s i d u o  i n o o r p d r e a e  a  l o s  r e s p e o t i — 

v o s  m a t r a o e s  y  p o r  u l t i m o  e n r d a e s e  a  5 m l .  De o ad a  uno de eatOL 

m a t r a o e a  se h a c e n  p a s a r  4 m l .  p o r  u n a  oolumna de Dowex 50  Vf 

(2 0 0 -4 0 0  m a l l e s )  o o n v e n ie n te m e n te  p r e p a r a d a  y  sa  e lu y e  oon 10 

m l.  de a c e t a t o  am dnioo  1M. En una p a r t e  a l i o u o t a  de oada uno 

de e s t o s  <10 m l . s e  d é t e r m i n a  e l  d-ALA p o r  efl mdtodo de Mauze— 

r a l l - G r a n i o k , h n c i e n d o  l a  l e o t u r a  a  550 nm. d a s p u e s  de 10 m inu

t e s  de r e p o s e  e n  un  e s p a o t r o f o t d m e t r o  Deokman. ( La d é t e r m in a  — 

c id n  d e l  d-ALA f u d  o b j e t o  de p a r t e  da l a  T e s i n a  que p r O s e n t a -  

moa en  O c tu b re  de 1 9 7 6 ) .
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E l  m l .  r o g t î ' i i t e  de cadn  uno de l o s  m n t r n c e s  de 5 m l .  de 

l o s  e x p e r im e n to a  1 y 2 de I c a  t d o n ic n a  I  y I I , l l d venae oon a — 

gUR d e s t i l n d p .  Ji 5 m l.  y n d io id n e n a e  5 m l .  de 01H 4Nj a a f  e l  

c o n ju n to  de umboa quednn d i l u i d o a  a  tO m l.  de CIH 2N. En oada  

uno de e l l o s  se d e te rm in n n  e ope o t rn Im e n te  l a a  p o r f i r i n a s  a  l a  

l o n g i t u d  de onda de ] a s  b a n d a s  de S o r e t .

n o s  r e a i d u o a  de l a a  r e s p e o t i v u a  c e n t r i f u g a o i o n e s  a n t e 

r i o r e s  ee a g i t e  n  in te n a a m e n te  oon 5 m l.  da CIH 2 N , o e n t r i f u  — 

gan de nuevo a 1 2 .0 0 0  r . p . m .  d u r a n t e  15 m in u to s  y en  l o a  eo — 

b r e r i a d c n te s  se d e ta r iu in a n  l e s  p o r f  i r i n a  s i g u a l m e n t e .

4 . 1 . 3 . 2 . 1 . - D o te r m in a c id n  e a p e o t r a l  de l a s  p o r f i r i n a s .

P a r a  e l l o  l a s  d e n a id a d e a  d p t i c a a  h a l l a d a s  

ee e x p r e a a n  on p r o t o p o r f i r i n a .  Como d e n s id a d  d p t i o a  de mdxima 

a b s o r c i d n  de l a  p r o t o p o r f i r i n a  ( p io o  en  409 n m .)  se  h a  tomado 

0 '5 3 2  en  una c o n c a n t r a c i d n  d i l u i d a  a l  l / lO O  de una  s o l u o i d n  

madré que l l e v e  1 ,0 0 0  | i g / l  .0 0 0  p l . , e a  d e c i r ,  que c o n te n g a  10 

j i g / l  m l .  f o r  l o  t a n t o  e l  n\imero de p g / l  m l .d e  p r o t o p o r f  i r i n a

0 '5 3 2  D .O .p ro b le m a  
se d educen  da l a  r e l a o i d n  ________    , l u e  go ee

10 pg X
h a c e n  l o s  o d l c u l o s  ad ecu ad o s  con n r r e g l o  a  l e s  d i l u o i o n e a  h a 

chas  .

4 . 1 . 3 . 3  • -  ' f r a t a m ia n to  p r e v i o  de l o s  p i  Ho ne s .

Los p i Honeu se hnn t r a t a d o  de d i v e r s e s  fo rm a s  

oon o b j e t o  de com probar s i  e s t o s  t r a t a m i e n t o s  p o d ia n  f a v o r e o e r
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l a  b i o g ^ n e a l g  de p o r f i r i n a a  y  p o r  enda a l  h a b e r  mayor o a n t l — 

dnd da e l l a a , d e t e c t a r l a a  m a jo r .

UAom t r a t a i i l o n t o a  oe han  v e r i f i c a d o  p o r  me d l o a  n a t u r e  — 

l e  a oorao l a  e a t r n t i f i c a o i é n  6 l a  pue a t  a  a  g e r m ln a r  do l o a  p i f l£  

n e a  d e n t r o  de d e ta r n i in n d a a  o o n d io io n e a  da humadad y  t e m p e r a t u 

r a  ( g e n e r a l m e n t e  2 9 -3 0  » C . )  d de e a t r a t i f i c a o l d n  a e g u ld o  da 

g e r m i n a c i d n .

O tro a  t r a t a m i e n t o s  ae h a n  e f e o t u a d o  i n c o r p o r a n d o  d i n  — 

t r o d u c i e n d o  an  l o a  p i  Ho ne a peo^ueflaa o a n t i d a d e s  de d é t e r m i n a  -  

d aa  a u a t n n o i a a  u u im io a s  q^ue pueden  e e r  i n d u o t o r e a  de l e  b i d g e — 

ne s l a  p o r f i r f n l c a .

E n t r e  l o s  m t i l t i p l e s  i n d u o t o r e a  de l a  d-AliA s i n t e t a s a  y  

p o r  t a n t o  de l a a  p o r f i r i n a a  que m en c io n a  G ra n ic k  ( l 9 6 6 ) , d e a — 

t a c a n  l a  a l i l i s o p r o p i l a o e t a m l à a , g l u t a t i m i d a , d i e t i l  1 -4  d i h i -  

d r o x i  2 - 4 - 6 -  t r l m e t l l  p i r i d i n  3 -5  d i o a r b o x i l a t o  ( D D C ) , d i e t i l  

2 - 4 - 6 -  t r i m e t i l  p i r i d i n  3 -5  d i o a r b o x i l a t o  y  l a  g r i a e o f u l v i  -  

n a .  De t o d o s  e l l o s  e l  de mas f d o l l  a d q u i a l o i d n  p a r a  n o a o t r o a  

f u d  l a  g r i a e o f u l v i n a  que aunque e a  poco  h i d r o a o l u b l e  ae puede  

u t i l i z a r , p o r q u e  l a a  a o l u o i o n e s  e m p le a d a a  en  l o a  t r a t a m i e n t o s  

so n  de o o n o e n t r a o i o n e a  muy b a j a a .

CH
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l ’o r  o t r i i  p a r t e  liemoa u t i l l z a d o  t i a m i n n  que en  un g r a n  

e a t l i i iu ln n ta  de l a  g e r m in a c ld n  (3 n n z  MuHoz y P a l n c i o e  A l a l z ,  

1972; y Sanz Jluiioz y S u n to e  R u iz ,  1974) ; d-ALA que como e s  un  

a i l l n r  b i 'a i c o  de l a  b io g d r i e a i s  p o r f I r f n i c a , a l  h a b e r  un  e x c a a o  

h a  de f a v o r e o e r  ta m b ie n  l a  f o r m a c id n  de p o r f i r i n a s f t a m b i e n  h e — 

moo e n p le a d o  t r e o n i n a  y o t i o n i n a .  P o r  d l t im o  se u t i l i z d  BDTA 

como m a t e r i a  que fo r inando  un c o u p le  jo  oon e l  m ag n és ie  puede  

a c t u a r  f r e n a n d o  l a  b i o s f n t e s i s  p o r f i r f n i o a  y a  que l o a  lo n e  a 

m ag n d s ico s  son a o t i v a d o r e a  de l a  d—ALA a i n t e t a s a  p a r a  l a  f o r m a -  

c i d n  de d - A ù \ , p r i m e r  p aso  i n t e r m o d i a r i o  e n  l a  b i o g è n e s i a  de 

p r o t o p o r f i r i n a .

Los t r a t a m i e n t o s  de e a t r a t i f i o a o i d n  y  g e r m in a o id n  se  

h an  v e r i f i c a d o  con a r r e g l o  a  l a a  norm as d a d a s  a l  o o n ie n z o  d e l  

a p a r t a d o  4 . 1 .  Los demds se  h a n  r e a l i z a d o  aum erg iondo  l o a  p i -  

Ronea c o m p lo te s  ( e s  d e c i r , o o n  o u b i e r t a )  en  a o l u o i o n e s  que o o n -  

t u v i e s e n  e l  ndinero de mg d e l  i n d u c t o r , seg tîn  l o s  o a s o e , p o r  100 

ml de a g u a , d u r a n t e  3 d f a c .  En onao de h a b e r  d o s  oom puestos  e n  

e l  I f q u i d o  de in m e r a id n  se  ponen  40 mg de u n o , cuando e a  t i a m i — 

na y d e l  o t r o  aeg\în  se e g p e o i f i o a  e n  1rs t a b l a s  y  r e a u l t a d o s .  

P a ru  a o l a r a r  lad jo r  c s t o ,  l o  c o n c r a ta r e m o a  d i c i e n d o  que en. l o a  

t r a t a m i e n t o s  con t i a m i n a , t r e o n i n a ,d - A L A  y  e t i o n i n n  se p u a i e r o n  

4 0 ,  12, 20 y 2 mg de coda  uno de e l l o s  en l a  s o l u o i d n  r e s p e o -  

t i v a .  Un l a s  que l l a v a b a  LDÏ/. y  t i a m i n a ^ 4 '9 4  g .  y  40 mg. de 

cadn  una  en  l a  s o l u o i d n  en  que e l  BDTA va  s i n  d i l u i r ;  an
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o t r a  ge d i l u y e  e l  BETA e l  1 / 2  6 e l  I / I O .  En l a s  s o l u c i o n e s  que 

1 le  v a n  g r i o e o f a l v i n n . e n  una  de e l l a s  se pone t i e m i n a  en  a o l u 

o id n  actio s a  y g r i s e  o f  u l v i n a  a  e a t u r a c i d n , e n  o t r a  l a  g r i s e o f u l -  

v i a n  a l  I / 2  de s n t u r a c i d n  y  e n  l a  t e r c e r a  a l  1/ 1O de s n t u r a c i d i

4 . 1 . 3 . 4 . -  P o r f i r i n a a  l i b r e s  e n  p iH o n e s .

La d e t e c c i d n  de p o r f i r i n a s  l i b r e s  l a  hemos v e -  

r i f i c a d o , d e a p u e s  d ^ a  o x t r a c c i d n  de l a a  n is tu e a ,p O r  un p r o o e d i -  

m ie n to  de e x t r a c c i d n  b a a a d o  e n  l a  t d c n i o a  de l a i t  y  G ibeon  

( 1961) .

4 . 1 . 3 . 4 . 1 . -  E x t r a c c i d n .

■‘■"ara e l l o  se p e s a n  e x a c ta m e n te  a l r e d e  

d o r  de 6 g .  de p iH o n es  y  t r i t t l r n n  oon a r e n a  de mar l a v a d a  y  de- 

s e n g r a s a  f r a o o io n n d a m e h te  don a c e to n a  jo n  v a r i a s  p o r c i o n e s  hac- 

t a  d e s a p a r i o i d n  t o t a l  de l a  g r a s a . E l  r e s f d u o  se l i e v a  o u a n t i -  

t a t i v s m e n t e  a  un tu b o  de o e n t r i f u g a  y  a d i o i o n a  a c e t a t o  de e t i -  

l o - d o i d o  H c d t io o  ( 9 : 3 )  ( v / v )  ae a g i t a  i n t e n a a m e n te  y ae o e n t r i 

f u g a .  E l  s o b r e n a d a n te  se  s é p a r a  y  e l  r e g fd u o  se  v u e lv e  a  a g i 

t e r  oon mas B o e ta to  de e t i l o - d c i d o  a c d t i o o  ( 3 : 1 )  ( v / v ) , s e  oen

t r i f u g a  de nuevo y  e l  s o b r e n a d a n te  se re u n o  c o n . e l  a n t e r i o r ,  

en  u n a  a m p o l la  de d e c a n t a o i d n .  A l a  a m p o l la  se a g r e g a  10 m l.  

de CIH 3 H ,se  a g i t a  y  s é p a r a  l a  oapa  c l o r h f d r i c a  a  un v aao  de 

p r e c i p i t a d o .  A e s t e  v a so  de p r e c i p i t n d o s  se a d i o i o n a n  3*8 g .  

de CO^iflîa.ufasta n e u t r a l i z a c i d a .  p d se a e  e l  c o n t e n id o  d e l  v aso
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u una n tu p o l l f  de d e c a n t a o i d n , I n v a n d o  a q u d l  con 2 m l .  de o g u a  

y  e x t r d i g a e e  p r im o ro  oon 10 m l .d e  a c e t a t o  de e t i l o  y  d e a p u e s  

con o t r o a  2 m l.  Ilevînnnee l o a  e x t r a o t o a  de a c e t a t o  de e t i l o , s e  

d e j r n  e e c u r r i r  p a r i '  e l i m i n a r  e l  a g u a  y  f i n a l m e n t e  se d e s o c a  

con SO^IIag a n h i d r o . E l  e x t r a c t o  d e a e c a d o  se l l e v a  a  un m a t r a z  

a f o r a d o  de 10 m l .y  e n r a s a  con mas d i s o l v e n t s . Se tom an 5 m l.  

y  e v a p o r a n  a l  v a c f d  en  un m a t r a z  de fo n d o  re d o n d o  de o o l o r  t o 

pa c io  h a s t a  c u e d a r  una c a n t i d a d  de I f q u i d o  muy peoueR a p a r a  

p o s t e r i o r m e n t a  r e a l i z n r  c r o m a t o g r e f f a s  en  oapa d e l g a d a .

4 . 1 . 3 . 4 . 2 . -  T d e n t i f i c a c i d n  e s p e c t r a l .

Los 5 m l,  r e s t a n t e s  d e l  m a t r a z  a -

f o r a d o  se e v a p o r a n  t o t a l m e n t e  a l  v a c fo  y  e l  r e s i d u e  se  d i e u e l -

ve e n  5 ra l .d e  GUI N y v e r i f i c a n  é  d e te r m in a n  s u s  e s p e o t r o s  de 

a b s o r c i d n  en  l o n g i t u d e s  de onda  o o m p re n d id a s  e n t r e  380 a  430 

nra. p a r a  d e t e r m i n a r  s u s  ra d x in o s .

4 . 1 . 3 . 4 . 3 . -  O ro m a to g r a f f a  de o ap a  d e l g a d a .

E l  l i q u i d e  que quedd  de l a  evapoc* 

r a c i d n  a l  v a c io  se é v a p o r a  t o t a l m e n t e  y  e l  r e s i d u e  s e  d i s u e l — 

vo en  1 m l .d e  am bniaco  muy d i l u i d o , d s t a  e s  l a  m u e s t r a  que se  

e m p lea  p a r a  p r e p a r a r  e l  o ro m a to g ra m a .

T d c n io a  de l a  c r o m a t o g r a f i a  (G a jd o s - T « r 8 k ,1 9 6 8 )  1 

P a ra  e l l o  se e m p lsan  p l a ç a s  u  h o j a s  (y a  p r e p a r a d a s )  r e v e a t i — 

d as  de una ca p e  de c e l u l o s a  ( s i n  i n d i c a d o r e s  da f l u o r e s o e n c i a ,

Ne 6 0 6 4 ) ,  160 ^  de e s p e s o r , s o b r e  una r é s i n a  p o l i e s t e r  de 1 9 O ju.
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E g te  s o p o r t e  e s  t r a n s p a r e n t e  a  l a  l u z  I .V . en  to d o  e l  e s p e o t r o  

v i s i b l e  'y  muy p rdx itao  a l  i n f r a r r o j o  y  muy r e s i a t e n t e  a  l o a  d i 

a o l v e n t e  s o r g d n i c o s .  L as  h o j u s  se  p r e s e n t a n  en  d im e n s io n e a  de 

20 X 20 c m . ,p e r o  n o a o t r o a  l a s  c o r ta m o s  en  dos  m i t a d e s  de 10 x  

20 y  d e a p u e s  c a d a  un?i en  t r è s  de 10 x  6 ' 6  cm.

T a r a  1 4 . a p l i o a o i d n  de l a  m u e s t r a  se  e m p le a  una  mi

c ro  j e  r i n g a  P r e c i s i d n  S a m p lin g  C o r p o r a t i o n  de 5 p l .

Como l i q u i d o de d e s a r r o l l o  se  u t i l i z e  l u t i d i n a  2 -6  : 

a g u a  ( 1 0 : 3 )  y  v a p o r e s  de a m o n ia o o ,L a  c u b e t a  que  u t i l i z a m o s  p a 

r a  e l  d e s a r r o l l o  de l o a  o rom atog ram as  f u d  c i l i n d r i c a  de 11 om. 

de a l t o  p o r  9 om.de d id m e t r o  i n t e r i o r  con un r e b o r d e  s u p e r i o r  

e a m e r i l a d o  a l  c u a l  d e s p u e s  de l u b r i f i c a d o  s i r v e  p a ra ,  s o s t e n e r  

una t a p a  de v i d r i o  de 1 om.de e s p e s o r  y  q u e d a r  a s f  un o i e r r e  

h e r m d t i o o .

En e l  f o n d o  de l a  c u b e t a  se  su p e rp o n e  una  c d p s u l a  

de fo n d o  p i a n o  de d id m e t r o  de 7 - 8  c m . , s o b r e  l a  o d p s u l a  se po

ne un  p e s a s u s t a n o i a a  do t i p o  a l t o  de 2 cm. de r a d i o  l l e n o  de 

amoiiiaco o o n o e n t r a d o  y s o b r e  l a  c d p s u l a  se  a g r e g a  25 m l .  de 

u na  m e z c la  de l u t i d i n a  2 - 6 :a g u a  ( 1 0 : 3 )  y  t a p a  l a  c u b e t a  p r o — 

curtindo  que que de he  rm41 i  oa me n t e  c o r r a d o  d u r a n t e  3 0 -4 0  m inu

t o s ,  con o b j e t o  de a l o a n z a r  una b u e n a  s a t u r a c i d n  de v a p o r e s  r 

a m c n i a c n l e s  y  l u t i d i n a .

3e spue  a de h e c h a  s o b r e  una  p l a ç a  l a  a p l i o a c i t f n  

con l a  m i c r o j e r i n g a  de o ada  u n a  d e ^ a s  m u e s t r a s  y  de l o s  p a 

t r o n s  s ,  a  una  d i s t a n c i a  de 0 '5  om.oomo p u n to  de p a r t i d a ,  d e l
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b o rd e  de l e  n ln n n  de menor l o n g i t u d  y  onda una de l a  a p l l c a — 

c id n  de l u s  u iu e a t ra a  p o r  l o  menos a u n a  d i s t a n o i a  de 1 cm .,

30 p a s a  l a  p l a ç a  n l a  c u b e ta  s u n e r g i e n d o  e l  e x t re m e  de a p l l o a 4  

c id n  de l a  h o j a  en  e l  I f o u l d o  de d e s a r r o l l o  p u e s to  en  l a  c 4 p -  

a u l n , d e  form a que n q u d l l a  se apoye en  l a  p a re d  de l a  cHmara.

Se t a p a  l a  c u b e ta  y e s p e r a  a l r e d e d o r  de una  h o r a  y 30  m in u to s  

( o l  t iem p o  dopende de l u  c o n c e n t r a c i d n  de p o r f i r i n a a  y de l a  

t e m p e r a t u r a  a m b i e n t e , l u  t e m p e r a t u r a  rfptima e s  de 23-240  0 . )

D eapues de s e c a d a  con a i r e  o a l i e n t e , l u s  m anchas f l u o  

r e s c e h t e s  se l o o a l i z a n  a l a  l u z  U.V. Los v a l o r e s  de rtf a p ro  — 

xim ndos son  p a r u  u r o p o r f i r i n a  0 '1 0 ;  o o p ro p o r f  i r i n a  0 ’44 y  P r o 

t o p o r f  i r i n a  0 ' 8 3 .

4 . 1 . 3 . 5 . -  D e te r m in a c id n  de p o r f i r i n a a  sem i -  

n a l e s  a l  e s t a d o  e s t e r e s .

De l o a  r e a u l t a d o s  o b t e n i d o s  en  l o s  

a p a r ta c lo s  4 . 1 . 3 . 1 . 1 .  y  4 . 1 . 3 . 1 . 2 .  , a e  i n f o r i a  que e x i s t e  u na  

mayor s e n a i b i l l d a d  p a r a  l a  d e t e c c i d n  de f l u o r é a c e n c i a  r o j a  en  

l o a  e s t e r a s  de p r o t o p o r f i r i n a  que en  l o s  de p r o t o p o r f i r i n a  l i 

b r e , y  e s  uiîn mayor l u  a e n a i b i l i d a d  a i  se  d é t e c t a  p o r  e s p e c t r o -  

f o t o m e t r f a  que p o r  f l u o r e s o e n c i a .  E s t a s  son  l a a  c a u s a s  que a -  

c o n a e j a n  e l  d e t e r m i n a r l a s  e n  fo rm a  de e s t e r a s .  Los e s t e r e s  nds  

u t i l i z t i d o s  son  l o s  m e ta h d L io o s  y p a r a  su  e a t e r i f i c a c i d n  r e q u i e  

r e n  l a  p r o s e n c i n  de d c id o  s u l f d r l c c  c o n c e n t r a d o .
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4 . 1 . 3 . 5 . 1 . - P r e p n r a o i d n  de l o e  e a t e r e a  y  e x t r a o 

o i d n .

* r d s e n a e  exa( .am ente  una c a n t i d a d  con

p r e i id id a  a u t r e  1 y  10 g r a u o a  de p i i io n e s  p r i v a d o a  de l a  o u b i e r 

t a  (o m b r io n e a  mda en d o ap e rm o a)  en  un m o r te r o  o n f r i a d o  con h i e 

l o .  A grdguoee a r e n a  de mar l a v a d a , e n f r i a d a  ta m b ie n  a  Ot u .  y  

t r i t d r e a e  l o  mdg f i n a l m e n t e  p o a i b l e  , a f i a d ie n d o , a i  e a  n e c e e a r i o ,  

l a  m inim a c a n t i d a d  de m e t a n o l - e u l f d r i c o  ( m e ta n o l  Merck oon un 

5 ?» de d o id o  a u l f d r i d o  o o n o e n t r a d o ) p a r a  que ae fo rm e u n a  p u lp a  

y l a  t r i t u r a c i d n  r e a u l t e  homogdnea. Deapuea d ^ o m o g e n i z a c i d n  

p e r f e c t a  c d b ra a e  oon m e t a n o l - a u l f d r i c o  ( ap ro x im ad am en te  50 m l)  

y  c o n a d rv e a e  en  l a  o a c u r i d a d  24 h o r a a . C e n t r i f d g u e e e  A 6 .0 0 0  r .  

p .m .  d u r a n t e  15 m in u to a  y  e l  l i q u i d a  s o b r e n a d a n te  l l d v e a e  a  

una  a m p o l la  de de c a n t a c i d n , aHddeae c l o r o f o r m o , a g i t e ee y  a i  no 

ee a e p n r a n  b i e n  l a a  c a p a a  a d i c i d n e s e  a g u a  a u f i c i e n t e  h a a t a  que 

p e r  a g i t a c i d n  ae g e p a r e n .  B1 c lo r o f o r m o  que l l e v a  y a  d i s u e l t o s  

l o a  e a t e r e a  p o r f i r i n i c o a , p o r  au  mayor d e n s i d a d , se s é p a r a  p o r  

l a  p a r t e  i n f e r i o r  d e l  embudo de d e c a n t a o i d n .  Se r e p i t a  l a  e x — 

t r a c c i d n  con mda c l o r o f o r m o  y . r e d n e  e s t e  e x t r a c t o  con e l  an 

t e r i o r  y  e l  to d o  se l a v e  oon una e o l u o i d u  a m o n ia c a l  a l  2 ?» 

t a n t a s  v e c e e  como s e a  n e o e a a r i o  p a r a  e l i m i n a r  l a  e>oldez(oom— 

p r o b a c i d n  con p a p e l  de p H ) .  D eapues de b i e n  e s c u r r i d a  l a  a n -  

p o l l a  p a r a  e l i m i n a r  e l  a g u a , a e  l e  a d i o i o n a  SÔ ^̂ Nag a n h id r o  y  

f i l t r a  l a  s o l u c i d n  c l o r o f d r m i c a , a  un m a t r a z  b i e n  seoo  de fo n d o
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r e d o n d o  y c o l o r  t o p a c l o , p o r  un embudo que c o n te n g a  t a m b ie n  SO4 

ÜU2  a n l i i d r o . B1 a u l f a t o  de l a  a m p o l l a  ae l e v a  oon mua c l o r o f o r -  

rno y  p a a a  p o r  e l  embudo a l  m a t r a z .  P o r  d l t i m o  e l  d i a o l v e n t e  ee 

é v a p o r a  a l  v a c i o  h a a t a  s e q u e d a d .

Todaa I t is  m a n i p u l a c i o n e s  de l a  e x t r a c c i d n  ae deb en  r e 

a l i z a r  oon l u z  d i f u a a .

4 . 1 . 3 . 5 . 2 . - I d e n t i f i c a c i d n  p o r  e s p e c t r o f o t m e t r i a .

31 r e s i d u e  s e c o  se d i s u e l v e  e h  1 -2  ml 

de c lo ro fo rm o  y p a s a  a  un m a t r a z  a f o r a d o  de 5 m l . E l  m a t r a z  de 

fo n d o  re d o n d o  se l a v a  con o t r o s  2 m l .d e  d i e o l v e n t e  y  una s e g u n  

da  vez  con 1 m l .  y  l o s  l i q u i d os  de l o c i d n  se  i n c o r p o r a n  a l  ma

t r a z  a f o r a d o  y se e n r a s a .  E s t e  l i q u i d e  ademds de u t i l i z a r s e  p a  

r a  l a  o b t e n c i d n  de l a s  c u r v a a  de a b s o r o i d n  se e m p le a  p a r a  l a  

p r e p a r a c i d n  de l o s  o ro m a to g ra m a s .  Como p a r a  l o s  o ro m a to g ram as  

se  g a s t a  u na  c a n t i d a d  sumamente pequefla  ( d e l  d r d e n  como m d x i-  

mo de 2 0 - 5 0  | i l . )  y se  sue l e  n r e a l i z a r  a n t e s  que l a s  e s p e c t P O -  

f o t o m e t r i a s . p r d c t i c n m e n t e  e l  l i q u i d e  o l o r o f d r m ic o  e x i s t a n t e  

d e s p u e s  de e f e o t u a r  d s t a a  e s  ap ro x im ad am en to  de 5 m l . En e s t e  

voluraen  se d é t e r m i n a  l a  c u r v a  de a b s o r o i d n  e n t r e  l o n g i t u d e s  de 

onda  de 380 a  430  nm. y  h a l l a  s u s  mdximos de a b s o r c i d n .D e  s p u e e 

se  é v a p o r a  a l  v a c i o  l a  s o l u o i d n  o l o r o f d r m i c a , a l  r e s i d u o  se  d i 

s u e lv e  en  5 m l .  de CIH 2N,d ig u a lm e n te  s e  d é t e r m i n a  su  o u rv a  

y mdximos de a b s o r o i d n .
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4 . 1 . 3 . 5 . 3 . -  C ro m a to g ra f i a  en o apa  d e lg a d a .

, La s o lu o id n  c l o r o f d r m i c a  r e f e r i d a  an te* ,

r i o r m e n te  ( a p a r t a d o  4 . 1 . 3 . 5 . 2 . )  e s  l a  eue so em plea  p a r a  l a  r  

p r o p a r a c i d n  de l o s  c rom atogram ao .

Lu t t f c n i c a  o p e r a t o r i a  y e l  m a t e r i a l  em— 

p leado ,oom o  m i e r o j e r i n g a  p a r a  a p l i o a o i d n  de l a a  m u e s t r a s ,  l a  

c u b o ta  d odmara p a r a  l a  c r o m a t o g r a f l a  y  demds a c c e s o r i o s  son  

i d d n t i c o s  a  l o s  que se u t i l i z a n  en  l a a  c r o m a t o g r a f l a s  e f e c  — 

tu a d a a  p a r a  l a s  p o r f i r i n A s  l i b r e s  ( a p a r t a d o  4 . 1 . 3 . 4 . 3 . ) .

D i f e r e n c i a e : Aqui l a s  p l a ç a s  u  h o j a s  

son de p o l i e t i l e n - t e r a f t a l a t o , r e v e s t i d a s  con s i l i c a  g e l , ds 

e s p e s o r  ICO p .  31 s i s t o n n  de d l s o l v e n t e  p a r a  e l  d e s a r r o l l o  de 

l o s  o rom atogram as eo c l o r o f o r m o J k e r o s e n o î s t a h o l  ( 3 0 : 1 0 : 2 )  d 

n - d e c a n o :c lo ro f o r m o  ( l ; 9 ) .  Como d i s o l v e n t e  de s a t u r a c i d n  se 

em plea  e l  c lo ro fo rm o  que va en  e l  p e s a s u s t a n c i a s  i n t r o d u c i d o  

en  l a  o u b e ta ,  Tiempo de s a t u r a c i d n  de l a  c u b e ta  una  h o r a  y e l  

de d e s a r r o l l o  d e l  o rom atogram a aprox im adam ente  30 m in u to s .

A a n te  t i e m p o , e l  f r e n t e  d e l  d i a o l v e n t e  de d e s a r r o l l o  oon r e s — 

p e c to  a l  p u n to  de p a r t i d a  h a  r e c o r r i d o  aprox im adam ente  g oi^,

Cuando se q u i e r e n  d e t e r m i n a r  l a a  o u r 

vaa  de a b s o r o i d n  en l o s  e l u a t o s  de l a s  maohas o b t e n i d a a  en  l o s  

o ro m a to g ram as , ae r a s c n n  l a s  manchas oon una e s p d t u l a , s e  e l u y e n  

con c lo ro fo rm o  h a s t a  t o t a l  a g o ta m ie n to  y  i l e v a n  a  5 m l .  e n  ma

t r a z  a f o r a d o .  Con e s t a  s o l u c i d n  se d é t e r m in a  l a  o u rv a  y  m dxi—
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mom de a b s o r c i d n  e n t r e  380 y 430 nm.

D eapues  e s t e  miamo l i q u i d e  e v a p o r a d o  a l  

v a c i o , a u  r e s i d u o  d i a u e l t o  en  5 m l.  de ClU 2H puede  s e r v i r  p a 

r a  d e t e r m i n a r  t a m b ie n  ou o u rv a  y  mdximos de a b s o r o i d n .
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4 . 2 . -  H3SULTAH03.

4 . 2 . 1 . -  lî-ALA a i n t e t o a a .

4 .  2 . 1 . 1 . -  P re p a ra o lc în  y  p u r i f  i o a c l d n .

r t | r a  l a  p r e p n r a c l 6 n  y p u r i f lC R c i r f n  de l a  

d-ALA a in t e t î ' . a a  se a i g u i d  l a  n ie to d o lo g ia  d e a c r l t a  a n  e l  a p a r -  

tg d o  4 . 1 . 1 .  y a u b a p a r t a d o s  4 . 1 . 1 . 1 . ,  4 . 1 . 1 . 1 . 1 . , 4 . 1 . 1 . 1 . 1 . 1 . ,  

4 . 1 . 1 . 1 . 1 . 2  y 4 . 1 . 1 . 1 . 1 . 3 ,  de M a t e r i a l  y  Mdtodoa y l o a  r a a u l -  

t a d o a  que ae ooria ignan  f u e r o n  o b te n id o e  a ig u ie n d o  a l  ESQMBMA

I I  ; en  e s t e  tiiiaoio eaqueina ae i n d i c a n  l a g  d e t e r m in a o io n e a  

e f e c t u a d a a .
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B s  Q U E M A l i .  

Piflonfeti,

EaibrloMCa. End o ape m o  a .
I  > I

E x t r a o t o  b r u t o , 300 w l .  I g u a l  qua p c r a  l o a  e m b r io n e e .

A H ad lr  2 ml o - f e n a n t r o l i n a  150 mH,1 m l . C l 2%  y O' 1 m l .  de | 3 -m er— 
I  o a p t o e t n n o l  3 H.

B x t r a c t o  b r u t o  t o t a l  j 0 3 '1  o il .  (P r im e r  p a a o ) .

D e t e r n i n a r »  P r o t e i n a a j  pH d p t l tn o ;  t e m p e r a t u r a  d p t lm a ;  r a l a o i d n  de 
p r o t e s i n a a  y d-ALA; I n h i b l d o r e a  (SO^Cu y  ( 8 0 ^ ) j p e g ) ; 
A o t iv a f to r e s  ( " l a m i n a , E t i o n l n a , y  Hemina) y .q u e d n  e l  
r e a t o  d e l  e x t r a o t o  b r u t o ,

P r e o l p i t a o i d n  d e l  r e a t o  d e l  e x t r a o t o  b r u t o  oon a c e t o n a  a  -3 0 #  0 .
I  (Gegundo p a a o )

C e n t r l f u g a c i r f n .
1

SuaperjGldn d e l  p r e c i p i t a d o :  en a c e t o n a  a  -3 0 #  C, , a g i t a o i d n  y  c e n -  
I  t r i f u g a c i d n .

H eco g id a  d e l  p r e c i p i t a d o .

S u a p e n a id n  d e l  p r e c i p i t a d o  en  b u f f e r .
4

C e n t r i f u g a o i d n .

H e o u p e ra c id n  d e l  a o b r e n a d a n to ,

A d ic id n  de ^ -Diercaptoetanol,o-fenantrolina,C l211g,BETA y  agitaoidn.
A d io id n  do a u l f a t o  a u d n io o  a  e a t u r a c i d n  ( T e r c e r  p a a o ) .

C e n t r i f u g a c i d n  y  r e c o g i d a  d e l  p r e c i p i t a d o .

D i a o lu o id n  d e l  p r e c i p i t a d o  en  b u f f e r  t r i a .
Jr

E l a l i z a r  c o n t r a  t r i e  de menor m o l a r i d a d .
I

L l e v a r  a  volumen o o n o o id o .
4

P e te rn i i i i f i r  s P r o t e i n s  a ; A o t i v i d a d  e n z i m d t i c a ÿ  A o t iv id a d  e n z i n d t i c a  
e a p e c f f i o a ;  I In; pH d p t im o ;  T e m p e ra tu ra  d p t im a ;  L i n e a -  
l i d a d  de p r o t e l n s a  y d-ALA; I n h i b l d o r e a  y  n o t i v a d o r e a .

— H4- —



4 . 2 . 1 . 2 . -  D e - te m in r .c io i ie a  en  p if lonea  e n  d i f e r e n t e a

e a ta d x o a  de g e r i n i n u c i d n J a o t l v i d n d  e n z i m â t i -  

c a , p r o t e i n a 9 , n c t i v i d n d  e n z i i a d t i c u  e o p e c l f i -  

c a , c o n s t a n t e  de M io tm l la ,p H  d p t i m o , t e m p e r a 

t u r e  d p t i m a , y a c t i v a d o r e a  d i n l t i b i d o r e a . d e  

l a  a o t i v i d a d  e n z i m d i i o a .

Se r e a l i z a r o u  d e t e r m in a o io n e a  a e r i a d a a  da p r o t e i n a a , a o t i -  

v i d a d e a  e n z i m d t i c a a  y  a c t i v i d a d e a  e n z i m d t i c a a  e a p e o f f i c a a  en  

p a r t a a  a l i c u o t a a  de I r a  f r a c c i o n e g  o o r r e o p o n d i e n t e a  a  l o a  p a a  

908 p r i m e r o , aegundo y t e r o e r o  en  e m b r io n e a , p l d n t u l a a  y  e n d o s  -  . 

pertnoa de :

-PifSonos e a t r a t l f i c a d o s  gO d i a a , p u e a t o a  a  g e r m i n a r  y c e r r a d o a .

- P iR o n e a  e a t r a t i f i c a d o a  gO d l a o , p u e s t o a  a  g e r m i n a r  28 d i a a  y  
a b i e t t o a ,

-P i f lo n e a  e a t r a t i f i c a d o a  90 d i a o , p u e a t o a  a  g e r m i n a r  30 dim s y  
g e rm in u d o a  a p u n ta n d o  l a  r a u f c u l a ,

- P i f lo n e a  e s x r a t i i ' i c a d o a  90 d i a a . p u e s t o a  a  g e r m i n a r  y  g e rm in ad o c

oon r a d i c u l a  de 1 '5  -  2 cmi

- P i f lo n e a  e a t r a t i f i o a d o a  90 d i a a . p u e e t o a  a g e r m i n a r  y  g e r m in a -

doa oon r a d f c u l a d e  3 - 4  om.

A o o n t i n u a o i d n  en  l a  TA3LA X I ae i n o l u y e n  l o a  v a l o r e a

do p r o t e i n a a  y a c t i v i d a d e a  e n z i m d t i o a a .  Bn l a  TABLA X I I  l a a

a c t i v i d a d e a  en z iu id t ic & a  e a p e o f f i c a a  y  e n  l a  TABLA X I I I  l a a  r e -

l a o i o n e s  de l a a  p r o t e i n a a  d d l  p r im e r  paao  a l  t e r o e r o  y  l a a  de

l a a  a c t i v i d a d e a  e a p e o f f i c a a  d e l  t e r o e r o  a l  p r i m e r  p a a o .

-  85 -



T A B L A  XI

BIvIBRICIT^S ( r e f e . r i d o a  a 20 m l . ) 1  ■3ID0SP- 5HI.I0S ( r e f e r i d o a  a  20 m l . )  II

PHOTS n iü S  (ng . ) ACTIVXDAD SNZBIATICA PROTSIIIAS (m g .) AOTIVIDAD SITZIMATICA Ij 
( p g A )  jj

Paao 1 Paso 2 Paso 3 Paao 1 Paao 2 Paso  3 paao  1 Paso  2 Paao 3 paao  1 Paao 2 Paso  3 II
C3RHAD03 H

30*34 11*19 2 * 9 0 0 3*66 8*01 45*19 9*83 2*41 0 0 5*72 11
A3ISHT0S

II
II
II

26*08 10*80 4*33 6*59 8*24 17*13 1 30*28 14*97 4*59 9*89 8*24 2 2 * 9 0  11

APUlîTAîôlÛ LA HA2ICÜLA II
II

25*22 4*56 4*03 16*49 11*91 17*18 11 37*20 14*63 ■ 7*66 11*54 9*16 27*49 II

S«2ICÜIA- Pk  1*5 J 2 om.
II
II
II

34*33 14*99 6*14 21*44 17*41 25*63 1 46*48. 21 *09 7*02 16*49 14*66 22*90 li

HADICULA I B 3 - 4 om. II
II

52*77 10*49 5*73 8*24 13*74 1 9 H 7  1 48*44 1 18*98 4*19 11*54 8*24 16*03 II
I I

COO'»



T A B L A  XII

r =

11r ACTIVIDAE 3H3IHATICA SSP3CIPICA ( p g / l  h / l  mg.p r o t e i n a a ) ,
1

313310133 ( r e f e r i d o a  a  20 m l . ) EITD0SP-3?j;CS ( r e f e r i d o a  a 20 ml

Paao 1 Paao 2 Paso 3 Paao 1 Paso  2 paao  3

03-J

0 '2 5

0 '6 5

0 '6 2

0 '1 6

0*33

0*76

2 ' 6 l

1 '1 6

1*31

2 '7 6

II
aSHRAPOS.

I
II

A3I33T0S

3 '5 5  H 

APUIITAIDO LA 3ADICULA

0*33

4 '2 6  il 0 '3 1
II

3AEICULA ES 1 ' 5  -  2 cm.

4 '6 6  jj 0 '3 5

3AEICULA ES 3 -  4 om.

3 '4 0 0 '2 4

0*55

0 '6 2

0*69

0*43

2*42

4*98

3*58

3 '2 6

3*83

II r  r
II

l ii:
i lr
II
II
II

ï
ii
II

J



T A B L A  XIII

BÎ3H I0I3S ( r e f é r i d o s  a  20 m l . )

H e la c id n  de p r o t a l -  
Dsa d e l  1 # a l  32 

p a a o .  (mg)

R e la c id n  de a o t i v i d a - i  
des  e s p e c i f i c a a  d e l  
32  a l  12 p a a o . ( v e c e s  j 
de a u m e n to ) .

BlTEOSPSœJOS ( r e f e r i d o a  a  20 m l . )

H e la c id n  de p r o t e i 
naa. d e l  19 a l  3 a 
p a a o .(m g )

H e la c id n  de a c t i v i 
dadea  e a p e c f f i c a a  
d e l  32  a l  12 p a a o .  
(va ce a de a iuuento)

0 3

10*46

5*40

6*25

5*67

9*20

2*76

CERHA.IiOS.

A3XEBT0S.

18*70

14*03 6*59
APOI'TTAITBO LA RAEICULA

6*51 4*85

HAEICIgiA PB 1 *5 -  2 cm.

7*57 6*62

RAPICTIK ES 3 -  4 om.

21*77 11*56

2*37

15*24 

11 *56

9*19

1 6 ' 0 8



Kn la g  TABLAy XIV ÿ  XV aa r e p r e a e n t a n  lo a  v a lo r e a  

h a l l a d o a  y d a a o r i t o s  an  l a s  TABLAS X I , X I I  y  X I I I .
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T A B L A  ZIT

L
(îPiKoros
!1IIu

I
I ,
I!i:
II
I 'MI!

j|CSil3A.LGS
II

FRACCIOÎ

Paao 1B 
Paao 22 
Paao 3 9

VOLÜIŒN
m l.

20
10
10

PROCEI-
ÎTA3.
m g/m l.

1 *52 
0*56 
O 'U

A CTI7I- 
DAE BÎT- 
ZCIATI- 
CA. 

p g /1 h .

0
3'66 
8*02

ACTIVI- 
EAE BH- 
2U % T I-  
CA SSPE-I 
CIFICA. 
ug /b /m g  
I p r o t .

0
0 '3 3  
2 '7 6

ACTIVI- 
EAE UTflr 
BAEBS. 
j ig /h /m l .

0
ü '3 7
0 '80

ACTIVI- 
EAE TO
TAL. ( P ë /  
h /m l)  X 
V o l.

G
3 '5 6
a '0 2

H 313I n 
IIISIÎTO 

%

100  
3 6 6 '5  
301 '8

FJP.IP ICA- 
CI Oîî. 2e l a  
c id n  de 
a o t i v i d a -  
d e a .e u z i -  
lu â t lc a a  * 
e a p e c f f i -  
oaa d e l  2 
6 3° paao 
Pi 1 a -

0 '3 3  
2 '7 6

riABISRTOS

IIlî---------------
ijAPONTAN- I I EO LA HA-
IIe i c ï ï l a .n  -
11 RAEICÜLAI 1

Paao 19 
paao  29 
Paao 3 2

20
10
10

1 '3 0
0*54
0 '2 4

6 '6 0  
8 '2 5  

17'18

0 '2 5
0 '7 5
3 ’55

0*33
0'82
1 '7 2

6 '6 0  
8» 25 

1 7 '1 8

100 
124 '9 9  
260*40

3*02
14*03

Paao 19 
Paao 29 
Paao 3 2

20
10
10

1 '2 6  
0 '2 3  
0*20

16*49
11*91
17 '18

0 '6 5
2*61
4*26

0*82
1*1 9
1*72

16*49
11*91
17*18

100
72*22

104*16
3*99
6*51

2 om.

Paao 19 
Paao 29 
Paao 3 9

20
10
10

1*74
0*75
0*31

21 *44 
17*41 
28*63

0*62
1*16
4*66

1*07
1*74
2*86

21 *44 
17*41 
28*63

100 
81 *20 

1 3 3* 55
1*38
7*57

!! HABICUIA
I IiiEB 3 a  4 
' cm.

Paao 19 
Paao 29 
P aso  3 9

20
10
10

2*64
0*52
0 * 2 9

8*25
13*74
19*47

0*16
1*31
3*40

0*41
1*37
1*95

8*25
13*74
19*47

100
166*67
236*11

8*40
21*77



T A 3  LA XV

I
kC

i 2SPCSPSHI-I0S.
j!

jjpiSONSS

Îli
I IIf

i11

PHACCIOE V0LUI,2IT 
m l.

PHOTS I-
ÎÎAS.
m g /n l .

A C T r / I -  
3AE EIÎ- 
2II.IATI- 
CA
[ig/1 h .

ACTIYI- 
EAE BÎT- 
SII.IATI- 
CA BSPS- 
o i f i c a .  
u g /h /o ig . 
' p r o t .

AOTIVI- 
EAE ELI- 
3A3BS. 
ja g A /m l.

A O T r n -  
EAB TO
TAL.
( p ë / b / n l  
x' V o l.

H 3 :3 I  4  
ÎIIEllTO.

PHUHIP 10̂ .41 
CIOÎ; .Haler;! 
c id n  de || 
a o x i v i ü u -  II 
d e s  enzl-1{ 
m à t io a a  ii 
e s p e o f f i -1 {  
c a s  d e l  2» 
<539 paao  ji 
a l  1 9 . ii

1CEHHA20S Paao 1B 20 2 '2 6 0 0 0 0 100
1 Peso 2fi 10 0 '4 9 0 0 0 0 100 0 II

Paao 32 10 0 '1 2 5 '7 3 2 '3 7 0*57 5*73 572*70 2*37 !i

A3ISHT0S Paao 19 20 1 '51 9*90 0*33 0*49 • 9*90 100
Paao 29 10 C '75 a '25 0*55 ■ 0*82 8*25 83*34 1*63 11
Paao 32 10 0 '2 3 2 2 '9 1 4*93 2*29 22*91 231*49 15*24 II

APÜHTA1T- Paao 19 20 1 '8 6 1 1 '5 5 0*31 0*53 11*55 100 —  II
3 0  LA HA- Paao 29 10 C '73 9 '1 6 0*62 0*92 9*16 79*36 2*01 II
EICnLS, Paao 39 10 O '38 2 7 '4 9 3*58 2*75 27*49 2 3 S'Og 11*56 II

HAEICUIA Paao 19 20 2 ’32 1 6 '4 9 0*35 0*82 1b*t9 100 — I I

EE 1*5 a Paao 29 10 1 '05 1 4 '6 6 0*69 1 *47 14*66 88*39 1*96 II
2 cm. Paao 39 10 0»35 2 2 ’91 3*26 2*29 22*91 133*89 9 * 1 9  II

HAEICULA Paao 19 20 2 '4 2 11 '5 5 0*24 0*58 11*55 100
EE 3 a  4 Paso 29 10 O '95 8 '2 5 0*43 0 '8 2 3*25 71*43 1 *82 II

1 Paao 39 10 0 '2 1 16*03 3*83 1 *60 16*03 138*89 16*08 ii 
ii



R e a p e o to  de l a  c o n s t a n t e  de I l l c h a e l i a  (Km) se  o b t u v i e r o n  

v a l o r a s  p a r a  ca d a  une de l o a  p a a o a  p r im e ro  ( e x t r a o t o  b r u t o )  y 

t e r o e r o ,  de l o a  e m b r io n e s  6 p l ^ n t u l a a  y endoaperm oa de o ad a  

uno de l o a  e a t a d i o s  de. g e r m ln a o ld n  de s e m l l l a s  ( o e r r a d a a ,  a b l e r -  

t a s ,  a p u n ta n d o  l a  r a d f o u l a ,  oon r a d f c u l a  de 1*5 a  2 cm y  r a d f — 

c u i n  de 3 a  4 cm .)  d e a o r l t o a  a n t a r i o r m e n t e .

Loa v a l o r e s  n e d i o a  de Kin de l o a  e m b r io n e s  y  endoqperm oa  

de l o s  p a a o a  p r i u e r o  y  t e r o e r o  f u e r o n  r e a p e o t i v a n e n t e  l o a  a i — 

g u i e n t a e t

B m b r io n e a ,  puao i e  1 '0 1 . 1 0 “ ^M y  paao  3» 1«01v lO -2  %.

E n d o ap e rm o a ,  p aao  1» 0 * 9 9 .1 0 - 2  j j  y  paao  30  0 '9 9 .1 0 ~ 2  M.

(Vrfase l a  TABLA XVI) .

-  9 2  -



T A B L A  XVI

ir ---------------
Il 3M3?IC!T3S. BilDCSESRIJC

II
S . Il 

1;Il—————— --------
II'V a lo rs  s ma
il d i e s .

1 II

Paao 12 Paso 33 V a lo r  me
d io  t o t a l .

V a lo re a  me — 
d i o a .

Paao 12 Püso 32
11

V a lo r  II 
me c i o  j', 
t o t a l .  |i

et*

1 il K m t. lO '^ H ) .

il-----------------------
Il Vm ( | i g / 3 0 ' )

1 '01 

2 4 '2 2

1 '01  

23*63

l 'O l

23*92

Em l,10"^I.:) .  

Vm C |ig /30 ' )

0 '9 9

1 8 '9 5

0*99

2 2 '8 0

1
0*99 !!Il

22*87 il 
ii



A c o n t in u a c i r f n  ae I n e e r t& n  l a  TA3LA XVII y I n  o u rv a  en  

l a  F i g . 2 ( e n  l a  que ee r e p r é s e n t a  e l  v a l o r  m edio de l a  Km 

ae g Jn  L ine  we a v e r  B urk  ) o o r r e  s y o n d i e n t e e  a  l a  Kin y  Vm me

d i a e  de l a  suma de l a a  de e m b r io n e e  y  end o ap erm o a .

-  94 -



A 3 L A Z T II

J)u

li BK3HI0IÎES.

L - _________________________

BIÎEOSr-BHilOS. VAL03 lEEIO.
(em brionea mâa endoaperm oa)

V.
II m
II

0*99 .10"^ M 1 *00.10“ ^ !I

II
jj Vm 23*92 ug/30*
II

20*87 |ig/30* 22*40 |i g / 3 0 *



0.10

0.05

rr»

Fig.2.6-ALAsinrefasa. Km y Vm 

médias de embriones y endospermos. 

Km=t00.10-^ M, Vm=22>0

— 9 ^  —



P a r a  l a a  d e te rn i i i i f ic io n e a  de pll dp t im o  , t e n ip e r Q tu r a  d p t im a ,  

r e ^ l a c i d n  l i n e a l  e n t r e  p r o t e f n e a  y  f o r m a d id n  de d - A I A , a c t i  -

v a d o r a a  é  i n h i b l d o r e a  se p a r t i d  da u n a  lueyor c a n t i d a d  de p i -

Honea y s i g u i e r o n  ig u a lm e n te  l a s  m a n ip u la c io n e a  r e f e r i d a a  en  ■ 

e l  Bsduoma I I  e f e o tu d n d o a e  aua  td o n i o a g  de d e t e r m i n a o i d n  àn  

l o a  p a a o a  p r im e ro  d t e r o e r o  aegdn  ae i n d i o a n  e n  l a a  g r d f i  — 

c a s ;  t a m b le n  se d a t e r m in d  e n  amboa l a  c o n s t a n t e  de L l i o h a e l i a ,  

Loa p if lonoa  u t i l l e a d o a  p a r a  e l l o  f u e r o n  e a t r a t i f i c a d o a  92 

d i a a . p u e a t o a  a  g e r m in a r  y  g e rm ln a d o a  oon p l d n t u l a a  de r a d f o u ï— 

l a  de 1 '5  a  2 cm.

En l a  TABLA X V III  aa r e p r a e e n t a n  l o a  v a l o r e a  de l a a  f r a o o i o n e a

p aaoa  p r im e r o  y  t e r o e r o .

— 97 —



2 A 3  L A m i l

llPIllOHSS.

'ê

I
I

■ _______

1! HA3iaULA 
I I  de 
I I  2 cm

t ' 5  a

paACCioN.

Peso ia  
Paao 3#

V0LÜÎ3H P302EI- A c ir n : - ACTIVrDAH
o l . HAS. LA3 3N- EHZEIâT I-

mg/ml. ZHÎA2I- GA ESPSCI-
GA. FICA.
|i g / l  h . ugA /m g 

p r o t .

303 '1  
100

0'90
0*07

PIAllTULAS.

450  I 
574*92

1*66
26*91

ACTr.rr- 
I3A3 UIÎI 
HALES. 
j i g A /m l

1*48
5*75

JO-'!
AGTIVT 
HAD 
TAL. 
(ag/h/m i) 
X  V ol.

■rcîtoi-
' in sN -
2 0 .

2

r u I J I P i -  
GACIOK 
H e la c t . 

5u de eo-ij 
t i v l d a - i  
dee enz.

paao a l  
i a .

450 100
574*92 127*7p 16*25

IIII

i
[

STOOSPOEHIJOS
HAHICULA 
UB 1*5 a  
2 cm. ,

Paso 12 
Paao 38

303*1
100

1 *09 
0*08

340
449

1*03
18*45

1 *12 
4*50

340 100
449*93 132*33 17*98

I__J_



Loa v a l o r e a  m edioa  de l a a  Kr.i y Vui en l a s  p l d n x u l a a  y 

e n d o ap en ao a  ae i n o l u y e n  e n  l a  TABLA XIX.

Loa v n l o r e a  n icdioa de I n s  Km y  Via de l a  aujna de p l d n -  

t u l a a  y  end o ap erm o a  ae i n s e r t e n  e n  l a  TABLA XX y vemoa 

que aon p r d c t i c a m e n t e  i g u a l e  a a  l o a  de l a  TABLA XVII , 

que p r o v i e n e n  de l o a  d i a t i n t o a  e a t a d i o a  de g e r m in a c id n  

a n t e r i o r n e n t e  rd a e i i a d o a .

La r e p r e s e n t a o i d n  g r d f i c n  de L in e w e a v e r  Burk de l a  Km 

no ae e f e o t d n  p o rq u e  aua v a l o r e a  aon  r e a l m e n t a  i d d n t i o o a  

a l o a  de l a  F i g u r a  2 .
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I  A 3  L A XIZ

]| m r ^ u L A s .
1

SÎT;50SP53Ü0S. H
li

;j V a lo r e s  medioa

II
II

paao  18 Paao 3® V a lo r  medio j
t o t a l .  11

i

V a lo r e s  m edioa

.

Paao  18 Paao 38 V a lo r  mejf 
a io  t o -  li
t B l .  IIj!

II Em ( . 1 C r 2

i ---------------- -
|Vm ( p g / 3 0 ' ) .

0*97

26*60

1*14

25*00

1*05 II Em ( . 1 0 - 2  l i ) ,

- - - - - - - - - - - - 4 -----------------------------
25*80 11 Vm ( [o g /3 0 * ) .

1 * 2 1

2 0 * 0 0

0*75

2 0 * 0 0

0*98 11
II

2 0 * 0 0  II

T A 3  L A XX

g  r  — =
1 II PIAHTTIAS SCTOSPETU.IOS. , • VAL03 MSDIO II 

( p l ^ a t u l a e  mas en d o ap erm o a)  !!

i! Em 1 * 0 5 .1 0 -2  M 0 * 9 8 .1 0 " ^  LI

------------------------  ---------------------------- 4,

1 * 0 1 .1 0  K II

II Vm 25*80 p« /30* 20*00 p g / 3 0 * 22*90 ü g /3 0 *  1|
II



En I n  F i g u r a  3 e s t t î  r e p r e a e n t a d o  a l  pH dp tim o  7*8 de l a  

d-ALA a i n t o t a g a  en e l  p r im e r  p f iso .

En l a  F i g u r a  4 l a  t e m p e r a t u m  d p t im a  que e a  de 37® 0*

En l a  F i g u r a  5 ee r e p r é s e n t a  l a  r e - r l a o id n  l i n e a l  e n t r a  

l a  c o n o e n t r a c i d n  de p r o t e i n a a  ( e j e  de a b a o i s a s )  y  l a  f o r  -  

m ao idn  de d-ALA e x p r e s a d o  en jig ( e j e  de o r d e n a d a a ) ;  p o r  

e l l a  vemos que t a n t o  en p l d n t u l a a  como en  endoaperm oa a 

m ayor c n n t id u d  de p r o t e i n a a  hay  une o o r r e s p o n d e n o i a  ÿ ma

y o r  o i f r a  de d-ALA fo rm ad o  p o r  l a  a o t i v i d a d  e n z i m d t i c a  

d-ALA e i n t e t d s i c a .

Los v a l o r e s  o b t e n i d o s  en  e l  paao t e r o e r o  p a r a  l a s  m e d i-  

dae  d e l  pli d p t i m o , t o m p e r a t u r a  d p t i m a , r e l a c i d n  l i n e a l  e n t r e  

l a  c o n o e n t r a c i d n  d ^ r o t e i n a a  y  f o rm a o id n  de d-ALA, a c t i v a — 

d o r e s  é  i n h i b i d o r e a , f u e r o n  muy seme j  a n t e  s a  l a s  d e l  paeo 

p r i m e r o , p o r  e s o  no i n e e r t a m o a  l a s  g r d f i o a s  o o r r e s p o n d i e n t e s .

- 101 _



p H78

F ig .3  6-ALA sin êrasa. pH opfimo:

:%8. Plan^ulas( -);Endosper-

mos( )

-  1 0 2  -



<  2  
I

37

F ig .4  6-ALA sinhe^asa.Tempera^u 

ra opHma 37^C.PIanHilas( );E 

do$permos( )
- 10i -



2 - -

0.5

Fig.5 6-ALA sin̂ ê oiia. Relac ion en-

fre pro^emos y Pormacion de ô-ALA 

Plânfulas(----- ); Endospermos(-— )

— 104 —



En 1 ! B Flf'urHB 6 ,  7 ,  y 3 ge r a p r e g e n t s n  I n a  g r d f l o R a  oo -  

r r e  g pond i  e n t e s  n 1» acoi<5n de a c t iv t i d o r e g  como e t l o n i n a , t i B a l -

na  y  h ec;Ina so b re  In  a c t i v l d n d  e n a im i î t l c a  d-ALA Bintetâaioa,

En l a g  F i g u r a s  9» y 10 lu e  do i i d i i b i d o r e a  como a u l f a t o  oiî-

p r i c o  y a u l f a t o  f d r r i c o  y en  l a  F i g u r a  11 l e  de u n ^ b la n o o  oom-

p a r a t i v o  a i n  n in g i in  e f e c t o  i n f l u y e n t a  d i n h i b i t o r i o .  En o ada

una de l a g  g r d f i c a a  ae pone en  e l  e j e  de o rd e n a d a a  l a  v e l o o i —

dad r e s p e c t i v e  e x p r e a a d a  en  |ig de d-ALA y  en  e l  e j e  de a b a c i  -

sa g  l a  c o n c e n t r a c i d n  d e l  a u a t r a t o  e n  e l  oaao d e l  b la n o o  y  en

l o s  damas l a  c o n o e n t r a c i d n  d e l  a c t i v e d o r  d d e l  in h i lb l f lo r .

En a l l a s  ae puade o b s e r v e r  una  c i e r t a  l i n e a l i d a d  p r o p o r o i o n a l

e n t r e  e l  s u s t r a t o , e l  s u a t i - a to  con a d i c i d n  de a o t i v a d o r  d i n h i -

b i d o r  y  l a  a c t i v i d a d  e n z i m d t i o a  ( e x p r e a a d a  p o r  v  e n  jug de

d -  ALA.)

10b -



Fig.Ô 6-ALA sinfe^asa Acfivaciôn

con eHonina Pldnfulas( ); En-

do$permos(-"““--)

-  1 0 6  -



2 - -

2 S

Fig.7 -̂ALA sin̂ ê aïa.Acl’ivaciôn

con Maminp. Plân̂ ulas( ); En

dospermos (■■■■■“)
- 10% -



2 -

1 2 S

Fig.8 6-ALAsinrefasa.Acfivacion

con hemina.Plân^ulas( - );. En-

do$permos("‘“'‘)
-  iü«



2 - -

1 2 S

F ig .9  S-ALA sihfeKasaInhibicion'

con suira ô cüprico.Plân^ulas( —);

Endoipermos(’‘""")

— TO9 —-



2

1 2 5

F ig .1 0  ^-ALA sinfefasa Inhibicion

con suirafo Férrico.Plâfulas( ); 

Endospermo»( “ ■ ■■)
- 110 -



2 -

21 S

Fig.11 S-ALA sinfefaso. Blanco.

Plânmla*( );Endofpermos( )

- 111 -
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Con o b j c t o  d e  e s t ü b l e c o r  I k  ccraparecicîn  e n t r a  l e s  v a l o r e a  

o b te i i id o a  en  l a a  c r d f l o a a  c o r r e s p o n d i e n t e a  a  l a s  F i .^ u raa  6 ,

7» 8 ,  9 ,  10 y 11 oe c o n a ig n a n  eus  r e a u l t a d o a  en  l a  TA31LA XXI, 

p o r  o ^den  de mayor n manor en  aua  d l v o r a a a  d e t e n a i n a c l o n e a  y  t 

aua v a l o r e a  m e d io a .  P o r  e l l o  ae puede com probar  que l a  e t l o  — 

n l n a ,  t l a m l n a  y hem in a  eon a c t i v a d o r e a  oon r e a p a o t o  a l  b i a n 

co y  e l  a u l f a t o  c d p r i e o  y e l  a u l f a t o  f d r r i c o  i n h i b i d o r e a  de 

l a  a c t l v i d n d  d-ALA a i n t e t â a i o a .

P o r  l î l t im o  ae i n c l u y e  una  g rd c f io a  oon l a  a b a r r a s  p a r a  e a t a -  

b l e c ô r  e l  o rd e n  de a c t i v a c l d n  (vrfaae F i g u r a  1 2 ) , r e p r e a o n ta n d o  

en  e l  e j e  de o rd e n n d a o  l o a  v a l o r e a  m edioa de oada una de l a a  

a u s t a n c i a a  e n s a y a d e a  en  c o u p a r a o id n  con e l j b l a n c o , t a n t o  en 

p l A n t u l a a  como en  end o ap e rm o a .

- 112 -



3  L

IIII:l!j
:l:l;i

M 0 L A 3 ID A 2  ZTIO I'TITTA  T IA :IT :IA  I S J J I I I A  .  B lA lT G O  
( a ) (v) (v)  (v) (v)

d — j i g  d —ü - j A  p . g  3 — p g  . i . -

PLANTULf.S.

SULFAro CUF3IC0 
(v)

»7 "•X !

StJLFALO FLRFICO. 
(v)

pu

2 2*06 1 *65 1 *48 T 1 5 0*99 0*82
11ij 1 1*39 1 *48 1*31 0 * 9 0 0*82 0*66
il- 0*60 1 *65 1*23 1 *23 0*74 0*66 0*49
’’ 0*50 1 *40 0*99 0*99 0*57 0*57 0*41
!!

' i:
0*30 0*99 0*74 0*66 0*41 0*41 0*24

_  i r
u i: 0*89 1*59 ^y 1*21 > ' ^ 3  :y  0*75 ' > 0'69 "S 0*52 VALC2 

'  : 3 L I 0

-rr
I-

T
I;

|;

11 ' ' 
II
;i SCTOSFSai’.OS.

IIII11
'! 2 1 *55 1*23 1 '31 1 *06 0*82 0*74 II
■ 1 1 *40 1 *07 1 *23 0*82 0*74 0*57 IIIIII1 0*66 1 *23 0*99 0*99 0*74 0*49 0*41
i 0*50 0*99 0*82 0*74 0*64 0*24 0*33 IIII
1 0*30 0*74 0*66 0*49 0*49 - 0 '1 6 IIII

o ’8g 1 ^20 y  0 '9 5  z 0*95 ^  0 '7 5  ^ 0*57 > 0*44 YAL03 
!.ZLIO



.5

. 5

1.5
P L A N T U L A S

I
I

06

E N D O S P E R M O S

F

I
F ig 1 2  ($-ALAlinfefrasaAcHvadores e 

inhibidores
^E^ionina | ] Blanco
^Tiamina ^Sulfaho cuprico

Hemina ^SulFa^o fêrrico
-  114 -



4 . 2 . 2 . -  d-ALA d e h l d r a a n .

4 . 2 . 2 . 1 . -  P r e p a r n c i d n  y  p u r i f I c a c l d n .

T a ra  l a  p r e p a r a o l d n  y  p u r i f l c a c i d n  

dfa l a  o -a L a  d e l i l d r a a a  se  s i g u i d  l a  m e to d o lo g iu  d e s c r i -  

t a  e n  e l  a p a r t a d o  4 . 1 . 2  y g u b e p a r ta d o a  4 . 1 . 2 . 1 ,  4 . 1 . 2 .  

2 , 4 . 1 . 2 . 3 ,  4 . 1 . 2 . 4 ,  4 . 1 . 2 . 5  y 4 . 1 . 2 . 6  de M a t e r i a l  y  m é- 

to d o e  y lo g  r e g u l t a d o s  f u e r o n  o b t e n i d o a  con a r r e g l o  a l  

a ig -u ie n te  CSOUaMA I I I .

Bn e s t e  mismo esquO D ia ae i n d i c n n  l a a  

d e t e r u i n a c i o n e s  e i e c t u a d a s .

-  115 -



B S q U B 11 A H i  

r ' i i lone a .

Bmbrior^ sT BriSosperiiiOS.

B x t r n c t o  b r u t o , 3 0 0  ml (pnno  1 o ) Igu u l  que ptfri- Io n  e n b r i o n e b .

D e t a r m i n a r :  P r o t e l n a e ; A c t i v l d a d  e n z i m a t i c - j  a o t i v i d a o  e n z i u d t i c a  e a -  
I  p e c f r i c a ;  pH d p t i u o > y qucd t o l  r e a t o  d e l  e x t r a c t o  b r u t o .

P r e c i p i t a c i d n  d e l  r u s t o  d e l  e x t r a c t o  b r u t o  con a c e t o n e  a  -3 0 *  0 .

C e n t r i f u g a c l d n  y  r e c o g i d a  d e l  p r e c i p i t a d o .

S u s p e n a ld n  d e l  p r e c i p i t a d o  ei* b u f f e r .

D i d l i s i a  c o n t r a  b u f f e r  de u e n o r  m o l a r i d a d .

C e n t t i f u g a c l d n  y r e c o l e c c i d n  d e l  e o b r e n a d a n t e .
ijr

P r e c i p i t a o i d n  d e l  a o b r e n a d a n te  con a u l f a t o  am dn ico .

C e n t r i f u g a c i d n  y  r e c o g i d a  d e l  p r e c i p i t a d o .

D i d l i a i e  d a l  p r e c i p i t a d o  mda b u f f e r  con b u f f e r  de d i a t i n t a  ooiupoai-  
I  c i d n  (p a s o  4 * ) .

D e te r m in a r  : P r o t e i n a a ;  A c t i v i d c d  e n z i m d t i o a ; A c t i v i d a d  e n z im d t i c c  
I  e a p e c f f i c a  y  Km,qued(i e l  r e s t o  d e l  p e so  4 6 .

P a a u r  p o r  columnn de DilAE c e l u l o a a  e l  r e a t o  d e l  paso  4 e y  l a v a r  h a a -  
^  t a  I k a u a e n o i a  de p r o t e i n a a .

E l u c i d n  oon CIK O '18 ÎI ( E l u n t o ) .
i|r

D e te r in in a r :  P r o t o i n n o ,  A c t i v i d a d  e n z im d t io a  ; A c t i v i d a d  o n z im d t i c a  

e s p e c f f i o a ;  pH d p t im o j  Km d i n h i b i d o r e a  (d o id o  l e v u l f -  

n i c o , c i a n u r p  s d d i o o ,  m a lo n a to  s d d i c o ,  a r a e n i t o  a d d ic o  

y a z i d a  a d d i o n ) .
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4 . . ? . ? . ? . -  J i e t e r m i n a c i o i i o s  e n  p i T i O n e c  e n  d i f e r c n t e a  e a -

t t -d io 3  de g e r u i n n c i d n  : a c t l v i d u d  e n z i u d k i c a ,

p r o t e i n a a  j t io t iv id r -d  e n z i m d t i o a  e a p e o f f i o a .

c o n s t a n t e  de lü ch n e  l i s ,  pH dptimoi é  i n h i b i 

d o r e a  ce 1 II n o c id n  e n z i m d t i o a .

Se r e n l i z a r d n  d e t e r i a i n a o i o n e g  e o r i n d a s  de p r o t e i n a s , m c t i v i d a d e 9  

e n z i u i d t i c a a , ; . c t i v i d a d e  3 o n z lm d t i c a b  e g p e c f i i o n a , a g re g a n d o  y  a i n  

a g r e g a r  d-ALA y de Iju e n  Laa f r a c c i o n e a  p r im e r  p a a o , o u a r t o  paao 

y  e l u a t o  en  e m b r io n e a ,  p l d n t u l a a  y endoaperm oa d e t

-  P ia o n e a  e a t r a t i f i o a d o s  55 d i a a . p u e a t o a  a  g e r m in a r  5 d . y  o e r r a d

-  P in o n e a  e a t r a t i f i o a d o s  90 d i a o . p u e a t o s  a  g e r m in a r  y  a b i a r t o a .

-  P in o n o s  e a t r a t i f i o n d o a  130 d i a g ,g e r in in a d o 8  a p u n ta n d o  l a  r a d f c u l

-  P iu o n e a  e a t r a t i f i o a d o s  13D d in a .g e r m i n a d o s  con r a d f o u l a  0 '5  a l  i

-  P in o n e a  e n t r u t i f i c f i d o s  130 d i a o .g e r m in a d o a  con r a d i c u l a  de 3*5

cm. d m ay o r .

P a r a  r e n l i z a r  e s t a s  d e t e r m i n a o i o n e s  se  p a r t i d  a ie iu p re  de una  

c a n t i d a d  de n e m i l l a a  e x n c ta m e n te  p e s a d a s  p e ro  a l r e d e d o r  de 50 g r .

A c o n t i n u n c i d n  se i n c l u y e n  en l a  TABLA XXII Los d n to a  c o r r e s -  

p o n o l e n t e s  a  l o s  v a l o r e s  d ^^ p ro te i i .a s  y . a c t i v i d a d e a  e n z i m d t i c a a .

En l a  TABLA X X III  l o s  r e l a t i v e s  a l a s  Q c t i v i d a d e s  e n z i t a d t i c a s  

e s p e c f f i c i i s  y en l a  ThZ'.lU: XICIV l a s  r o l a c i o i . e s  de l a s  p r o t e i n a a  

d o l  paao  p r im e ro  a l  e l u a t o  y a o t i v i d a d e a  e n z i m d t i c a a  e s p e c i f i o a a  

d e l  e l u a t o  a l  p r im e r  p e s o .
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T A B L A  %ZH

BI.3RI01't3S ( r e f e r l d o a  e  300 m l)  

PR0T3IÎIAS (tag)

SÎTBOSESBIIOS ( r e f e r i à o a  a  300 ml) ||

ACTIv'm.L Si'IZIi-ihTI- 
GA (fxg/h) ___________

PROTLIITAS (mg) a CTIVIDuvL L K L IL i.I I -  jj
IIGA ( p g /h )

o c
I

p aao  18  paao  4-8 E lu a to  

196*8 4*82 5*36

176 '9  22*17 - 11*70

197*1 57 4*26

142*50 23*45 2*07

203*50 23*98 . 7*31

Paso  18  paao  48 E l u a t o Paao 18  p aao  48 E l u a t o Paao 18  Paso  48 Blu.ii

CEH2AD0S.

1*89 0*29 0 * 3 0 ';0*94 0*17 0*18 | 4 3 7  13*21 10*21

ABI23T0S.
I~ ^  U

184*80 32*70 14*67 6*04 1*01 0*98 j|

APT7TTAITD0 LA RABIGULA

ll'i’tO 0*71 0*84

RALIGULA 33

292*70 72*02 6*36 0*94 0*24 0*36 n

0*5 a  1 cm.

2*83 0*44 0*41 |272*02  43*38 5 '7 1

^B IC üLA  u s  3*5 cm. 6 mëa.

4*53 0*51 0*48 1147*70 18*02 4*75

w
V. 
!’ 
Il 
II

2*74 0*74 0*34 ||
n
H
11

2*64 0*46 0*47 j|



2 A 3 L A XXIII

ACTI',T3AI! EHZI1.IAIICA SSSSCIFIOa ( ^ / 1  h / l  m g . p r o t e i n a a )

-■-=TJ5F=
SICHIOUIS.

Paao 1 a
-------------

Paao 4a
Con

d-ALA
S in
d-ALA

Con
d-ALA

S in
d-ALA

4*80 3*34 36 *46 27*97

8*01 6*41 14*03 9*16

3*63 0 12*58 4*51

19*89 15*25 19*04 9*23

22*29 6*96 21 *44 11 *28

E l u a t o
Con

d-AÎA
S in
d-ALA

SI3CS2E3II0S.

Paao 1 a
Con 

d—ALA
b i n
d-ALA

P sao  4-8
Con

d-ALA
Gin 
d—ALA

J lu a to
Con

d-ALA
b in

d—ALij *1

CER3A3CS.

34*14

26*82

197*18

25*0 4*32

Asitaios.
18*59 32*73

3*24

24*54

APUITIAEDO LA 5ADICELA

80*05 I 3*23 I 0 
' 1 

RADICULA IE  0*5 a  1 cm.

200*02 135*31 | l 0 ' 0 7 8*34

RAdlCULA 33 3*5 om.d mda

66*64 1^41 *65 17*91 14*71

22*56

31 *04

3*37

17*15

25*53

18*39

22*75

5*07

14*04

20*27

29*77

67*21

57*39

59*72

99*99

23*30

49*33

II jl
i iII
I!

I!
II

1! II 11 
II

7 0 ’ 91 II 
|! 
II
II

42*73 ii

76*91



rj
O

T A 3  L A XZIV

Ii 3Î.SHI0ÎES (pg T3G r e f e r i d o a  a  300 ml] SiraoSEERIûOS (pg  P30 r e f e r i d o a  a  30Cm
ir*' ------------------------------
jj B e la o id n  de p r o t e i n a a  
1; d e l  paso  1* a l  a l u a t o  
t: (mg)
ij
I!

H e la o id n  de a c t i v i d a — 
daa e a p e c f f i o a a  d e l  
a l u a t o  a l  paao  18. 
( p g / l  h / l  mg p r o t . )

R e lu c id n  da p r o t e i 
n a a  d a l  p a so  18 a l  
a l u a t o .

(o g )

R e l a c i d n  ce a c t i v i d a  
d ea  e s p e o f f i c a a  d e l  
e l u a t o  a l  paao  IB, 
( p g / l  h / l  mg p r o t . )

Con ô- àLa S i n  d—Aj îi Con d—ikijA S in  d—AaiA

r
li 033%.:30S.

;! 3 6 '7 2 7*11 6*51 42*80 6*38 7*34
it
II A 3ISRÏ0S.

II 1 5 '0 2 3*35 2*90 12*60 2*05 2*03

ii AFUETAÎ30 LA HASIOULA.

|| 46*27 22*85 80*05 46*02 17*78 70*91

II %.3ICU3L. 33 0*5 a 1 cm.

|j 68*84 10*05 8*87 47*64 5*93 5*12

ii 33  3 *5 om. 6  mda.

ii 27*84 2*99 5*98 31*09 5*58 5*23



Bn l a a  TABTAS XXV y  XXVI pe r e p r o a e r t n n  l o a  v a l o r e a  

de l o a  ïABLi.3 X T II ,  X C II I  y :CXIV.
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T A B L A 22 T

[■ 3IBRI0II33(C0N d-ALA)

ii rifCîTES.
Il

1;ilII

1!

PHA.CCICN, VOLTOEÏÏ.
m l .

P.-ÎOTBIIIAS, 
m g /m l.

ACTIVl-4 
EAE E 5 -  
C IÎ .aT I-  
GA. 

m g/h .

\M,OTIVI- 
3AD BIT- 
CBIATI- 
GA S S -  
P 3 C IP I-  
C A .p s /
h /m g .
p r o t .

a o t i v i -
EAB u -  
inpA -  
LES. 
P g / h /
' m l .

ACTIVI
DAD TO
TAL.
p g / h /  
m l)  X 

V o l .

RLiûjI- 
HIEÎI -  
TO.

f-

puRiPiCiiCia^ 
3 e l a c l d n  de 
a c t i v i d a d e a  
e n z im d t i c a a  
e a p e o f f i c a a  
d e l  e l u a t o  
6 4® paao 
a l  i a .

Il
i! CSRRABOS Peso 12 300 0 '6 5 6 0*94 4*30 3*15 945 100
i i Paso 4-2 15 . 0 ' ô56 0*18 36*46 11*73 176 18*62 7*59

!•
E l u a t o 25 0*018 0*13 34*14 7*32 183 19*36 7*11

| i  A3EHTCS paao 1 a 3 0 0 0*590 1 *42 3*01 4*72 1417 ICO
i: Paao 4® 15 0*074 0*31 14*03 20*73 311 21 *95 1*75
i i E l u a t o 25  ̂ 0*0^2 b 0 '3 2 26*82 1 12*64 - 3 1 6  j 1 .2 2 :3 0 . [— 3135_____

I i  ArUÎTTAN- 
!! LC LA HA-

Paao 1 a 300 0*657 1*70 3*63 5*67 1701 100
Paao 4® 15 0*190 0*72 12*58 47*80 717 42*15 1 *46

! i  2ICULA.Ij E l u a t o 25 0*014 0*84 197*18 33*60 840 49*38 22*85

l i  SADICUIA 
I l 0 '5  a  1

Paso 1 a 300 0*475 2*83 19*89 9*45 2835 100
Paso 4® 15 0*078 0*45 19*04 29*73 446 15*73 0*96

|! om. S l u e t o 25 0*007 0*41 200*02 16*56 414 14*60 10*05
Ii
I! RAmCULA Paso 1 a 300 0*678 4*54 22*29 15*12 4536 100

3 '5  cm. Paao 4® 15 0*080 0*51 21 *44 34*27 514 11*33 0*96
I l  6 m is .

L = = = _ _ .

E lu a to 25 0*024 0*49 65*64 19*48 487 10*74 2*99

fOrsi



T A B L A  XXVI

r= S:30SrS3r:CS ( cor. dOALA ).

p i î^ c rE s . [p % .cc icu . [vOLTHlSK. 
m l.

PROTEIlLiS. 
m g /m l.

A C T iy i-  
LAL ni.— 
CII.ÜkTI- 

OA. 
m g/h .

[a o t i v i -  
LA.D EIT- 
C niA TI- 
CA ES -  
PEO IPI- 
OA.Ug/ 
i l / l  mg. 

p r o t .

A3TIVI- 
dad U -  
ITLDA -  
DES. 
| i g /h /  
m l.

ACTIVI- 
DAB TO
TAL.

T o i .

EEIE3I- 
1:121: -  
TO.

^  n . 1 n ^ W .n *
E e la o id n  oe 
a c t i v i d a d e a  
e n z i m d t i o a s 
e a p e o i f i c a s  
s i  e l u a t o  6 
4® p a so  a l  
19.

CS33AD0S Paso 1® 300 1 '457 1 *39 4*32 6*30 1890 100
Paao 4® 15 0 '044 0*30 22*56 19*37 293 15*77 5*22
E l u a t o 25 0 '0 3 4 0*30 29*77 12*16 304 16*03 6*88

A3I33T0S Paao 1 fi 300 0 '6 1 6 6*05 32*73 20*16 6048 100
Paao 4® 15 0  ' 10g 1*01 31 *04 67*67 1015 16 *73 0*95
E l u a to 25 0 '0 4 9 .0 * 2 9 67*21 ■ 39*44 936 16*30 2 '0 5

ArJITTAK- Paao 1 fi 300 0 '9 7 6 0*94 3*23 3*15 945 100
lAKEO LA Paao 4® 15 0 '2 4 0 0*24 . 3*37 16*20 243 25*71 1 *04
HADICULA , E l u a to 25 0 '0 2 i 0*36 57*39 14*60 365 33*62 17*78

3A3ICÜIA Paao 1 fi 300 0 '9 0 7 2*74 10*07 9*13 2740 100
0 '5  a  1 Paao 4® 15 ü '1 4 5 0*74 17*15 49*60 744 27*15 1 '7 0
cm. E l u a to 25 o 'o ig 0*34 59*72 13*64 341 12*44 5*93

HADICÜLA Paso 1 fi 3 0 0 0*492 2*65 17*91 8*82 2646 ICO —

3»5 om.d Paso  4® 15 0*060 0*46 25*53 30*67 460 17*38 1 *42
mda. E lu a to 25 0*016 0*47 99*99 1 9 * 0 0 475 17*95 5*58



iR eapeo to  de l a  Kr:i ae o b t u v i e r o n  v a l o r e a  p a r a  oada 

une de l o a  p a so a  o u a r t o  y  e l u a t o  do Loa e m b r i o n e s ,p l d n -  

t u l u a  y  endoaperm oa de oada uao de^oa  e s t a d i o s  de g a rm l-  

n a c l d n  de a e w i l l o a  ( ce r r a d  a a , a b l e  r t  a s , a p u n ten  do l a  r a d f -  

G u la .o o n  r a d f o u l a  de 0^ a  1 om, y r a d f o u l a  de 3 '5  om.d 

m!Î«i),ouyoa v a l o r e a  m edioa  f u e r o n  de 1 *55 .1 0 "^  M p a r a  e n -

b r i d n e s  y  1 * 4 2 .1 0  11 endoaperm oa y Vin r e a p e o t i v o a

de 48*61 | . ig /30 ' y 44*77 |J g /3 0 * .

R e p e t id a a  e s t a s  d e t e r m i u a c i o n e a  de Km y Vm,se o b tu -  

v i e r o n  l o a  a i g u i e n t e a  v a l o r e a  d e f i n i t i v o a  de l a  TABLA 

XXVII, y  en  l a  F i g u r a  13 sa i n a e r t o  l a  ou rva  o o r r e a p o n -  

d i c n t e  a l a  Km y  Vin m éd ia s  de l a  auma de l o a  de e ia b r lo -  

nesi y  end o ap a rm o e .

124 -



T A B L A  22CYII

PCu

SI.D3I0ÎBS.
-

31T30SrB5KaS. VaLOR iSBIO { 
(embrionfes mas e n d oaper iaos)  1

1 '4 9 . 1 0 - 2  H 1 '1 3 . 1 0 - 2  M 1 '3 2 - 1 0 “ ^ M  i

Vm 4 7 '5 0  pe /30* 4 3 '1 1  | i g / 3 0 ' 4 5 '3 0  u g / 3 0 '  ;
!



K/

0.40

0.05

K/m
% < m  ^ 0  1/S

Fig.13 S-ALAdehidraia Km y Vm

médias de embriones y endoiper- 

mos.Km=1,32.10'^M y Vm=45,3
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P u ra  If! d e te r i . i i i iQ c ldn  d e l  pll dp tim o d i i J i i b i d o r a a  

r e u p e o to  a l a  n c t i v i d a d  e n z i m d t i o a , se  p a r t i d  de una ma

y o r  oantid.'icl de p i f lo n es  y  ae a i g u l o r o n  I g u a lm e n te  l a s  ma— 

n i p u l a c i o n e a  r o f e r i d a a  en  e l  3I30.1I3MA I .

Los p i i io n e s  de que se p a r t i d  f u e r o n  e s t r a t i f i c a d o s  

64 d i a s  y ee p u s i e r o n  a g e r m i n a r , se e m p le a ro n  g e r ra in ad o s  

oon r a d f o u l a  do O' 1 am .a  1 cm. de l o n g i t u d ,

Laa a o t i v i d a d e a  e n z i m d t i c a a  y  a o t i v i d a d e a  e n z i m d t i 

oa s  e a p e o f f io n a  de p l d n t u l U s  y endosperraoa sa  i n c l u y e n  

en l a  T A B L A XXVIII, y l o s  v a l o r e a  de e s t e s  d a to a  

se r e p r e a e n t n n  en l a  T A B L A  XXIX.
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T A B L A  XXVIII

F=
II

r\;
o c

r -
II
II
II
II
IIII
II
II

FLAKTUlAS ( r e f e . i d o  a  30C a i ) .

Paso 1 fi P r o t e i n a a .
A c t iv id a d  e n z i m d t i o a .  
A c t iv id a d  e n z i n d i o a

e a p e o f f i c a .

E l u a t o  P r o t e i n a a .
A c t iv id a d  e n z i m d t i o a .  
A c t iv id a d  e n z im d t io a  

e a p e o f f i CO.

P e l a o i d n  de p r o t e i n a a  d e l  p a -  
18 a l  e l u a t o .

R e le o id n  de l a  a c t i v i d a d  e n z i 
m d tio a  e s p e c f f i o a  d e l  e l u a t o  
a l  paao  1fi.

244*8 mg 
2*7 mg/h.

11*05 u g / h /  
mg' p r o t

14*32 Eg 
■t  * 09 mg/h

73*96 u g /h  
mg' p r o t

16*48

6*69

SiüDOSHSRliOS ( r e f e r i d o  a  300 m l)

P aso  18
II 
II
II310*2 mg

E l u a t o

P r o t e i n a a  
A c t i v i d a d  e n z i m d t i o a  2*08 

A c t i v i d a d  e n z i m d t i o a  |[
eap e  o f f  i o a  6 ' 7 0 p ^ j i

h /m g p r o t  Ij

P r o t e i n a a .  12*0 mg |j
A c t i v i d a d  e n z im d t io a  0 '98ug /i jf
A c t i v i d a d  e n z i m d t i o a  i l

e s p e c f f i o a . 8 l  *90 hg/| 
h /c g  p r o t '

R e l a c i d n  de p r o t e i n a a  d e l  25*35
p a so  Ifi a l  e l u a t o .

R e la o id n  de l a  a c t i v i d a d  
e n z i m d t i o a  e s p e c f f i o a  d e l  
e l u a t o  a l  paao  18. 12*22



T A B XSIX
f== = — =====

PHACcior;. VCLTOEH.
m l.

PBOZEBwS 
u g / m l .

•ivCTIVl-

&II.IATI-
C A .cg /h

ACTLVI-

SIMATI- 
-CA SSEB- 
CIPICA. 
p f iA /1  
hg p r o t

a CTITI-  
DAn "u — 
lilDADBS
■ P & A /

1 m l.

A CTI7I-  
DAD TO
TAL. ( i V  
h / m l ) X 

V ol.

nECTi-

TOt*

P in  IF IOA -

c id n  de a o -  
t i v i d a d e s  
e n z im d t i c a a  
e a p e o f f i c s a  
d e l  e l u a t o  
6 42 püso 
a l  IS .

PIAîTTULftS 
icon q-AIA)

Paso 12 
E l u a t o

300
40

0 '8 l 4  

O '049

2 '7 0
I ' l O

11 '05 
7 3 '9 6

9*00 
2 7 '4 0

2700 
1 0 9 6 '2

100
4C6C 1 6 '6 9

:i'TDCSEE3LICS 
(con  d-ALA)

Paso 12 
E lu a to

300
40

1 '0 3 4  
O '040

2 '0 3
0*98

6 '7 0  
81 '9 0

6 '9 3
2 4 '5 7

2089
983

100
4 7 '2 ( 1 2 '2 2

ro
o



Ü2 p r a c t i c u r o n  l(  s d e te r i i in n c io i i t i a  de l i i  y Vm en  l o s  

e lu B to a  de em b rto n ea  y endoaperm oa (vdaae  F i g . 1 3 )  oon 

l o a  a i g u i e n t e a  r e a u l t a d o a  i n o l u i d o a  en  lu  TABLA XXX, 

oomo ae puede o b o e r v a r  l o a  v a l o r e a  de î5n de e m b r io n e a  

y  de e n d o a p e rm o a ,a a f  como de au v a l o r  medio de l o a  e l u n -  

t o a  de ea tam  a e m i l l a a  e a t r e t i f i c a d a a  64 d i a a , p u e s t a a  a  

g e r m in a r  y  g e rm in ao ao  con una l o n g i t u d  de r a d f o u l a  de 

O 'I  a 1 cm. .aoijfriuy aeme j a n t e s  a l a a  c i f r a a  m é d ia s  o b -  

ten idp .a  do l u  T a b la  XXVII y p o r  oao no se r e a l i a a  su  

r e p r a s e n t a c i d n  g r d f i c a .

-  130 -



I 3Î.3BICICS. 3:30SK3I,ICS. VALOR I3 B I 0 .
(e m b r io n e s  mas sndosperm os ) i<

i K m  
Vm

1

62*50 | i r / 3 0 '

1 '35.10-%M 

47*62 |ig /30*

1 '3 9 .1 0 - % :  II
55*06 u g / 3 0 '  }!



»A c o n t i n u a c i d u  oa in c lu y a i i j l f  n P i ,  u r n s  14 y  1? que 

r e p r e a e n t n n  l o s  pH dp t im o a  7*8 de l u  d-ALA d e h id r u o a  

en  e l  paao  1® y  e l u a t o  de p l d n t u l a a  y  endoaperm oa de 

l o o  p iü o n e a  e s t r u t l l ' i c u d o a  64 d i a a , p u e s t o s  a  g e r m in a r  

d e a p u e s  y  g e rm in a d o a  con p l d n t u l a a  do r a d l c u l s  de O' 1 

a  1 cm.de l o n g i t u d .

Sn  l a  F i g u r a  16 sa  puede  co m p ro b a r  oômo a  m edida  

que aum en ta  l a  o o n c e n t r a o i d n  d e l  6 o id o  l e v u l i n i c o  ( e j e  

de a b a c i a a a )  d iam inuye  l a  c o n o e n t r a c i d n  de FDCr ( e j e  de 

o r d e n a d a a )  dem o a tru n d u ee  u a f  s u  o u r d c t e r  l i d . i b i d o r .

En l a a  F i g u r a s  17, 18, 19 y  20  se puede e e g u i r  e l  

mismo r a z o n a m ie n to  qua p a ra  l a  P i g . 16 y coraprobarae  

que e l  c i a n u r o  a d d io o ,  m a lo n a to  a d d i c o ,  a r a e n i t o  s d d i c o ,  

y  a z i d a  s d d l c a  e j e r c c n  ig u a lm e n te  de maneru a i g n i f i o u -  

t i v a  au  p o d e r  de i n h i b i c i d n  s o b re  l a  d-ALA d e h i d r a s a .

-  132 -



0.3 -

O

e n

E
0,1 ■

pH7.8

Fig.14 6-ALAdehidraia.Paio1^ pH

ophmo 70. Pldn^ulas( );Endos-

permoi( " ■■■)

-  133 -



1.5 -

CL 1.0 -

0.5 '

7.6 pH
P i 9 .15 (5-ALA dehidroia.Elual'o.

pH optimo 78. Plan^ula»(

dospemoi("“

);En-

 -)
— 1 3 4  —



V

3

2

1

S0.1 0.2

Fig.10 5-ALA dehidrasa. Inhrbiciôn 

con de. levulfnico. Pldnfulas ( “);

Endoipermoi ( - - •)

-  135 -



V

2

1

0.1 0.2 

F ig .l7  <̂“ALA dehidrasa.Inhibiicion

con cianuro sodico. Pldn^ulas(——); 

Endospermos( -

— 1 j 6  —



V
2

1

0.1 S0.2

Pig.18 -̂ALAdehidrasa.Inhibiciôn

con malonâ o sôdico.Plân^ulai( \
Endoipermos(— *)

-  137 -



V
2

1

0.2 S0.1

Fig.19 6-ALA dehidrasainhibiciôn

con arseni>o iôdico.Plânfulas( );

Endoipermoi( ■" * ")

-138 -



V
2

1

0.2

Pig.20 ^-ALAdehidrasainhibiciôn

con azido sôdicc. Plân^uiasC— —);

Endospermos ('■■■)

-  1 i9  -



Coji e l  f i n  de e a t a b l e c e r  una coinparaoiejii e a t r e  l o a  

V a lo r e a  o b t e n i d o a  en  l a s  F i g u r a e 16, 17 , 18 , 19 y  20  ae 

c o n a ig n a n  aua  r e a u l t a d o o  en  l a  TABIiA XXXI, p o r  o rd e n  da 

m enor a  m ayor p o d e r  i n h i b i d o r  y  aua v a l o r e a  medio a en r e -  

lB3i(5n con e l  b i a n c o .

Tambien de i n o l u y e  una g r f t f i o a  con b a r r a a  p a r a  e a t a 

b l e  o a r  e l  o r d e n - de i n l i i b i o i d n  ( vdaae  F i g .  2 1 ) , r e p r e o e n  -  

t a n d o  en  e l  o j e  de o rd e n a d u a  l o a  v a l o r e a  m edioa  de cad a  

uno de l o a  i n h i b i d o r e a  (d o id o  l e v u l f n i c o ,  c i a n u r o  a i fd ic o ,  

m a lo n a to  a d d i c o ,  a r a e n i t o  a d d ic o  y a z i d a  a d d io a )  t t - n to  e n  

p l d i i t u l a a  oomo eri e n d o ap e rm o a .

— 140 —



H h Â u  h ŵuvX

;viOLo R IP iiD . 
( 3 )

AC.IoVTJLliriCO. 
(v  pg E3G)

CL-.ZTUHO 3 0 3 1 0 0 . IIALOIIATO 303IC  
(v  E3G) (v  pg FBG)

A a s3 i:r jo  s o 3 ic o .  
( v  pg E3G)

i-.3I3i-. 5 0 3 :0  
(v  pg r3G)

A. li
II

I III
i iP L A ii:tn 3 .s .

0 '2 6 0*75 O'GO 0 0
0*13 1 '05 0 '9 0 0 0
O'CSS 1 '36 1 '2 0 0 '7 5 0 '3 0
0 '0 6 6 1 '8 1 1 '5 0 1 '0 0 0 '7 5
G '040 2 '4 2 2 '1 0 1 '3 6 1 '06

• C '013 2 '3 7 2 '4 0 1 '5 0 1 '3 6
------- ------

0
0
G
G
0 '7 5  
1 ' 2 0

II2 ' Oga 

3LAI700
1 '71 
3 '3 2

> 1 '45  
2 '7 0

V a lo r  ne û i o .
y  . C 7 7

1 '8 0
> 0 '5 8  

1 '5 0
> 0 '3 2

1*36 
V a lo r  E eô io  n 

2 ' 1 4 11

0 '2 6 0 0 0 0 0
0 '1 3 0 '4 5 ■ 0 '4 5 0 0 0
o 'c s a 0 '7 5 0 '9 0 0 '4 5 0 0
0'C66 1 '21 1 '3 6

1 '5 0
0 '7 5 0*45 0

0 '0 4 0 T'51 1 '3 0 0 '9 0 Q
0 '0 1 3 1 '96 1 '8 0 1 '5 0

V a lo r  a e d i o . \
1 '2 0 0 '6 0

o 'o g g 0 '9 8  < TOO >  0 '6 5  / ‘ 0 '4 2  )► O 'IC
BXAÎZCO 2 '4 2  / 2 '3 0 '  1 '66 T 5 0 TOO

V a lo r  a e d io  l'TSii



P L A N T U L A S

I

/S'")

^A./.

ENDOSPERMOS

< >

Fig.21 6-ALA dehidrasa. Inhibidores 
I I Blanco;^Ac.levulmicq? ^  CNNc;

Malona^o;^Arsenide; E^Azida No.



En l a s  F i g u r a a  2 2 ,  23 , 24 , 2 5 ,  26 y 27 ae r e p r e e e n -  

t a n  «n p l t ' n t u l a g  y  endoaperm oa  l u s  g r d f i c a s  o o r r e e p o n d l e n -  

t e a  l a  a c c i d n  I n h l b i d c r a  c o m p e t i t l v a  d e l  f îc id o  l e v u l X n i c o ,  

o l a n u r o  o d d ic o  y  m a lo n a to  a d d l o o , oomo ae com pruaba  p o rq u e  

dan  ] a  uiiauia md^tima v e l o o i d a d  Vm que lo a  c o n t r ô l e s  ( e n  l o a  

ou&li. a no se e tay lea  e l  i n l i l b i d o r  en l a  r e a c o i d n  e n z i i a d t l c a ) ,  

c o r t î 'n d o a o  ambas r e o t a s  s o b re  e l  e j e  de o rd e n a d a a  1 / v .

Loa p l î io n e s  de c^ue ae p a r t e  se  e a t r e t i f I c a r o n  55 d i a a  

y d e s p u e s  ae p u a i e r o n  a g e r in in a r  l ian t i i  u p u n t a r  l a  r o d f c u l a .
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1.0 -

20 AO 60 Vs
F ig .2 3  ^-ALAdehidrasa.Endosper*

moi.Con ac.levulmico( )y sin

ac.levulmico( ’). Inhibiciôn
compeHHva
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4 . 2 . 3 * -  P o r f i r i m i B .

* 4 . 2 . 3 . 1 . -  D e to r tn in î îc lo n o a p r e v i n s .

l i s t a a  d e t e r n l n a o i o n e a  ae r e s l t z a r o n  

oomo t a n t e o a  o r l e n t a d o r e a  pr.rti deap u ^a  p ro a e f^ u i r  l a  de taco le Jn  

y  oai’n c t e r i z a o l d n  de l a a  ml a ma a .

La e x t r a c o i r f n  e i n c u b a c i d n  ae v e r i f i  

oaii coiuo e u  e l  apuriiudo 4 . 1 .3 .2 , l . i iC ie r .d o  uuu in a u b a c id i i  con  g l i -  

c o o o l a . p l r i d o x a l f o a f a t o , O l2^Ig, ATP y s u o o i n a t o  ( t tx p e r im e n to  1) 

y  en  l a  o t r a  ( e x p e r im e n to  2 )  ae pone g l i c o o o l a , p i r i d o x a l l o a f a t o , 

ClgMf y  ATP, e a  d e o i r ,  a i n  a u o o i n a t o .

Laa d e t e r m in a c io n e a  ae Lan r e a l i z a d o  

e x p re a a n d o  en  p r o t o p o r l ' i r i n e  l a a  d e n s id a d e a  (5p tioae  h a l l a d a s .  

P a r a  e l l o  aa h a  tornado oomo p a t r o n  I ti  d e n e id a d  «Sptloa de mdxime 

B baorc lrfn  0*532 ( p i c o  a n  409 nm) da u na  oo n cen trn c i< în  d i l u i d a  

a l  1 /1 0 0  de una e o l u o id n  q.ue o o n te n f a  10 | ig /m l ( a o lu o i r fn  m a d re ) .

Loo r e a u l t a d c s  on llo^u ldoa  a o b re n a — 

d a n t e a ,  r e a l d u o a  y  aumn de amboa, e a  d e o i r ,  e l  t o t a l  e n  onde d e -  

t e r m i n a o i d n  ae c o n a ig n a n  en  l a  TABLA XICCII.
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T A 3 L A L u . 1

?30î0?03PI3IItA  jig /ff. de peso  hiîm edo. (Segun td c n ic a  de e x t r a c c id n  I  ) .

II P if lonss  pu.es to  a a  g e r m in a r . S x p e r im e n to . S o b r e n a d a n te . H eafduo . T o t a l .

ii S in  a b r i r .
ii

1 41 '7 0 83*40 12? *10
T -------------------------------------------------------

■{|. S in  a b r i r .
i:

2 56*41 b1 *32 117*7:

ij A b i e r t o a .  
!i A3I33T0S.

1
2

31 *45 
10 0 * 0 3

1228*37 
1 300 '42

1 :20*42
1400*45

Cj ii Smbriorsea ap u n tan o o  l a  r a d i c u l a .  
-* iL

1 90*63 . 558*53 649*16
^ J U-» , ui -— • 111 1 . 1 i

1 ij E tnbrionea apun tando  l a  r a d f c u L a .
_tJ ....

2 9 2 '7 3 526*90 619*53

j| P l d n t u l a a  da ra d  f o u l s  O '5 a  1 on. 1 55*94 282*74 338*68

jj PLA'KTUIiAS 33 r a d f o u l a  0*5 a 1 cm, 2 43*34 290*30 334*14

il F l d n t u l a a  da r a d i c u l a  2 a  2 '5  on. 1 31*91 290*30 322*34

ii P l ^ n t u l a a  de rad  f o u l  a 2 a 2 '5om. 2 37*54 294*68 322*22

j! P l f e t u l a a  de r a d l o u l a  3 a  4 on . 1 37*65 262*11 299*76

i: P l a n t u l a a  de r a d i u c l a  3 a  4 o n ,

JL = .= = = = = _= = _________  ______________

2 24*61 362*03

=========

336*64



Def lo 3  r c B u l t n ^ o a  de c n tn  Tji3L/. ac i n l ' i e r e  q.uo

l.'i p r o t o p o r f I r i n R  IX an l o a  e a t n d i o a  p r e v l o a  b l a  g e r  -  

m in a c id n  e x p é r im e n ta  un a l g n i f i o u t i v o  aum ento  a l c a n z a n -  

do Bu Litîxicio n l v e l  an l a  g e r m in a o id n  p r o p ia m e n te  d lo h a  

(p if lo n ea  p u e s t o a  a  g e r m in a r  y a b i e r t o a )  p a r a  d e a p u e a  a  

m^^dida que l a  p l ^ n t u  l a  ae d e a a r r o l l a  y  l a  r a d f o u l a  a u  -  

m en ta  nii l o n g i t u d , d l s m i n u i r  g ra d u n lm e n te  aeg d n  aa  v an  

ounsum iendo l a s  m a t e r i a s  de r e s e f v a  d e l  enciosperuio y 

oo va form ando o l o r o f i l a ,

!Gn l a  TABLA XXXIII e a t a n  ro o o g id o a  I d a  r o a u l t a d o a  o b -  

t c n id o e  aegdn  l a  t d c n i o a  de e x t r a o c i d n  I I  r e a l i z a n d o  u n a  

in o u b e c ld n  oon a u c o i n a t o , ATP, g l i c o c o l a ,  p i r i d o x a l f o a f a t o  

y Clglfe y  u n a  c a n t i d a d  t f 1 de I n  f r a o o i d n  1 que c o n te n g a  

8 mg.da p r o t e i n a o  ( e x p é r im e n ta  1 ) ;  l a  o t r a  i n c u b a c i d n  ae 
v e r i f i e d  nd ic ion fi i ido  A T P ,g l i c o c o l a ,  p i r i d o x a l f o a f a t o  y  

Cl 2%  u na  c a n t i d a d  t u l  de l a  f r n c c i d n  2 q.ue c o n te n g a  

8 mg de p r o t e i n a a  (e x p e r im e r i to  2 ) .
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T A B L A  2 3 Z I I I

rP.CTOPCHPIHIHA j ig /g .d e  p eso  h 'faedo .  ( Seg'in t d c n i c a  de e x t m c c i d n  I I ) . 1
If================== =-====-======— =
jj P lï lonea  p u e s to a  a  g e r a i n a r . E x p é r im e n te . S o b re n a d a n t e . H e s fd u o . T o t a l . liII
r.
I I  A b i e r t o s . 1 5 4 5 '4 4 306*03 1151*47

II
II

II!! A b i e r t o s .11 2 7 4 4 '1 6 473*36 1217*52

jj S n b r io n e a
ii- -  -  ■

1 ;i ^m brior.ea

apu n tan d o  l a  r a d f c u l a .  

apun tando  l a  r a d f o u l e . .

1

2

96*44

56*99

1019*19

526*03

1115*63 Ij 

553*02 ;;

^  ;| P l f o t u l a s de r a d f o u l a 0 '5 ' a  1 on . 1 6 3 '6 7 1992*25 2055*92

I t
i ;'  ij P l ^ n t u l a s

' i- -

de r a d f o u l a 0 '5 a  1 cm. 2 S 2 '1 5  ■ 1530*13 1612*28

■!
Ii P l ^ n t u l s a
il- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

de r a d f o u l a 2 a 2 '5  on . 1 141*68 971*01 1113*49 •;

j !  P l â ü t a l a a
l i

d a ._ ra d fo u ia 2 a 2 '5  cm 2 1 2 3 '9 7 553*42 677*39 :

1:
II P l ^ n t u l a g
II de r a d f c u l a 3 a 4 cm. 1 14*48 228*81 243*29

i t!!11

II P l à n t u l a a
II

de r a d f c u l a 3 a 4 cm.
^ 1

20*77 311*35 331 *62
II
11



El oi^xlmo n l v e l  d ^ r o t o p o r f i r i n a  IX se a l c a n z a  en  

lo a  plMones p u e atom n g e r m in a r  y oon r a d f c u l n  de 0 '5  a 

1 c m . ,p a r a  d e a p u e s  i r  d lom inuyendo  n niedida que l a  r a d f 

c u l a  auiuenta  de tamailo y de ore  ce r  nd tam en te  cunndo l a  

p l f î n t u l a  t i e n e  una r a d f o u l a  de 3 a  4 c m . ,p a rq u e  l a s  r e  -  

s e r v e s  d e l  e n d o o p e n .10 p r ^ c t i c a m e n t e  se h a n  a g o ta d o .

P o r  o t r a  p a r t e  se puede o b s e r v e r  que l o a  v a l o r e a  

de l a  TABLA XXXIII de p o r f i r i n a a  t o t a l e  a , e n  oada uno de 

l o a  e s t a d l o s  de g e r u i n a c i d n  eii l o  que se  r o f i e r e  t a n t o  

a l  e x p é r im e n te  1 corao a l  2 s o n , e n  g e n e r a l ,m ayores  que 

l o a  c c r r e a p o u d i e n t o a  a  l e s  de l a  TABLA XICXII y en p a r 

t i c u l a r  e n  lo a  v a l o r e a  mgdioa de l a  auraa de t o d o s  l o a  

v a l o r e s  de l o s  d i a t i n t o s  e s t u d i o s  de g e r i . i in a c id n  (p if lo 

nea  a b i e r t o s ,  e m b r io n e s  ap u n tan d o  la  r a d f c u l a  y  p l & t u -  

l ( s  de r a d f c u l a  de 0 '5  a  1 o u , ,  2 a  2 '5  cm.y 3 a  4  cm .)

En l a  T A B L A XXXIV,inol u i d a  a o o n t i n u a c id n  se 

o o n s ig n a n  l a s  o f f  r a s  d e l  c o n te n id o  de p r o t e i n a a  por m l . , . . .  

h n l l a d a g  en  l o a  d i f e r e n t e a  e a t a d i o s  de g e rm in a c id n  de 

l o s  p lf io n ea  en l a a  t ^ c n i c a a  de e x t r a c c i d n  I  y I I  y  que 

s i r v e n  p a r a  tom ar  l a s  o a n t id a d e a  a p r o p l a d a s  de c o n te n id o  

de 8 mg.de p r o t e i n u s , p a r a  l a  e j e c u c i d n  de l o s  e x p e r i r a e n -  

t o a  Cünaigiinùoa eu  l a  TABLA lu Z x I I I .
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T A 3 L A

VVJ*

r“Jt
II

—w
IIIIII

li P iflonea p u e s to a  e. g e m i n e r . T ^ c n ic a  de e i t r a c c i d n  I, T ^ c n ic a  de a x t r a c c i i n  I [ j

li S in  a b r i r .1!
ii A b i e r t o s .
I!
ii E i b r i o n e s  ap u n tan d o  l a  r a d f c u l a .
li
II F l f n t u l a  de r a d f o u l a  0 '5  a 1 cm.

6*55 

3 '0 0  

2 '2 9

1
I

4 '2 6  : 

3 '7 9

2 ' i g 3*93
11
[I P l f e t u l a  de r a d f c u l à  2 a 2*5 om. 2*03 3*29

i! ■ r l i î n t u l a  ÛB r a d f c u l a  j  a  4 oui.
It
II

2 '2 6 4*05



4 . 2 . 3 . 2 . -  B esu ltfidos c u îili t t i t i v o a .

‘ 4 .g .3 .2 .1 . - G B 01'AT0<'i:i/.l!AS con 1~1 u o rea ce iio la

r o j a .

Como e je t ip lo  de lo o  cromatogrnmaa 

ob ten ld o a  sobro on pa dclgada in a e r ta u o e  t r e n  croiiiatogra -  

ma a tip o ,Q o n  f  lu o rea co n c ln  ro ja .d e  pifloneo carradoa ,p lH o -  

neg a b ie r to a  y  p lîion es gortuinadoo (v^ase P iguraa 2 8 , 2 9 » 

y 3 0 ) .

En c a to a  tr e a  oromutograuao se  

puade o b serv er  p erfeotam ente aeparada la  p r o to p o r f ir in a  

de la  0 0  pro p orf I r in a .  Laa c i^ liu a  de p ro to p o rf I r in a  pre -  

sen tan  lo a  lîf nuy aproxiiaados pueo en e l  t s r c e r o  aunque 

di. a lg o  mayor ea poouo la  medida ae e fe c tu d  deade e l  pun

to  de p a r tid a  a l  extram o su p e r io r  do la  m anoha,pero r e a -  

l iz d n d o la  deade d ioho punto a l  c e n tr e  do la  mnncha da un 

v a lo r  menor.

En lo o  dos priDierce cromatogramas 

la  co p ro p o rfIr in a  no s u fr :  ntngiin d esp lazam ien to ,com o  

ocurre con la  coproporf ir in a  pntrdn (S igm a); vifase a par

te  do 4 . 1 . 3 . 1 . 1 . ,pero on e l  t o r c e r  cromatograma au fre lui 

d eap lazi ciiento  la  uancha con un Kf = O'15,  m^a adecuado  

a lo s  V I,lores que so dan en la  l i t e r a t u r e .
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F ig .2 8  Cerradof:

Profoporririna RFzO,58 

Coproporfirina Rf=0
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Fig.29 Abierfroi;

Pro^oporfirina Rf=0/66 

CoproporTirina Rf=0
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Fig. 30 Germinados(radfcula 4 cm) 

Pro^oporf irina RF=0,84 

CoproporFirina RF=0,15

-  1';9 -



Los r e a u l tp .d o s  g é n é r a l e s  de i d e n t l f i c e c l d n  p o r  

c ro m H to g rn f f a  eu  capn dolgiidfi de l a e  p o r f i r i n a e  se 

i n s e r t n r i  en l a s  TABLAS XXXV, XZ0C7I y XXXVII, en  I« s 

eue  80 i n c l u y o n  l o a  HP de l e  a munchas o L te n id a s  en 

l e s  c rom atog i 'ac if is .

En l a  TABLA XjulV se  c o n e ig n a n  l o a  r e s u l t a o c s  de 

l o s  p iH onea  s i n  e s t r a t l f l o a r ,  o e r r o d o a  y  a L i e r t o a  ao — 

lû e t ld o a  a un a  d i v e r s l d a d  de t r a t a m i e n t o a , oon s é p a r a  -  

c i d n  de p r o t o  y  c o p r o p o r f i r i n a .

Los Hf de p r o t o p o r f i r i n a  v a r f a n  e n t r e  l i m i t e s  de 

0*5 a  cfe oon unu m ed ia  de Itf de 0 '7 0  y  c o n s id e r a n d o  

s o l o  l o s  v a l o r e a  de c o p r o p o r f i r i n a  d e s p l a z a d a  d e l  p u n -  

t o  de p n r t i d a  e l  Hf m edio  e a  de 0 ’2 6 .

La f l u o r é a o e n o i a  de Tas machaa f u d  b l a n c a  e x c e p 

t e  e n  un caso  que furf r o j a .
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2 Â 3  L A :a x v

FIÎÎOIoS s i ;; ESIB/tllPICAR, ( a f  de l a s  u a n c h a s  de lo g  oroua tograL iag  ),
ff=========
n P l u o r e g -  
'' o e n c i a .

B r a t a n i e n t o . P r o t o p o r f i r i n a .  
Hf

C o p r o p o r f i r i n a .
Hf

jj B la n c a . S in  t r a t a m i e n t o . C e r r a d o a . C 5 3 0
B la n c a . B u e s to s  a  g e r u i n a r . S e r r a c o g . 0 '5 0 0

i: B la n c a . Suaer. '. idoa 3 d . e n  t i a a i n a . P u . e s t o s  a  c e r -
II n i n a r .  C e r r a d o s . 0 ' ? 0 0
!; B la n c a . Sum ergidos 3 d .e n  t i a u l u a . P u e a t o s  a  ge

a i n a r .  C e r r a d o s . 0*77 —

B la n c a . S u c e rg id o a  3 d .e n  t l a m i n a  y  d-ALA.Pueg —

" t e a  p. g e rm in m r ,  C e r r a d o s . 0 '6 0 0
" B la n c a . Sumergidog 3 d .e n  t l a m i n a  y  EBTA s i n  d i -

l u i r . P u e g t o s  a  g e r m in a r .  C e r r a d o s . 0 '7 3 —

: B la n c a . Sumergidog 3 d .e n  t l a m i n a  y BBBA d i l u i d o
1 a l  1 / 2 .  P u a s to s  a g e r m i n a r . C e r r a d o s . O'TO 0
i B la n c a . Sumergidog 3 d . en t i a m i n a  yBBBA d i l u i d o
: a l  1 /1 0 .  Pueg-QS a  g e r m i n a r .C e r r a d o s  . 0 '7 4 0
i B la n c a . Sum ergidog 3 d .  en  t i a m i n a  y  g r i s e q f u l v i -
i n a  a a t u r a d a .P u e g i o g  a g e r m i n a r , C e r r a d o s . 0 '7 1 0
1 B la n c a . Sumergidog 3 d .  en  t i a m i n a  y g r i s e o f u l v i »
i d i l u i d a  1 / 2 .P u e s t o a  a g e r m i n a r .C e r r a d o s .  0*80 0
I B la n c a . Sumergidog 3 d .  en  t i a m i n a  y  g r i a e o f u l v i -

n a  d i l u i d a  l / l Q . P u e g t o s  a g e r m i n a r . Cer r a d a  O '30 0
B la n c a . Sumergidog 3 d . en  e t i o n i n a . p u e a t o s  a g e r -

m ln a r .  C e r r a d o s . 0 '5 0 0'16
B la n c a . Sum ergidos 3 d . en  t r e o n l n a . P u e s t o s  a g e r -

a i n a r .  C e r r a d o s . 0 '4 9 0*16
B la n c a . S in  t r a t a m i e n t o .  A b i e r t o s . 0*65 0'32
B la n c a . Sumergidog 3 d . en  t i a m i n a . P u e s t o s  a  g e r —

m i n a r . A b i e r t o s . 0 '7 4 0

O'

1

( Q o n tln d a  en l a  p d y in a  g jg u i e n te)



T A 3  It A 3 Z V  (C o n tin u a c id j i)

r=
; i
l t = a

PIÎÎCîCS SIN SSTHAHFIOAH. IHf de l a  a maijohaa de lo a  o rom atogram aa).

.. P l u o r a s -

II Ncj'a.
!|
il B la n o a .

il
r| 3 1 a n o a .  

'! 3 1 a n o a .

2n o a .

3 1 a n c a .

B la n c a .

THATATUBÎTO.

Sum ergidos 3 . d . en t i s n l n a . P u e s t o s  a  
g e r m in a r .  A b i e r t o s .
Sum argidos 3 d .  en  t i a m i n a  y  S3TA s i n  
d i l u i r . P u e s t o a  a  g e r m i n a r . A b i e r t o s . 
Sum erg idos 3 d . e n  t i a m i n a  y  ESTA d i - l u i — 
do e l  l / 2 . r u e a t o a  a  g e r m i n a r . A b i e r t o s . 
Sum ergidos 3 d .  en  t i a m i n a  y 3BIA d i l u i - ! 
do a l  l / l O . P u e a t 08  a  g e r m i n a r . A b i e r t o e .  
Sum ergidos 3 d . e n  t i a m i n a  y  g r i à e o f u l v i -  
n a  s a t u r a d a . P u e s t o a  a  g e r m i n a r . A b i e r t o s .  
Sum ergidos 3 d . e n  t i a m i n a  y  g r i a e o f u l v i -  
nn  d i l 'u id u  l / S . r u e s t o s  a  geru im ner.A b ie r 
t o s .
Sum ergidos 3 d . e n  t i a m i n a  y  g r i s e o i u l v i -  
n a  d i l u i d a  l / t O . P u e a t o s  a g e rm in a r .A b ie r . ) .  
t o s .

P r o t o r o r f i r i n a .  

0 '81

0 '3 0

0 '7 4

0*77

0*77

C '3 0

0*77

C o p r o p o r f i r i n a .

0 ' 1 6

0

0

0

0 '5 3

u

V a lo r  Medio 0 '7 0 0 ’26

3 n  e s t a  l a b l a  se a o b r ê e n t i e n d e  que l a  p u e s t a  a  g e r m in a r  s ig u e  inm ed iu tam en -  
t e  a  l a  in m e r s ld n  de l a s  a e m i l l a a  en l a  a o l u o id n  de t r a t a m i e n t o  ouando l a  h ay  y  l o s  
p ir iones  p u e s to s  a  g e rm in a r  se r e a l i z e  en  c^mara J a c o b s e n .

3n  l a  c o p r o p o r f i r i n a  l o s  c i r c u l o a  r e p r e s e r . t s n  que e l  Hf f u ^  c e ro  - e r o  rue 
ae o b ae rv d  f l u o r e s c e n c i a ;  l o s  t r a z o s  r e p r e s e n t a n  l a  a u s e n c i a  de l a  o i s m a .



i n  I s  TAHLA XXaVi  lo a  r c a u l t i . u o a  de l o s  p i  none a e s -

■tratiliof'.dos , 0 9  rrudoa , tibia r  t e a  y ga ru ins dos soiaetidon

i(:u.F-liiiente a  ima s e r i o  v a r i a d n  de t r n t a m i g n t o s , oon s é p a r a —

c id n  t s c ib ie n  de p r o t o  y c o p r o p o r f i r i n a .

Loa Hf de p o r f i r i n o a  v s r i a n  e n t r e  1 f u i t e s  de 0*41 y

O '84  con una media  de 0*61 y  l o s  v a l o r e s  de c o p r o p o r f I r i 

n a  t e i . i e n d o  en  c u e n to  s o lo  l o s  v a l o r e a  on que hubo d e a p l a —

zam ie i . to  de c o p r o p o r f i r i n a a  a p a r t i r  d e l  p a n to  de p a r t i ' d a ,

e l  lîf 93 de O' I p .

La f l u o r e s c e n c i a  de l a s  manchas en l o s  d i f e r e n t e a

ctisoa i 'u^ r o j a , e x c e p te  en  c in o o .

1 6 3  _



T A B L A s J X 'a

11 rlîîOlGS BSTHATIBIGABCS-Of de l a s  m anohaa de l o s  o ro m ato g ram as) 1
I F l u o r é s - T r a t n n i e r . t o . P ro t o n o r f i r i n a . ü o - n r o o r f  I r i n P .
j o e n c i a . Hf a r  !■

B la n c a . P u e s to s  a  g e r m i n a r .C e r r a d o s . 0 '7 1
r

B la n c a . Sum ergidos 3 d . e n  t i a m i n a . C e r r a d o s . 0*53 0
! B la n c a . Sum ergidos 3 d . e n  t i a m i n a . P u e s t o s  a ;;

g e r i t i n a r . C e r ru d o s . 0 '4 7 — I'
B la n c a . Sum ergidos 3 d . e n  t i a m i n a . P u e s t o s  a 11

. ge r m i n a r . Ce r r a d o s . 0 '5 9
Boj'a. Sum erg idos 3 d . e n  t i a m i n a . P u e s t o s  a i '

g e r m i n a r . C e r r a d o s . Q’62
°  I:B la n c a . Sum erg idos 3 d . e n  t i a m i n a . P u e s t o s  a

. g e r n i n a r . C e r r a d o a . 0 '5 7
HCJA; Sum erg idos 3 d . e n  t i a m i n a . P u e s t o s a

Ho j a .
g e r m i n a r . C e r r a d o s . 0 '5 8 0 !:
Sum ergidos 3 d . e n  e t i o n i n a . P u e s t o s

ïa  g e r m i n a r .C e r r a d o s . 0 '5 6
Ho j a . Sum ergidos 3 d . e n  t r e o n i n a . P u e s t o s 1;

a  g e r m i n a r . C e r r a d o s . 0 '4 1 G
H o ja . S in  p o n e r  a g e r m i n a r . A b i e r t o s . G'68 o ' i 4  I;
Ho 3 a . P u e s to s  a g e r m i n a r . A b i e r t o s . 0 -7 4 0M 5 !i
H o ja . Sum ergidos 3 d . e n  t i a m i n a . S i n  p o n e r IIII

a g e r m i n a r . A b i e r t o s . G'65 0 ;;
H oja . Sum ergidos 3 d .# n  t i a m i n a . P u e a t o s a i:

g e r m in a r .  A b i e r t o s . 0 '6 3
H o ja . Sum ergidos 3 d . e n  t i a m i n a . P u e s t o s  a 1

g e r m i n a r . A b i e r t o s . G'SO 0 '1 5  |!
R o ja . Sum ergidos 3 d .e n  t i a m i n a  y  d-ALA. li

0 i;S in  p o n e r  a  g e r m i n a r . A b i e r t o s . 0 '6 6
R o ja . Sum ergidos 3 d . e n  t i a m i n a  y  d-ALA. il

P u * s t 08  a  g e r m i n a r . A U i e r t o s . 0 '6 3 G '16 "
i n o n t in i î a  e n  l e  •Pti.-ine Bi.-11- iftn tel

o



T A 3 L- A XXXVi. (ContinuEx:idn)
r "IIII rIÀCI3S 3S2SA2iriC..3CC. (Hf de I s a  manches de l o s  c ro m a to g r s m e s ) .
F========
!i F l u o r e s - T r a ta m ie n to . P r o t o p o r f i r i n a . C o p r o p o r f i r i n a . II
II o e r .o ia .Il Ht Hf II-il
i: H o ja . Sum ergidos 3 d . e n  e t i o n i n a . P u e s t o s !|

a  g e r m i n a r .A b i e r t o s . 0 '4 6 0 ’i
}i R o ja . Sum ergidos 3 d . e n  t r e o n i n a . P i e s t o s

a g e r m i n a r .A b i e r t o s . 0 ’o5 0 ii
il H o ja , Sum ergidos 3 d .e n  t i a m i n a .H a d l o u l a i'
|i de O s  O'b om .Germ inados. 0 '4 6 - 1!
îj H oja . Sum ergidos 3 d . e a  T ia m in a .H e d fc u la li
il de 0 '5  a  1 cm.Germxnauos. 0 '6C 0 ii

t! Sum ergidos 3 d .e n  t i a m i n a .H a d i c u l a i!
li de 1*5 a  2 om.Germinados. 0 'b 2 — ii
il H o ja . Sum ergidos 3 d .e n  t i a m i n a .H a d f o u l a II

de 2 'b  a  3 cm .G erm inadds. 0*66- 0 il
Il H o ja . Ü s t r a t i f i c a c i d n  s e g u id a  de g e rm in a - 1'
Il o id n  so b re  l a  misma v e r m i c u l i t a , H a -
ii d f o u l a  de 2 '5  a  3 om .G erm inados. 0*66 0
il H o ja . E s t r a t i f i c a c i d n  s e g u id a  de. g e rm in a - il

o idn  so b re  l a  misma v e r m i c u l i t a . H a - liiiII d f e u l a  de mes de 4 cm. Ge rm iaad  o o . 0 '3 4 O 'ib i;

ii V a lo r  Iviedio: 0 '6 1 0 '1 3 ni;

en
v r

3n  e s t a  T ab la  se s o b r e e n t i e n d e  que l a  e a t r a t i f i c a c i d r .  se  e f e o t d a  a  c o i i t i n u a -  
o id n  de l a  in m e r s id n  y  que l o s  p if to n es  e a t r a t i f i o e d o s  y  p u e s t o s  a  g e r m in a r  <5 g erm in a-  
dos  ae germ inan  desÿuea  en c d u a ra  J a o o b s e n ,e x c e p te  l o s  dos l i l t im o s  oasos  en  que l a  g e r -  
m in a c id n  (como se  i n d i c a  en l a  T a b la )  se r e a l i z d  so b re  l a  misma v e r m i c u l i t a .

En l e  c o p r o p o r f i r i n a  l o s  o f r o u l o a  r e p r e s e n t a n  eue e l  Hf f u d  c e r o , p e r o se ob
s e r v e  f l u o r e s c e n c i a ;  l o s  t r a z o s  r e p r e s e n t a n  l a  a u s e n c i a  de l a  misma.



Lu l u  TABIu» XICIVII se i i i o lu y e n  e x c lu e lv u i i ie i i te  l o a  v u l o r e s  

Hf de. ]a3*m auchaa oon f l u o r é  o c e n c ia  r o j a  de p r o t o p o r f  i r i n a  y  o o -  

p r o p o r l  i r i n a  de p if ionea  c e r r u d o a ,  a b i e r t o s  y  g e rm ln a d o s  do l a s  

do s  TABLAS XXXV y XXXfl.

l’o r  e l l o  ae pue de a p r e c i a r  que l o a  v a l o r e a  de p r o t o p o r f  I r i 

n a  e n  g a n e r n l  o s c i l a n  de 0 '5 4  a  0 '6 6  y  0*63 y  l o s  de c o p r o p o r f i 

r i n a  d o a p la z n d a  n 0 M 5*

îio pue de o b o o rv a r  que l o a  v a l o r e a  medio a Rf de p r o t o p o r f  i r i 

n a  de p iR onea  s i n  e a t r a t l f i o a r ,  TABLA XXXV ( 0 '7 0 ) {  e s t r a t i f i c a d o a  

TABLA '.ZCVTL ( 0 '6 1 )  y  l o a  de l o a  a b i e r t o s  ( 0 ‘66) y  germ inadoo  

( 0 '6 3 )  oon f l u o r e a c e n o i a  r o j a ,  TABLA XXXVII, aon muy a n ^ l o g o a .

Lo miamo h ay  que d e o i r  r o s p e o t o  de l o a  v a l o r e a  m edioa Rf 

de c o p r o p o r f i r i n a .

— 1b6 —



3 A’, 3 I. A

rIIII
ir

Sf da lL3 -uianohfaa de lo s  crouaT:o£;r'ciaaa oon I'luoresoenoi& . ro;;a.

C333A3CS. 3333T0S.
! j - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

, j |  P r o t o p o r f  i r i n a , Copropoi’f i r i n a . p r o t o p o r f i r i n a , CoproporfB . p r o t o p o r f s .
I I

C o p ro p o rf  5 .

i! 0 '6 2
{ !  0'53

O '56

i i
1 1

i |
! «
i t
i t
I t
I I

i‘ i

0
0
0
0

0 '6 8
0 '7 4
0 '3 1
C '65
0 ' 6 i
0*50
0*66
0 ' 6 j
0 '4 6
0*55

0*14 
0*15 
O' 16 
0

0*15
0
0 '1 6
0
0

0,46
0 ' 6 6

0*52
0 '6 6
0 '6 6
0*84

0 1 ;
II— I I  

0

0'15 g
I I
r
1 ;
; ;

i :
I t
ii

I I
ijv.lu» O '54
I I
I I

0 C '66 C '15 0*63
I t

0-15  J|
I I

'A303.

- j
I



4 . 2 . 3 . 2 . 2 . -  lltîxiciOQ (3e n bso i’ciiSn (Bfindas (3e G o r e t ) .

Se i l e t e r w in a r o n  1 r-o c u r v e s  de o b e o r c i d n  

de o o p io y o r i  i r i n a  ( p i c o  e n  402 iir».) y p r o t o p o r f  i r i n a  ( p io o  en  

409 nm. ) de p if tonoa  o a t r n t i f I c a d o a  se^-u ldoa de gorta i i inc irfn  s o 

b r e  v e r m i o u l i t f i  y  r a d f c u l a  de 4 ct;i, j en  p i r io n e s  o u m e re id o s  t r è s  

difas Si: t i a m i n a  y  d-ALA . e a t r a t i i i c a d o o  y  pue a to o  a  t e r m in a i '  , p e -  

ro  c e r i  a d o s  ; y  en  p i ü o n e s  su c ie r^ id o o  t r e  a d i a s  e n  t i a m i n a  y  

d-ALA, e s t r a t i f l o c d o s  y s i n  p o n e r  r. g e r m i n a r , p e r o  a b i e r t o s .  Pa

r a  e l l e  se a ig u i r f  e l  nitftodo de e x t r t  o o ld n  d e a c r i t o  en e l  a p n r — 

t a d o  4 . 1 . 3 . 5 . 1 .  y  d e t e r iu in a r o n  If-a o u r v a s  de ab ao rc i(5 n  en  o l o — 

ro fo rm t, y  en  Cl H 2K ( d e s p ù e s  de e l i t u i n a r  e l  C I3 GH a l  v a o x d ) e n -  

t r e  l o r  r l t u d e s  de cndn de 380 a 430 nm. Lns c u rv n o  t o d r s  muy 

seme j a r  t e s  r e s u l t a r o n  oon l o a  ciîîximos de a b s o r c i d n  o o r r e o t o a  

en  402 y  409 nm. , p ^ r a  l a  c o p ro  y  p r o t o p o r f  i r i n a  r e s p e c t i v a n i e n -  

t e  (vdr-se l a s  P i g u r n s  31 y  3 2 ) .

Como c o n t r a s t e  y  c o n t r o l  se e f o c t u e r o n  l a a  c u r v a a  de 

a b so rc i (5 n  do lo a  e l u a t o s  de l a s  nianohaa que d i e r o n  f l u o r e s o e n -  

c i a  r o j a  p r o c e d e n t a a  de o ro m a to g ram as  r e a l i z a d o s  p o r  l a  a p l i  — 

cac irfn  en  l e  p l a ç a  de p r o t o p o r f  i r i n a  p a t r i î n  d i s u e l t a  en  c l o r o — 

fo rm o .  3 1  r e a f d u o  de e v a p o ra c i i5 n  d i s u e l t o  en  5 m l .  de ClU 0 '5H  

y  d e s p i .o ^ m a  %iarte a l f c u o t a  d i l u i d a  a l  I / I O , d i e r o n  send a s  o u r 

v a s  cor. e l  miamo mdximo de a b s o r c i d n  en  4 0 9  nia.

(Vdase l a  F i g u r a  3 3 ) .

168 -



D O .
CERRADOS

. ABIERTOS
GERMINADOS CON RADICULA DE 4  cm .

5 8 0  3 9 0  4 0 0  4 1 0  4 2 0  4 3 0  L O .  
F I G .  3 1 -  C O P R O  Y  P R O T O P O R F I R I N A :

MAXIMOS DE ABSORCION EN  C I3 CH.

— —



00
31

2 . 5

2

1 . 5

CERRADOS

ABIERTOS

G ERM INADOS CON RADICULA DE 4 cm .

A

3 8 0  3 9 0  4 0 0  4 1 0  4 2 0  4 3 0  L O  
F I G  3 2 -  C O P R O  Y  P R O T O P O R F I R I N A :

M AXIM OS DE A BSO RCIO N  E N  C I H 2 N .

- 110 -
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L.O.409

mo* de abiorcion. Soluc ion mad re
1|j^ );diluciôn al ....)



4 . 2 . 3 . 3 . -  I le o u l t t id o s  o u a n t l t a t i v o s .

, 4 . 2 . 3 . 3 . 1 . - P o r f i r i n a o  en piiloncD c e r r n d o s .

Sa l i i c i e r o n  v r . r i a a  e x p o r i o n c i n s  oon 

p iH onea  a i n  e a t r a t i f i c a r  ( a l n  t r c t n u i e n t o ) , a a t r a t i f i c n d o a  y 

pue 8 t o  a a  g e r m i n a r , y t a n b l o n  au m erg id o a  d u r a n te  3 d l a a  an  e o l u -  

o lo n e a  de t i a m i n a  ( 4 0  mg/'lOO ml d e . n g u a ) ;  t i a m i n a  y d-ALA (4 0  

mg 4 20  m g/100  de a g u a  r e a p e c t i v a n e n t e ) ;  t i a m i n a  y  BUTA 140 mg 

y  4*49 g / l 00 ml de a g u a  r e a p e c t l v a m e n t e ) de e s t a  a o l u c i d n  ae 

p r e p a r a n  l a  d i l u i d a  e l  l / 2  y  a l  1 / 1 0 ;  t i a m i n a  ( 4 0  mg/lOO ml da

a g u a )  y g r i c e o f u l v i n a  h u n t a  t e n e r  a o l u o i d n  a a t u r a d a  y  p r e p u r a r  

a p a r t i r  de d a t a  l a  d i l u i d a  a l  1 /2  y  a -  l / l 0 }  e t i o n i n a  (2  mg/lOO 

m l .3 é  agU a) y  t r e o n i n a  (12  m g/100 m l .d e  a g u a ) .

Be s p u e s  de e a t o a  t r a t a m i e n t o a , e n  

unoe c a a o e  se  e s t r a t i f i c a r o n  y  lu e g o  s j  y u a i e r o n  a  g e r m in a r  y  

en  o t r o a  c a a o a  ae p u e i e r o n  d i r e o t a m e n t e  a  g e r m in a r  a i n  p a a a r  

p o r  e l  p ro o e s o  de e a t r n t i f i c a c i d n .

Loo r e a u l t a d o a  o b te n id o a  cu ed an  r e -  

I ' l e j a d o s  en 1: a a i g u i e n t e a  l a b l a e  ,e n  tod f .s  e l l a s  se  ha ce una 

Gom yaracidn  e n t r e  l o g  p i i lo n e a  a i n  e a t r a t i f i c a r , l o a  e s t r a t i f i o a d o e .  

y p u e s  to e  0 g e r m in a r  y  l o a  o o m e tid o a  a  l o a  d i f e r e n t e a  t r a t a m i s n -  

t o e  rese f tf :doa  a n t e r i o r m e n t e .

-  172 -



l ’o r  l o 3  re  nu l  tado  a de l a  TAB1.A IDCXVIII ae deduce  due 

l a  e n t r a t i r i o a c i d r i  y puemta e g e r m in a r  de l o s  p i f io n e s  i n o r e -  

niunta e l  c o n te i i id o  de p o r f i r i n a e  de 1 2 '2 0  p g / g . a  1 1 '6 5  j i g / g .  

p e so  aeco  em b r id n  con r e s p e c t o  a If»a a e m i l l a a  no e a t r a t i f i c a d e a }  

due 1p t i a m i n a  on piHonor. e s t r a t i f  i c a d o a  y  pue c t o  s  a  g e r m in a r  

aumentn s i g n i f i c a t i v a m e n t e  de 1 4 '8 6  | i g / g .  a  1 3 '4 0  p g / g .  peso  

aeco  em b r id n  oon r e a p e c t o  a l a s  no e a t r a t i f i o a d t i s  en  l a s  n i a — 

mua c o n d i c i o n e s j  a  l o a  a im pler .iente  e s t r a t i f  i c a d o a  12 '2 0  p g / g .  

y a l o a  no e a t r a t i f i o a d o a  1 1 '6 5  p g / g . p e a o  aeco  èmbri<Sn.

Con l a  t i a m i n a  y  d-ALA o o u r r e  n l g o  a e m e jn n ta  r u e  con 

l a  t i f m i n a  s d l a , p u e a  aum entn  e l  c o n t e n id o  de p o r f i r i n e a  en  a e -  

m i l l a s  e 8 t r f  t i f i c i ' d î ; a  y  p u e s t f  a a  g e r m in a r  ( 5 3 '4 3  p g / g .  peso  

aeco  fembridn) oon r e s x je c to  a  l a s  no e s t r a t i f  i c a  d aa  e n  l a a  m ia -  

maa c o n d in io i ie a  ( 9 '0 4  p g / g .  p eso  aeoo  e m b r i d n ) , a l a a  s im p le  — 

mente e s t r a t i f i c a d a a  ( 12 '2 0  p g / g  p e so  aeco  e in b r id n )  y  n l a a  no 

e a t r a t i f i c a d a a  ( 1 1 '5 5  p g / g . peao  aeoo e m b r i d n ) .

A sf p u e s  t a n t o  In  t i a m i n a  y  d-ALA como l a  t i a m i n a  

n c tu a n  como a c t i v a d o r e o  de l a  b i o o f n t e a i a  p o r f i r i n i c a .
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T A B L A  Z X T v I I I

r
il "
Il tbàtaIuT 3 î:t o .

i iII

III!!'Il

.
P r o t o p o r f i r i n a .  

jifr/e-

Peso peso  s e —  
f r e s c o  CO e mbrids 
pir idn  ' 
t o t a l . 1

C o p ro p o rf  i r i n a .
f s / s -

p eso  *y P c90 s e -  
f r e a c o  ! 00  em- 
p iü d n  b r i d n .  
t o t a l  1

P r o to .m a s  c o p r o p o r f i n â .  jj 
J i e / f .  l;

Peso  f r e s c o  . Peso seco  jj 
p i a d n  t o — . e m b r id n .  jj 
t a l .  , i!

-‘1
]! S in  t r a t a m i e n t o  . l ’o 
!i e s t r a i i f i c n d o s . O 'tS  \ 5 '2 6

1

0 '7 1  î 6 '3 8 1 '2 9  \ 11 '6 5  i:

!: i.’ST :raT :if i( îuüos .ruo8— 
]1 t o a  2 g e r m i n a r .

1
0 '6 4  1 5 '7 2

I
0 '7 2  1 6 '4 8

' i;
1 '3 6  I 1 2 '2 0

l i  Sum erg idos  en  t i a n i -  
' ' n a . S l n  e s t r a t ü l c a r .  

ru e  3 t o 3 a g e r m i n a r .

----------- 1-----------------
1

0 '7 0  1 6 '3 2

1
1

0 '7 9  î 7 'O g

'  li

1 li 
1 '4 9  , 1 3 '4 0  j!

I; Sum erg idos  en  t i a m i — 
jj n a . B s t r c t i f i c a d o a .
1: P u e s to s  a g e r m in e r .

1
1

0 ’82. 1 7 ’37
1

0 '3 3  1 7 '4 9

1 i: i:
1 i! 

1 '6 5  : 1 4 '3 6  jj

I l Sum erg idos en  t i a m i -  
| : r .n ,y  d-ALA.Sin e s t r c -  
ii  t i f i c a r .  Pue s t o s  a g e r -  
jj m in a r .

1
1

0 '4 5  ' i ' o g

1

0*55 ' 4 '9 5

' ;; 
' Il

1 '0 0  1 9 '0 4  ii

ii  S um erg idos  en  t i® .n i -  
jjna y d-ALA . S a t r a t i -  
i: f i o a d o s , P u e s t o s  a 
Il g e r m i n a r .

t

2 '3 2  ' 2 5 '4 2

1
1
1

3 '1 1  ‘ 2 8 '0 2

..........................” 1 ...................  1

'  1:
5 '3 5  ; 5 3 '4 3  j!
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F o r  l a  TATîIiA ILOCIX ae puedo a p r e c i a r  nue l a  t i a m i n a  y  

EBiA I n t r o d u o i d n a  d u r a n t e  l a  in n ie r a id n  an  ag u a  de l a g  o e n i l l a a  

en  a l  e s , a d i o  pre  v io  >. l a  g e m i n a c i d n  ,no f a v o r e o e n  a i g n i f  i c a t i — 

va u e n to  la. f  orniricidn de p o r f  i r i n a  g (do 1 1 '6 5  | iE /g .  a  1 1 '0 8  ^ ig /g .  

peso  s e c a  e m b r i d n ) ,p e r o  eue  cuando d ism in u y e  l a  c i f r a  de EDTA i n -  

t r o d u c i d a  ( d i l u i d a  a l  l / 2  y  a l  l / l O )  a u n e n ta  l a  cf. 'n tidad dé p o r  -  

f i r i n a s  i 1 8 '2 4  y  2 4 '2 9  p g / g . p s s o  se c o  e m b r id n .  Hecho que p a re  ce 

de i ioa tr f i i '  que e l  EDTA t i e n d e  a d i a m i n u i r  d b l o q u e a r  l a  b io g d n é  — 

s l a  de i K i r f i r i n a s , p o r  f o r m a r  un oom plejo  con e l  m ag n es io  y a  que 

d ic h o  id n  e s  a c t i v a d o r  de l a  d-ALA o i n t e t a e a  p a r a  l a  f o r m a c id n  

de d-A L/i . p r i m e r  paao  i n t e r m a d i a r i o  en  l a  b i o g d n e s i s  de p r o t o p o r -  

f i r i n a .

Se deduce t rn ib ie n  r u e  l a  t i a m i n a  y  g r i s e o f u l v i n a  i n t r o d u -  

c id; 8 po-‘ in m e r s id n  en  o o lu c io n e a  a c u o s n s  de l : .a  mismae y  p u es tce  

a  g e r m in a r  f a v o r e o e n  n d tn i i e n te  l a  b i o g d n e s i a  p o r f i r i n i o a  con r e e -  

p o c to  a l a s  s o u i l l a s  no t r a t r . d a s  de 1 1 '6 5  ja g /g .  a 3 1 '8 1  p^c /g .pe

so seco  t i i ib r id n ;  p e ro  nue l a  g r i  s e o f  u l v i n a  e s  un e s t i m u l a n t e  d 

a o t i v a d o r  de l a  b i o g d n e s i s  de p o r f i r i n n s , p u e s t o  eue  a n e d ld a  que 

d ism in u y e  l a  c a n x id a d  i n t r o d u c i d a  ( d i l u i d a  a l  l / 2  y  a l  1 / 1 0 )  ee  

mener l a  p o r f i r f n i c a ,  de 3 1 '8 1  a 2 1 '7 1  y  1 3 'B l  | . ig /g .  p e s o  seco  

c m b r ld n .
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ipsss

a
I

Ij
j! f:-iAiA;.:isnio.
li

ii 'II
1»It

P r o t o p o r f i r i n a .  
p é / g .

Peso  1 pe 80 
f r e a o o ,  aeoo 
p if .dn  embdSn 
t o t a l  1

C o p r o p o r f i r i n a .
|16/S-

Paso  r p à s o  
f r e s c o  aeoo 
p in d n  ’ em bridn  
t o t i i l  1

p r o t o .m a s  c o p r o p o r f i r i n a .  ij
Pë/'éi» ,i!

-----------------L / _ , -----------------------------!!
Peso  f r e a o o  Peso  aeoo ij 
p i i idn  t o t a l . '  e m b r id n .  ij

1 i:
i!

iiSumergidoa en  3DLA a in  
l 'c l i lu i r  y  t i a m i n a .  S in  
ije s  t r  % t i f  l o a r ,  Pue s  to  a 
jja g e r m in a r .

1

0 '5 8  J 5 '2 2

------  1
I

Û'65 ‘ 5 '8 6
:  1

1 '2 3  ! 1 1 '0 8  ;i
îjCumergiüoa en  23ZA d l -  
i 'Iu iQoa 1 /2  y  t i a m i n a .  
jlSin e a t r a t i f i c a r . P u e a -  
i jtoa  a g e r m in a r .

1

0 '9 9  ' 3*95

1

1 '0 3  ' 9 ' j Q i  :2 '0 3  ' 1 3 '2 4  ij

jj Sum ergidos e n  EBTA d i -  
j j lu id o  l / l O  y  t i a m i n a .
Il S in  e a t r a t i f i o a r . P u s s -  
j î toa  a g e r m in a r .Il

1
1

1*43 1 12 'S9
1

1 '2 7  , 1 1 '4 0
r  i

2 '7 0  , 2 4 '2 9  jj

jjSum ergidoa en t i a m in a  
j!y g r i a e o f u l v i n a  a o lu — 
jj c i o n  a a t u r a d a . S i n  e a -  
li t r a x i f i o a r . P u e a t o a  a  
[| g e r m i n a r .

t
1
1

1 '6 8 [  1 5 '1 3

1
1

1 '8 5  1 1 6 '6 8

. 1 Ü

i !!3 '5 3  ' 3 1 'S i  ;■
jj Sum erg idos  en  t i a m i n a  
Il y  g r i a e o f  u l v i n a  d i l u i -  
Ij da a l  1 / 2 .  S in  e s t r a t i f  i  
jj c a r .P u eam o a  a  g e r m in a r .

I
I

I'2«n 11 '3

1
1

2 i ' i 5 ,  i o ' j g
il

2 '4 1  [ 2 1 '7 1  I;
li Sum erg idos  en  t i a m i n a  y 
Il g r i s e  o f  u l v i n a  d i l u i d a  | 
jj a l  1 /1 0 .  S in  e s t r a t i f  i c a :  
a P u e s to s  a  g e r m in a r .  j

1 1 i
o '7 7  6 '9 2  C '76  , 6 '8 8 1 ’53 1 13 '81  li



Bu l ü  'ik'MjI-. Xli se aeduoe  que l a  e t i o n i n a  en p if ionea  

e s t r i  t i i i c î i d o a  y p u e o to s  a g e rn n .n f r  aunientt. a i ^ n i f i c n t i v a m a n t o

de 5 5 '0 5  j / ig /g .a  1 4 '8 6  j i g /g .p e s o  aeoo  em b r id n  oon r e s p e c t o  a 

l o s  no e a t r a t i f i c a d o a  en l a s  misma a cond iio ionoa  , a  l o a  e n t r a  -  

t i f i c n d o s  1 2 '2 0  | i g / p . y  a  Toa no e s t r a t i f 1er dos 1 1 '6 5  p s /e> P ® - 

80  s eco  e m b r id n .

Con Ta t r e o n i n a  o o u r r e  n lg o  s i m i l a r  pues  en  l o a  p i Ho

ne s e s t r a t i f  i c a d o a  y p u e s t o s  a  g e r m in a r  l a  o a n t id a d  d q i^ io r f i r i -  

n a a  e s  de 1 7 '0 7  p g / g . .m le f t t r a s  eue  en  l o a  no  e s t r a t i f i o a d o a  

e a  de 1 4 '3 1  p g / g . ; en  l o a  s ln p l c m e n te  e a t r a t l f i c a d o a  e a  de 

1 2 '2 0  p g / g .  y en  lo a  'no e a t r a t l f i c a d o a  ea  de 1 1 '6 5  p g / g . p e 

so  s e 00  e i i ib r idn .

Be e s t o  se deduce  que t n n t o  l a  e t i o n i n a  oouio l a  t r e e — 

n i n a  son  a c t i v a d o r e a  de l a  b i o a i n t o a i a  p o r f i r i n i c a .
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11
i; PlHOlCS CS33A30S. 1
i i  m i A L I I S O T O .
I l
II
1!
1!

P r o t o p o r f i r i n a .
p e / e *

Peso f r e s - l  Peso  
00  p i i idn  1 seco  
t o t a l .  (  e m b r id n .

C o p r o p o r f i r i n a . 
p g / g *

Peao f r e s -  Peso  
00 p i î ldn  aeoo 
t o t a l .  le o ib r id n .

Prorto .maa

Peso f r e s  
00 piHdn 
t o t a l .

C o p roporf ir inE jl  
p g / g .  l i

p eso  seco  |j 
e m b r id n .  }j

1 . J !!)  ■
'Sum ergidos en e t i o n i n a .  
'S in  e s t r a t i f  i o a r .  
fU.es to  a a g e r m in a r .

1
1

0 * 7 3  1 6 ' 5 7

1

0'92  ,  8'29 1  ' 6 5
t  i ;  
l  il  
1 U ' 3 6  I I

Sum erg idos en  e t i o n i n a .  
Ü S a t r a t i f i o a d o s .  
iP u e s to s  a g e r m i n a r .

1
3 M 7  I 2 8 ' 5 7

l
2 ' 9 4  1 2 6 ' 4 8 6 ' 1 2

'  Il
‘  i l
1 5 5 ' 0 5  i j

Il
IBumergidua en t r e o n i n a  
iSin e s t r a t i f i o a r .  
ji?uestoa a  g e r m in a r .

I
1

0 ' 8 0  1 7 ' 2 2

1

0 ' 7 9  1 7 ' 0 9 1  ' 5 9

1 !!
'  !
'  1 4 » 3 1  II

iSumergidoa en  t r e o n i n a .  
i S s t r a t i f i c a d o a .  
jîPuestoa a g e r m i n a r .  
i l

0 * 9 4  1 3 ' 4 2  ■

1

0 * 9 6  1 3 ' 6 5 1 ' 9 0
s

;  i T o r  !

X
1



4  . 2 . 3  . 3  .  2 .  - F o  f l ' i r i n u u  e u  p i i l o u e a  t i b l e r t o a ,

Al. igui-il que eu lo a  cerrt.c loa l a  e a t r n t l -  

f i c a o i d n  y %meata a  g e r m in a r  de l o s  p i i lo n eg  in c r e m e n te  e l  oon- 

tu n i i lo  de j i u r r i r i n a a  de 1 2 '4 9  p g / g . a  2 0 '0 4  p g / g .p e a o  s e o c  em- 

b r i d n , oon r e a p e o t o  a  l o a  no o a t r a t i f i o a d o a .

La t i a m i n a  e n  p if ionea  e a t r a t l f  i c a d o a  y  

pue a toa  a g d r m in a r  aum en ta  e l  c o n te n id o  de p o r f i r i n a a  de 

1 0 '7 2  p g / g . a  1 8 '2 2  p g / g . , p e s o  seco  em b r id n  oon r e s p e c t o  à  l o a  

no e a t r a t l f  i c a d o a  on I r a  n i  am a s  c o n d io io n e a  y  te .mbien en  r e -  

l a c i d n  a  l o s  no e s t r a t i f i c a d o a  1 2 '4 9  p g / g .p e a o  s e c o  e m b r id n .

Con l a  t i a m i n a  y  d-ALA en l a a  a e m i l l a a  

c a t r n t i f i c a . d a s  y  pue s t a  s a  g e r m in a r  e l  c o n te n id o  p o r f  i r f n i o o  

e s  de 4 4 '9 1  p g / g . , p e so aeco  o m b rid n  que h a  aum entado  e n  c o n -  

p n r a c i d n  con l o s  p if io n ea  e s t r a t i f  i c a d o a  y  pue a t o  a a  g e r m in a r  

a i n  a e r  somet i d o a  a n in g d n  t r a t a m i e n t o  ( 2 0 '0 4  p g / g . )  y  oon 

lo a  no e s t r a t i f  i c a d o a  ( 12 '4 9  p g / g . peao  se c o  ombridnj^.

F o r  l o  t a n t o  ta m b ie n  en  e s t e  e s t a d f o  

de l a a  s e i a i l l a s  l a  t i a m i n a  y l u  t i a m i n a  y d-ALA a c t dan  couo 

a c t i v n d o r e a  de l a  b i o a f n t e s i s  p o r f i r fn io a . (T A B L A  XLI ) .
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r -
II PIÎÎ0Î3S A 3 IS 3 Ï0 S .

•~Ii

:3ATAMI3I2rO.
P r o t o p o r f i r i n a .

p e /g "

Peao f r e a J  Peso 
00 p iHdn i aeco 
t o t a l .  I e c ib r id n

C o p r o p o r f i r i n a .
p e /g *

P ro to .m a a  C o p r o p o r f i r i n a .  
p £ /g *

peao  f r e s - j  Peao 
00  p i l d n  aeco
wotal e n b r i d r

Peao f r e s 
co p if .dn  
t o t a l .

pa 3 0  3 6  0 0
e m b r id n .

''Sin t r a t a n i e n t o  .I'o 
!« a t r a  t i f i  cado a . 0'68 6M 3 0 ’71 6 '3 6 1 '39 12*49

c
I

; 3 a t r a t i f i c a d o a .  
llPueatos a  g e r m in a r . I ' l l 9 '9 8 1 '12 1 0 '0 5 2*23 2 0 'G4

liSumergidos en  t i a m i n a .  
j;Gin e s t r a t i f i c r r . 
j jPueatoa a g e r m in a r . 0*55 4 '9 6 C'64 5 '7 6 1 '19 1C'72
liSamergidoa en t i a m i n a .  
j i n a t r a t i f  i o a d o s .  
jjPueatoa a g e r m in a r .
ii

C '96 8 '6 5 1 '06 9 '5 6 2 '0 2 1 8 ' 2 2

ijSumergidos en  t i a m in a  
jjy d-ALA . B a t r a t i f i c a d o a . 
llPuea tos  a g e r m in a r . 2 '3 7 21 '3 2 2 '62 2 3 '5 9 4 '9 9 44*91



So.;dn l a  ÏA’î.jA X j.II  go deduce que l u  t i a m i  nu  y BUTA i x i t r o d u -  

cidfiS  d u r a n t e  e l  eg t n d i o  p r e v i o  t; l u  g o r i i i in a o id n , no f a v o r e o e n  l a  

l 'oriiinoidn de p o r f i r i n u a  oon r e a p e o t o  a l o a  p i f îo n .a  no e a t r a t l f i o a w  

dos (de 9 '3 3  p g / g .  a  12*49 p g / g .  peao  aeoo e m b r id n ) .

P e ro  cuando d ia ia inuya  l u  c a n t i d u d  de EBTA p u r a l e l a m e n t e  ■ 

num entun l u s  p o r f i r i n : a  a  10*48 y 14*98 p g / g .p e a o  aeoo e u b r i d n .

Con o a to  se  d o m u ea tru  que u l  I r  d iam in u y en d o  l a  c u n t i d a d  de 

EBTA i n t r o d u c i d a  en  l u  s e c i i l l e  va a ie n d o  m ayor l o  b i o g d n e s i g  p o r 

f i r i n i c a .

Tambien se compruebo que l a  t i n m i n a  y  g r i a e o f u l v i n a  i n t r o — 

d u c id a a  p o r  in in e r s id n  en  s o l u c i o n e n  o c u o sn a  de I c a  miamaa y  p u e a -  

t a a  a g e rm in a r  f a v o r e o e n  l u  a i n t e a i a  de p o r f i r i n a s  con r e a p e o t o  

u l u s  a e m i l l a a  no c r a t a ü a a  de 12*49 g . u 24*02 p g / g . p e s o  seco  eu-  

b r i (5 n ,p o ro  l a  g r i s e o f u l v i n a  e a  un a o t i v a d o r  de e s t a  b i o s i n t e s i a  

ya que i. m ed iûa  que d ism in u y e  l a  c a n t id u d  i n t r o d u c i d a  e s  menor l a  

p o r f i r i n i c a  de 24*02 a 20*38 y  14*89 p g / g . p e s o  aeoo e m b r id n .

Ba e s t a  mismu TABLA X LII se deduce que en p if londa  e s t r a t i -  

f i o u d o s  y  p u e s t o s  a  g e r m i n a r  t a n t o  l u  e t i o n i n a  como l a  t r e o n i n a  

aurnentan en  g ru n d e s  p r o p o r c i o n e s  l u s  c u n t id u d e s  de p o r f l r i n a a  de 

177*45 p g / g .  y  370*02 p g / g . p e s o  se c o  e m b rid n  r e s p e c t i v n m e n t e , e n  

r é l a c i d n  a Ion  a iu p l e m e n te  e s t r a t i f i c t i d o s  y  p u e s t o s  a g e rm in a r  

(20*04 p g / g . )  y u lo a  no e à t r u t i f i c u u o s  (12*49 p g / g . p e s o  s e c o  am- 

b r i d n ) .

A s i  p u es  t a n t o  l a  e t i o n i n a  como l a  t r e o n i n a  son muy buenos  

a c t i v a d o r e a  de Iq  s i n t e a l s  p o r f i r i n i c a .
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f*e /g .  Il
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1
l
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1
1
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1 II

li
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Il do 1 /2  y  t i a m i n a . S i n  e a t r a -  
II t i f  i  c a r . Pue s t o s  s  g e r m in a r .
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I
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1
1
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1
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l
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. 1 il
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1
1
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1
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En ] Ha Ti\BL>.S aL I I I  y  DCLIV s i  c o n n id a r : '  ü l e c t o  m edlo  oompa- ' 

r n t i v o  de l o s  d i v e r e o n  t r n t r m i m i t o s  v e r l f i c n d o s  oun lo a  p i i io i ieo  e n  s

1.00 e a t i x i i o s  n e u in a l  e 9 de c e r r a d o s  y H b i e r t o a  .L os  r e s u l t a d o e  de o a -  ;

dp. •trntauiien'BO re s e . ia d o  so n  l a  m e d ia  do v a r i o e  e x p e r iu ie n to a  l l e v a d o s .  

g cabo en c o n d l c i o n e s  e x p é r i m e n t a l e s  a n ^ l o ^ o s .  En s e m i l l a a  c e r r e d a a  ' 

( TABLA 13,111) se  o b s e r v a  eue l a  e a t r a t i f i c a o i d n  a e g u ld a  de l a s  c o n -  ' 

d i c i o n e s  a m b ie i i t a l e a  a que se  some t e n  l o a  p i î ionoa  ( t e n i p e r a t u r a  de 

2 9 B G.y g ra d o  d<^umedad c o n s t a n t e )  p a r a  l l e g a r  a  au  g e rm in a c i ( S n ,p e -  :
i

ro  a n t e s  de que so v e r i f i q u e  d ^ s t a . f a v o r e c e  l a  b i o s f n t e a i a  p o r f i r f n i -  

ca  (de  1 1 '6 5  a 1 2 '2 0  | i g / g . p e s o  seoo  e m b r i d n ) . E l  t r a t e w i e n t o  con t i e - i  

mina on p i f i o n e e .o in  e o t r a t i f i o a r , i n o r e u e n t a  aûn  m^o l a s  p o r f i r i n a a  ; 

( 1 3 '4 0  H ^ '/g .peso  seoo  eu ib r id n )  y  s i  e s t e  t r a t a n i i e n t o  va a e g u id o  de ;

e s t r a t i f  i c a c i d n  de t a  aiîn a u n e n ta  m(îs e.l c o n t e n id o  de p o r i ’i r l n a s  

( 1 4 '9 6  | i g /g .p o s o  seo o  e m b r id n ) .  E l  t r e t a u l e n t o  con t i a m in n  y  d-ALA 

e s t i t i u l b  mas l a  b l o g d n e s l a  p o r f i r f n i c a  ( 3 1 '2 3  j ig /g .p e a o  aeoo em brid i ,

p o r  s e r  e l  d-ALA un com yueato  a i l l u r  b d o ic o  en  l a  b i o a i n t e s i a  de p o i- '
!

fob illn (5< ';eno ,n  au vez  p i e z n  f u n d a m e n ta l  do l u  b i o e f n t e s i a  de protopo.'! 

f i r i n a .  En l o s  t r a t a m i e n t o a  con ELTA y t i n n i i n a  ( 1 7 '8 7  | i g / g . p e s o  e e - ;  

co e t u b r id n ) ;  t i u m in a  y g r i s o o f u l v i n a  ( 2 2 '4 4  | i g / g .p c a o  aeco e m b r i d n ) ;  

e t i o n i n a  ( 3 4 '9 6  ^ / g . p v s o  aeco  è m b r id n )  y  t r e o n i n a  ( 15 '6 9  | J g /g .p e a o  

seoo  e m b r i d n ) , e s t e s  oow puostoe  a c t u a r o n  001.10 œ t iV î id o r e s ,y n  qùci l a s  

c i f r a a  o b t e n i d n s  son  s l g n i f i o a t i y a i i e n t e  msts o l t a a  que l a s  que ae 

o b t u v i e r o n  coi, l a s  s e u i l l u e  a i n  e s t r a t i f i c a r , s i n  t r u t a c i i e n t o  

( 1 1 ' 6 5  |Ag/gfPeoo seco  e m b r i d n ) .
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Bn lo a  p in o n e a  a t t e r t o a  ( TABLA. :Œ,IV ) se n p r e c i a  que l a  e a t r n -  

t i f i c a c l d n  a e g u ld a  de g e rD iinac idn  au iuen ta  e l  c o n te n id o  de p o r f i r l  -  

nna (20*04 |ig /g ; .p eg o  seoo  e m b r id n )  con r e e p e c t o  a l e s  e c w i l l n a  no 

e a t r a t i f i o a d a a  (12*49 | i e /g * r e e o  aeco e m b r id n ) .  Bn l o a  t r e t a d o s  con 

t i a m l n a , e a t r n t l f i o '  dos y  p u e o to e  a g e r m ln a r  ( l B ' ? 2  j ig /g .p e a o  aeoo 

o m b r id n )  ae a p r e c i a  un auraento de p o r f i r i n a a  en  r e l a c i d n  a  l o a  no 

e s t r a t i f  iCndoB e n  1 a a raiamaa o o n d ic io n e a  ( 1 0 '7 2  | i r / g . p e e o  aeco em- 

b r i d n )  y  a  l o a  a iu p le m e n te  no e s t r a t i f i c a d o s  (12*49 p g /g « p e s o  aeoo 

e m b r id n ) .  En l o a  t r a t a d o a  con t i a a l n a  y  d-ALA. (44*91 | i g / g .p e a o  aeoo 

e in b r id n ) ;  t i a m i n a  y  g r i a e o f u l v l n a  (19*76 | i g / g .p o s o  seco  e m b r id n )  ; 

E t i o n i n a  (177*45 j i g / g .p e s o  aeco e m b r id n )  y  t r e o n i n a  (370*02 ^ ig /g .  

p e so  aeco  e m b r id n )  dan v a l o r e s  mua a l t o s  que l o a  no a o m e tid o s  a  t r a -  

t a m i e n t o , a ie n d o  e a p e c i - i lm e n to  a i g n i f i c a t i v o  e a t o a  doa l î l t im o a  ( e t i o 

n i n a  y  t r e o n i n a )  . S i n  embargo l o s  p if lonen  t r a t a d o a  con JSDTa y  t ia ia in ;  

dan v a l o r e g  mdo b a j o a  (11*59 | i g / g .p e â o  aeco  e m b r i d n ) ,que  l o a  e a t r a -  

t i f i o o d o a  y  t r a t a d o a  con t i a m i n a  (18*22  j ig /g .p e a o  aeco  e m b r i d n ) , p e -  

ro  ma a a l t o s  que l o s  no e s t r a t i f i c a d o s  y  t m t a d o s  con  t i n m l n a (  10*72 

j^g/g*P®8° seco  e m b r i d n ) .

P o r  o t r a  p a r t e , a i  oomparamoa l o a  v a l o r e s  o b t e n i d o a  p a r a  l o a  p i -  

Honea a b i e r t o a  (TABLA PLIV) con l o a  de l o a  p iR o n es  c e r r a d o a  (TABLA 

X L I I I )  o b s e rv a re m o s  que a q u o l l o o , e x c e p t e  ôn  l o a  t r a t a d o a  con EBTA 

y t i a m i n a , a o n  n a y o r o a  eue  lo a  de l o a  a e g u n d o a , p ru e b a  i n d i c a d o r a  de 

que p o r  a c r  mds a v a n z a d o  e l  e s t a d f o  de g e rm in a o id n  h a y  una mayor 

c o n t i d a d  de p o r f i r i n a a , a ie n d o  e s p e c l a l m e n t e  a i g n i f i c a t i v o  en  lo  que 

a ta R a  e l o a  t r a t a d o a  con e t i o n i n a  (v d aae  TABLA XLV)$y t r e o n i n a .
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4 . 2 . 3 . 3 * 3 « “  P o r f i r i n î i s  en  p iH onea g e ru i rn -d o a .

Deapueg  de s e r  a o u e t i d o e  a  t r u t a -  

t a m i e n t o  con t i e t i i i n a ,  a e g u i d o  do e s t r n t i f i c n o i d n  en 

f r i o , s e  o b s e r v a  un p r o g r e o l v o  I n c r e m e n t o  d e p o r f i r i -  

nog eue vn en  c o r r e l n c i d n  con e l  c r o o i n l c n t o  de l a  

r a d f c u l a  y  con e l  tfimnRo , p o r  t o n t o , d e  l a  p l d n t u l n .  

Vléfise  T A B L A  XLVI )
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P o r  lîltliiiO ae i n o l u y e  l a  Fl fB’RA 34,d<5jidg ae r e p r e g c n t a n  

l o e  e a t l t i u l a i i t e a  tat'n p o t . . n t a a  de 1e b l o g d n e s i a  d= p o i i i x i n a a ,  

f i g u r a n d o  e n  e l  e j e  cJsybrdenbdaa l o a  v a l o r e s  L .edios  de l a  sum a. 

de 0 0 p r o p o r f I r i n a  y  p r o t o p o r f i r i n a  e x p r e s a d o  en p g / g .  ^nso ae

oo e m b r i d n .

D i c h r a  s u s t a n c i a s  van p o r  e s t e  o r d e n :  t r e o n i n a ;  ; t i o n i — 

n a ;  t i a m i n a  y  d-ALA; t i a m i n a  y  e s t r a t i f i c a c i d n ; t i a r a i  la y  g r i -

s e o f u l v i i i a  en s o l u o i d n  s a t u r a d t i ;  y  e s t r a t i f i c a o i d n , e n  a o u p a r a -  

o id n  con l o e  p iR o n e s  no e s t r a t i f  l e ;  d os  n i  s o w e t i d o a  a  riing\ln 

t r a t a u i e n t o  que  a e r v i r d  de blE.nco d p a t r d d .

Asf  como l a  TABLA xLVII  o o u p a r à t l v a  en  p i n o n e s , c  lya s  p o r -

f i r i n a s  f u e r o n  d e t e o t a d a o  po r  ou f l u o r é s c e n c i a  r o j a .
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I F = 4
Il PiROICS Eli CUYAS POBFIRHTAS FU3 E3TECTi.DA FLnOlCSCEITSIA HCJA.
I I, === ==_ _==========

T r a t a n i e n t o  y  e s t a d i o  d e l  p i R o n .
P r o t o .aàa  

/ g  pes of è / &

;===«
o o p r o p o r f  i r i n a  

se oo  e n b r i d n .

VOIV

- E s t r a t i f i c a d o s . S i n  power  a  g e r o i n a r . A b i e r t o s . 
- E s t r a t i f i c a d o a . P u e s t o s  a  g e r m i n a r . A b i e r t o a .  
-Sum erg idos  e n  t i a m i n a . S i n  e s t r a t i f i c a r .
P u e s t o a  a  g e r m i n a r . A b i e r t o a .

-Sumergidos  en t i a m i n a . E s t r a t i f i c a d o s .
S i n  p o n e r  a g s r u i n e r . A b i e r t o s .

- S u m e r g id o s  e n  t i a m i n a . E a t r a t i f i c a d o s .
P u e e t o s  a g e r m i n a r . C e r r a d o s .

-S u m e r g id o s  en t i a m i n a . E s t r a t i f i c a d o s .
E a d f c u l a  de O 'a  C'5 c m .G erm in ado s .

-S um erg id o s  en  t i a m i n a  . E s t  r a t i f i e : :  c o s .  ■
H e d f o u la  de C '5  a  1 cm.Germinados .

-S um erg id o s  en t i a m i n a . E s t r a t i f i c a d o s .
R a d f o u l a  de 1 '5  a 2 cm.Ge rmina dos .

- S u m e r g id o s  en  t i a m i n a . E s t r a t i f i c a d o o .
H a d f c u l a  da 2 ' 5  a  3 cm. Germinados .

- S u m e r g id o s  a n  t i a m i n a  y  d - A L A . E s t r a t i f  l e a  ioa . '
P u e s t o s  a g e r m i n a r . C e r r a o o s .

- S u m e r g i d o s  en t i a m i n a '  y  d-AlA . E s t r a t i f i c a d o s .
S in  poner a  germinar. A b iertoa .

-S u m e r g i d o s  en  e t i o n i n a . E s t r a t i f i c a d o s .
P u a s t o s  2  g e r m i n a r .  C e r r a d o a .

-S u m e r g i d o s  en  e t i o n i n a . E s t r a t i f i c r d o s .
P u e s t o s  a  g e r m i n a r . A b i e r t o a .

- S u m e rg id o s  en t r e o n i n a . E s t r a t i f i c a d o s  .
P u e s t o s  a  g e r m i n a r . C e r r a d o a .

- S u m e rg id o s  en  t r e o n i n a . E s t r a t i f i c a d o s .
P u e s t o s  a  g e r m i n a r . A b i e r t o s .

- J i s t r a t i f i c a c i d n  a e g u i d a  de g e r u i n a c i d n  en  l a  
misma v e r m i c u l i t a . H a d f o u l n  2 ' 5  -  3 cm.Germinr .dos. 

- E s t r a t i f i c a c i d n  s e g u i d a  de g e r m i n a o i d n  e n  l a  
miama v e r m i o u l i t a . E a d l c u l a  mas de 4 cm Germinados .
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5 . -  B I  s  G U C I  0 11

Ü  é v i d e n t e  l a  p r c s e i . o i u  de ü-hJjt^ s l n t e t a e a ;  p o r  l a  ror i . i ac ldn
t

d'î d-ALA,que e a  s u s c e p t i b l e  de d e t e c t a r a e  y  v a l o r n r e e  m  p r o n e n -  

c i u  de e g t r n c t o B  nue d e o p l i e g a n  n o t i v i d n d  d-ALA a i n t e t f s i e n  y  

p o r  l a  f a r in a  de e x t r n o o i d n  h a a t a  l l e g a r  a  e x t r a c t o r  p u u i f i o a d o a  

de n u c h a  mayor  a c t i v i d a d  e n z i m d t i c n  e e p e c f f i c a , 8 e  confd rpia su  

e x i s t e n o i a .

P a r a  l a s  d e t e r m i n a c i o n e s . d e  a c t i v i d a d e s  e n z i m R t i o a o  y  â c t i -  

v i d a d e o  e n z i m d t i c a s  e s p e o f f i c n a  en l o s  p a s o s  p r i m e r o , aegundo y  

t e r c e r o  de e x t r a o c l d n , e n  e m b r i o n e s , p l n n t u l a s  y  endoepermoa ( a p a r -  

t n d o  4 . 2 . 1 .  ?• ) p a r t i i i io s  de p iR ones  e o t r a t i f  l o a d  o s  9 0  d i a s , p u e s t o a  

a  g e r m i n a r  y c e r r a d o s ;  e s t r a t i f i c a d o s  9 0  d i a s , p u e s t o a  a g e r m i n a r  

28 d i a s  y  a b i e r t o s ;  e s t r a t i f i c a d o s  go  d i a s , p u e a t o a  a  g e r m i n a r  

30 d i a s  y  g e r m i n a d o s  a p u n t a n d o  l a  r a d f o u l à , c o n  r a d f e u l a  de 1 ' 5  

a  2 cm.y oon r a d f o u l a  de 3 a 4 cm.

E l  heRho de u t i l i z u r  p i Ro ne a  e s t r a t i f i c a d o s  90 d i a s  e s  p o r -  

quo e s t e  p é r i o d e  de t i em po  e s  i d d n e o  p a r a  una r d p i d a  g e r m i n a  -  

o i d n .

P o r  o t r t  p a r t e  p o r  l a  TABLA X I I  se deduce  que l a  g e r m i n a o i d n  

i m pi  l o a  un  numento de l a  a c t i v i d a d  e n z i i n d t i o a  e s p e c f f l c a  de I n  

e n z im a  t a n t o  en l o s  p a s o s  p r i m e r o  y segundo como e n  e l  t o r c e r a  

de n a n e r a  mas a i g n i f i o a t i v a , t ü n t o  e n  e m b r i o n e s  comO on e p d o s p e r 

me s  y p o r  l a  TABL/i X I I I  que ae l o g r a n  u n a s  p u r i f i o a c i o n a s  en  e l
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pa s o  t e r c e r o  ooii r e o p e o t o  ol. pi’li. ioro eii e m b r i o i e s  e n t r e  ] f u i t e  a 

pue vf.n do] order,  de 6 ' 5 1  a 2 1 ' 7 7  v e c e n  - y  en  endorspermos de 

9 ' 1 9  a  1 6 '0 8  en a b i e r t o a  y  g o r i i i i n n d o s . e n  o o r r a l d c i d n  oon deor f  

c i u i e n t o  do p r o t e f n n a .

P a r a  l a  d e t e r n i i i r - c i d n  de l a  c o n s t a n t e  de M io Jm e l i a  y  p a r a  

s o s l a y a r  l a c  d i f e r e n o i i . R  (e.di.nue p e c u e i l a s )  que p u d i e r a n  ]i e s e n t a r  

l a a  c i r c u n a t a n c i a a  de nu e j e  o u o i d n , coma r é a c t i v e s  , iuBnipulnoi (5n,  

m a t e r i a l , e t c .  ,ha l la iüOü l a s  Km de l o e  e x t r a c t o s  p r i m e r o  ( b r u t o )  y  

t e r c e r o  de e m b r i o n e s , p l n n t u l a s  y endoepe rmoa  de l o s  d i f e r c n t e a  

e s t a d f o B  de p r e g e r m i n a c i d n  y g e r m i n a o i d n  que d i e r o n  v a l o r e s  s e 

me j a n t e s  p a r a  d e s p u e s  e s t a b l e c e r  a a f  como lin d e f i n i t i v e ' de l a  

d - A M  s i n t e t a s H  e l  v a l o r  medio t o t a l  de l ' O O . I C " ^  Il ( v ^ a s e  TA

BLA XVII y  F i g . 2 ) .

P a r a  l a s  de t e  r m i n a  c i  one s de pH y  t e u i p e r a t u r a  d p t i i u a ;  r e l a -  

c l d n  l i n e a l  e n t r e  p r o t e f n a s  y f o r m a c i d n  de d-ALA; a c t i v e d o r e s  ë 

i n h i b i d o r e s  hubo que p a r t i r  dé ciucha mnyor  c a n t i d a d  do p i n o n e s  

que en  e x p e r i e n c i a s  a n t e r i o r e a  p a r a  t e n e r  voliSmenes de e x t r a o -  

t o s  l o  B u f I c i e n t o m e n t e  g r a n d e s  pue p e r n i t i e s e n , adeoifîs de d e t e r 

m i n e r  l e s  Q c t i v i d a d e a  e n z i m d t i o n s  e a p e c f f i c a s  y e n r i q u e c i i . i e n t o  

de l a  e n z i m a  y Kti en  l o a  p a s o s  p r i m e r o  y  t e r c e r o , e f e c t u o r  I f . s  

d e t e r r a l n a c i o n e 8 n n t e s  a p u n t a d n a  en  e l  pnao  pr imœro de p i f lo n es  

e s t r a t i f i c a d o s  92 d i a s  y  g e r m i n a d o s  con r a d f c u l a  de 1 ' 5  a 2 cm.

A p a r t e  de l a  d e t e r u i n n c i d n  de pH d p t i m o , r e a l i z a m o s  l a  de
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l a  tempe r a t u r a  ë%;tima de l a  a c t i v i d a d  d-AlA a i u t c t i î ü i c u  porque  

h a y  o o i i t r a d i o o i o n e s  entx'e  l a u  u i v c r a o a  u u t o r c s  r u s p e c t o  uu l a  

d-ALA a l n t e t a o B  de o t r a a  l u e n t c a ,  ailnque p a r c  ce s e r  que l a  o p l n i d i  

nitîs g e n e r a l i s a d a  e s  l a  37# C. que c o i n c i d e  con l a  1ml l a d  a  p o r  

n o s o t r o a ,  t a n t o  en  e m b r i o n e s  como en  endoopermos  y  que p o r  o t r à  

p a r t e ,  c ree t ioa  e s  l a  miîs a d e c u a d a .

En l o  que r e s p e c t a  a  l a  r e l a c i d n  de l a  a c t i v i d a d  d-ALA 

s i n t e t f î s i o a  y  o i f r a  de p r o t e f n a a  ( F i g .  5)  se d e m u e s t r a  que h a y  uiK' 

p r o p e r c i o n a l i d a d  e n t r e  ambaa,  e n t r e  l o s  l i m i t e s  u s t u d i a d o a , s i e n -  

do de t i p o  l i n e a l ,  como se d e m u e a t r a  po r  l a  c o r r a s p o n d e n c i a  e n t r e  

l a  c i f r a  de p r o t e i n a s  ( e x p r e s a d a s  e n  m g / 1 ml) y  c l  d-ALA f o r m a —

do e j tp ro sado  e n  j jg.  E s t a  r e l a c i d n  dé l i n e  a l i d a d  sa a j u s t a  a  l a

mfis e x t r i o t a  I r f g i c a .

?Je l o s  r e s u l t u d o a  o b t e n i d o a  oon l o a  a c s i v a d o r c a  e i n l i i b i — 

d o r e s  OLipleados, t a n t o  e n  p l d n t u l a a  como e n  e n d o s p e r t i o s , e s  n a t u 

r a l  que l a  e t i o n i n a  a e a  l a  que e j e r z a  mayor  i i o t i v a o i d n  p o rq u e  e s  

l a  que pr o d u c e  mayor e a t i m u l o  de b i o a i n t e s i a  de p o r f i r i n a a  y p a 

r a  que ë a t a a  so f o r m e n  Lan t o n i d o  que p u s a r  p o r  l u  f u s e  p r e v i a

do b i o g ë n e s i a  do d-AL/^ y  p o r  ende  do 1:. u o t i v & o i d n  de l u  e n z i m a ;

l a  t i a m i n a  e s  un f u e r v e  e s t i m u l a n t e  de l a  g e r m i n a o i d n  cono y a  se 

comprobë en t r a b a j o e  r e u l i z a d o s  e n  e l  B e pu r tu m ent o  de Bior i . u fu i -  

c a  (Sanz  liuiloz y  S a n t o s  H u iz ,  1Q74 y  Sanz  tluiloz y  P a l a c i o s  A l e i z ,  

1 97 2) ,  y  tu ia b i en  de l a  forrauci rfn de p o r f i r i n à s  (udnque  menor que 

l a  e t i o n i n a ) ,  y  p o r  c o n s i g u i e n t e  ae d e s p r e n d e  de e l l o  n a t u r a l m e n -

-  195 —



t e  que e s t i n u l e  ] a o t l v i d a d  e n z i u i i î t i o a . La h e ui i iu  l u  e i i ip leanos 

porque  l a  l i t e r a t u r e  r e f i e r e  au i i . l l u e u o l u  s o b r e  l a  a o t i v i d t  d 

d-AIA a i t i t e  t i î s i c a . l o r  l î l t i t ao  e l  s u l f a t o  c i tpi ' i co y l ' ë r r i c o  ,poi* 

l a  n u t u r a l e a a  de nus c i i t l o i i o a , e j e r c e u  uiia a c c i ë n  i i i l i i b i d o r a .

Es o b v lo  t a i i b i e n  d e c l r  que l a  d-ALA d e h i d r n s a  se e n c u o n t r a  

e n  l a  s e m i l l a  de P i  au s p i t w a ;  ae de i , .os t rë  au  p r o o e n c l a  en  a m b r i o -  

n e s , p l ë n t u l a n  y endo sp e rn io s  de p i ü o n e a  en  d i f e r e n t e s  e s t a d f d a  de 

g e r m i n a o i d n  ( T e s l n a  Tl.î îëndez l.Iarco) p o r  l a  fo ro in c id n  d a , p o r T o b i -  

l i n d g e n o  d e t e c t a b l e  p o r  l a  r e a o c i d n  de E l i r l i c h  y  ciedida  e a p e o t r a l  

d e s p u e s  de s u  c o l o r .

P a r a  l a s  d a t e  n u i  na  c i  one e de a o t i v i d a d e s  e n z i m ë t i o a e . a o t i — 

vi df .de s  e n z i i a â t i o a s  e o p e c f f i c a s  y I j n , s e  p r s c t i c a r o n  en  l a s  f r a c . -  

c l o n e s  p r i m e r  p a s o , c u a r t o  paao y  e l u n t o s  p r o c e d e n t e e  de e tn b r io neo ,  

p l ë n t u l a s  y endospern ios  do p i i lone a  e n t r a t i f i c a d o s  55 d i a s j p u e s t o n  

a g e r m i n a r  5 d i a s  y  o e r r a d o s ;  e s t r a t i f i c a d o s  gO d i B s , p u e s t o s  a  ~ 

g e r m i n a r  y  a b i e r t o a  y p i i lo n ea  e s t r a t i f i c a d o s  130 d i a s  y  de e l l e s ,  

a p u n t a n d o  l a  r a d f o u i a , con r a d f c u l a  de O'p a 1 cm.de l o n g i t u d  y  

radiculfei  de 3 ' 5 cm. (5 mayor  .Ailnque c l  t i e m p o  de e s t r a t i f  i c a o i d n  

e s  d i f c r e n t e  p a r a  l e s  p i i l on ea  o e r r a d o s , a b i e r t o  s ÿ  g e r m i n a d o s ,.a i  

se puede e o t a b l e o e r  una con ipa rac ldn  p o r  s o r  l o s  c e r r a d o s  un  e s 

t a d f o  de p r s g e r m i n a o i d n , l o s  a b i e r t o a  o o n s t i t u i r  una  i n i c i t o i d n  

de g e r m i n a o i d n  y  l o s  g e r m i n a d o s  y a , u n a  g e r m i n a o i d n  p rop ia u i en t e  

d i c h a  en  t r a a  f n s e a  de d o s a r r o l l o  de l a  p l d n t u l n  y  p o r  l o  t a n t o  

de l o n g i t u d  de r o d f c u l a .
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P o r  l a  ÏAiîJa X X III  se  deduce  que l a  a c t i v i d a d  e i . z i i , ; d t i c a  

e e p e c f f i < î a , t n i i t o  «ti e m b r io n e s  como p l d n t u l a s  y e n d o s p t i ’moa de 

10 0  d i f e r e n t e s  e o tn d f o o ,n u n i s n tn  no tr .b lo m cn te  d e l  p r i m e r  pono de 

e x t r n o o i d n  n i  e l u n t o  f i n a l .

P o r  l a a  TABLAS XXV y XXVI oe puede  o b s e r v a r  que l a  p u r i f i e  

o a c id n  Co l a  d-ALA d e L i d r a a a  en  e m b r io n e s  y p l d n t u l a o  o s c i l a  e n 

t r e  2 '9 9  y  2 2 '8 5 .  v o c e s  d e l  e l u n t o  con r e o p e c to  n i  p r im e r  p aso  y  

e n  l o a  endoeperm oa de 2 '0 5  a  17*78 v e c e s .

P a r a  l a  d o t e r u i n a c i d n  de l a  c o n s t a n t e  de I l i c h a e l i s  de l a  

d-ALA d e h i d r a s a  hacemoa l a a  miemaa c o n s i d e r a c i o n o a  que f n t e r i o r -  

mente  expusiraoo  en l a  d-AL/i s i n t e t n a u  y  p o r  e s c  f u e r o n  m u l t i p l e s  

l a s  g r ë f i c a s  y  v a l o r e s  que ob tu v im o a  pa r t i  l o s  p a e o s  c u a r t o  y  é lu ;  

t o  de l o s  em b rio n e  a , p l d n t u l ! .  3 y  fcnaospermoa de c a d a  une de lo a  

e a t n d f o a  do g e r m in a o id n  a n t e r i o r m e n t e  r e l ' e r i d o s . A s f  e s t a b l e c e m œ  

un v a l o r  medio de I ' j 2 . 1 0 " 2  m (TAPIA XXVII y  g i g ,  1 3 ) .

P a r a  l a  d e t c r i r . i n a c id n  de pl! dp tim o  d i n i i i b i d o r e s  r e e p e c t o  

d# l a  a c t i v i d a d  e u iz im d tic a  ae p t i r t f d  de una mayor c a n u id n d  de p i -  

fiones p a r a  i ioder  o b t e n e r  v o l i î i ie n e s  de e x t r a c t o s  s u f i o i e n t e s  p a r a  

e f e c t u a r  t o d a a  l a s  d e t e r i i i n a c i o n e a . A n te s  de r e a l i z e r  e s t a s  d e tc v -  

m in a c lo n e o  ee q u i s i e r o n  c o r r o b o r e r  l a s  a c t i v i d a d e c  o n n lc ië t ' i c o a  en- 

p e c l f i c a a  de l o s  p e s o s  p r im e ro  y e l u a t o  d^i 'p l t în tu las  y  e n d o s p e r  -  

mos de p in o n e a  e s t r a t i f i c a d o s  64 d i a s  y  g e rm in a d o s  d e s p u e s  con 

p l r î n t u l n a  de rad  f o u i  a de O 'I  h 1 c n .d e  l o n g i t u d  (TABLf 3 XXVIII 

y  XXIX)  La c o n s t a n t e  1 '3 9 .1 0 " ^ M  de ÎÜ o h n e l i e  (TABLA XXX) f u ë
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p r i 'c t i c e in o n te  i f U a l  cue  o l  v a l o r  i ied lo  u u t e r io r i lO i i t c  d e to r m in a — 

do de 1 ' J 2 .  10“ ^ 1.1 .

S I  pll d p t l i io  ae d e te rm in d  ig u u lu ie n te  erj e r . t r a c c o a  de p l ë n -  

t u l a a  y e iidosperuioa prooo d e n te  a de p iü o n e e  e s t r i  t i f i o a d o a  6 4  d i s a  

y  g e r u in a d o a  deapueg  con p l ë n t u l f  o de r a d f b a l a «  de l o n g i tu d  de 

O' 1 a  1 cm. Lag do t e  r u i n a  c lo n e a  ae e f e o t u n r o n  en  l o a  paeoa  p r im e 

ro  y  e lu f i to n  do l a  e x t r a c c i d n  r e a u l t a n d o  a iem pro  7 ' 8  ( F i g . 14 y 

1 5 ) .  S a t o  noB i n d i e n  que en  c u n lo .u ie r  o t r o  e a t e i i f o  da g e r m l n a o i f n  

l a  enzim n f u n c i o n a r n  n a e m e ja n te  pH 'd p t i m o .

En l a  l i t e r a t u r e  B e a l  y C n a t e l f  r t . n o o , 1974 , ae c u e le  h a c e r  

r e f e r o n c i n  h l o a  i n h i b i d o r e a  de l a  d-ALA d e h id r n a n  do o t r t i a  p l a n -  

t a a  y de e l l o s  lo g  no a c i t r .d o a  aon e l  ë c i d o  l e v u l f n J  co , e l  c i a n u -  

ro  a d d ic o .m n lo n a to  s d d i c o , a r g e n i t u  a d d l c o , y  d s l d a  a d c i o a , p o r  e a -  

to  ea  p o r  l o  cue  sqfia e a t u d l a d o  e l  e f e c t o .  I n l i i b i d o r  de e l l o s  s o 

b r e  l o  e n z im a ,c o n  e l  r a s u l t a d o  que ae puede a p r o c i a r  en l a s  P i g .  

16 a l a  20 y  2 1 , tie in a n i i ' i e a tu  i n l i i b i c i d n  (TABLA XXXI).

P o r  o t r g  p a r t e  y  ooiuo e l  R c ido  l e v u l f n i c o  e j e r c e  uno a c  — 

ox6n c o B ip e t i t iv n  con l a  d-ALA d e l i id r a a a  r e s p e c t e  e l  d -A L /i , in l i i  -  

b i e n d o  l a  f o r u .a c id n  de 171G y ucu t iu ln n d o se  p o r  e l l o  d-ALA, q u is i -  

uioa com probar ai e n  e f e c t o  e a t a  in h ib ic id n  compti t i t i  va que- ae 

v e r i f i c a  en  o t r a a  p l a n t a s  ae r e a l i z a b a  en  l a  g e r . i l l t j  de Pinus 

pinen. P o r  e n o j t n n t o  con e l  ë c id o  l é v u l f n io o  cono con e l  o ia n u — 

r o  s<5dico y  e l  mulonato adclioo, t r a t n m o s  de v e r  n i  h a o i a  i n l . i b l -  

o id n  co u p e t i t iV H ,porn  e l l o  empleouos p l ë n t u l a o  y endooperm os p r o -
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c e d e n t e g  de p i n o n e a  e a t m t i f i c n d o a  55 d i n a  y ge j -u in t .dos  denpuea  

ap u n to n d o  I h r a d f c u l u  ( F i g . . ? ?  -  ? ' / )  ; l a  c o u p e t i u i v i d i  d ae de -  

muee t r a  ,p o rn u e  do I n  miama Vm o.uo l o o  c o n t r ô l é e  en  l o s  cun'; e s  

no ae emplen e l  I n h i b i t o r  en In r c n c c i d n  e n z i n f ' t l c n  y r e  c o r t r n  

a o b r e  e l  e j e  de o rdenndnn  l / v .

I l e s p e a t o  de 1: a p o r f i r i n a a  oroftnoa c o n v e n i e n t e  , a n t e s  de 

e n t r e r  en l a  d e t e c c i ë n  d i d e i j t i f i c a o i d n  de l a a  m i s m f a . m e ô i n n t e  

C.G.i i  p o r  s u  f l u o r é a o e n c i a  y  d e spue  a p o r  l o a  e s p e c t r o a  de a b s o r -  

o id n  de l a s  manc h a s  f l u o r e s c e n t e  a , e f e c t u a r  una  o r i e n t a c i d n  p r e 

v i a  de l a  e x i a t o n o i a  de p o r f i r i n n e  p o r  l o a  e s p e c t r o ;  de abaor-* i  

o i d n  ë i d e n t i f i c a c i d n  de  1ns  b a n d a s  de S o r e t  y d e t e i a i i n a c i d n  

c u n n t i t a t i v a  e n  e x t r u c t o o  o b t e n i d o a  d i r e c t a m e n t e  y h u c i e n d o  l o a  

i n o u b n c i o n e a  oon m r r e g l o  a l  a p a r t a d o  4 . 1 . 3 . 2 .  (TABLAS XXÎC.lI y  

X X X III ) . C o a p ro b a d o o  en e f e o t o  s u s  «idxiuoa de a b s o r c i d n , e n t o n c e a  

r e a l i z c m o s  l o s  o r o m a t o g r a f i a s  en  capa  d e l g o d a .  Los numeroaoa  

orona tog r r .nn®  o b t c n l d o s  (TABIA ICDri I I)  ecn dos  na^hr  a con  f l u o -  

r e a c e n o i a  r o j a  (vëage  F i g . 2 8 , 2 9  y  30 como r e p r e s e n t n o i d n  de t o -  

doa )  i n d i c n n  que se d e t e c t n n  dos  p o r f i r i n a a  con  f l u o r e s c e n o i a  

r o j a , o a r n c t o r f a t i c a  a  d i f e r e n t e s  e s t o d f o s  de g e r m i n a o i d n .  L a . d e  

mayor lîf e m l g r a  s i em pre  b a a t a n t e  con r e s p e c t e  a i  p u n t o  de p a r -  • 

t i d S j d o n d o  Bf a l g o  d i f e r e n t e s , eegdn  aea  e l  o r i g e n  d e l  e e t a d f o  

de g e r m i n a o i d n .  P o r  c l  e s p e c t r o  do o b s o r c i d n  con p i c o  e n  409 nm. 

( b a n d a  de S o r e t )  de l a  mancho o b t e n i d a  p o r  c r o m a t o g r a f f a  e n  oapa 

d e l g n d a  ( F i g . 3 3 )  p o r  n p l i c a c i d b  de l  p a t r d n  de p r o t o p o r f i r i n a  ide i .

t i c o  a l  de l o a  o b t e n i d o a  p o r  e l u c i d n  de l a s  manchoa p r o b l e m s , ae 
i n f i e r e  s e r  l a  p r o t o p o x f i r i u a .
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La oti 'B uüi icha f  l u o r o s c e n t e  r o j a  perinEinecQ gene r i  Inten te  én 

e l  p u n t o  de p n r t l d e  a i n  a u f r i r  m i g r e c l d n  f . l g u n f , coino o c u r r l d  oon 

l o s  crobiHto ;rat.i!:!) pt t r d n  que h ic l i c o a  u t i l i z a n d o  copropox’f i r i n a  

p a t r d n , s d l a m e n t e  en  a lg t in  oaao a i s l a d o  oomo ae puede o b s e r v a r  

e n  l a  F i g . 3 0  se v o r i f i c a  una  l i g a r a  e m l g r a c i d n  (Bf = 0 ' 1 5 ) .

Bn l a a  TABLA,5 XXXV y  XXXVI se c o n s l g n a n  r e s p e c t i v a m e n t e  

l o s  Rf de l a s  Dianchas de l o a  c romat op rac iaa  de j t i f lones  s i n  e s t r a -  

t i f i o a r  y  e s t r a t i f i c a d o s , o o i a e t i d o s  a d i v e r s e s  t r a t a m i e n t o s  y  

p o r  e l l e s  se puede  o b s e r v a r  que l a s  nia cita s p r o o e d e n t e s  de l o a  

c e r r a d o s  p o s e e n , e x c e p t o  u na  s o l a , f l u o r e s c e n o i a  b l a n c n  y  l a  dé 
l o s  e s t r a t i f i o n d o s  en  s u  n n y o r i a  f l u o r e s c e n o i a  r o j a .  Como q u i e -  

r a  que l a  f l u o r e s c e n o i a  r o j a  e s  o a r a o t e r f s t i c a  de l a s  p o r f i r i 

n a a , e l l o  h f c e  d e s c a r t a r  que 1 r s  machas gon f l u o r e s c e n o i a  b l a n -  

ca  provengei i  p ropi a in cn te .  de p o r f i r i n a a  nùnque o s t o e  co n ip u es t o s ,  

como d e s p u d s  e n  e l  a p a r t a d o  4 . 2 . 3 . 2 . 2 , sa pueda  d e u o s t r a r  que 

l u s  c u r v a s  de u b n o r c i d n  o b t e n i d n s  de e x t r a c t o s  v e r i f i c a d o s  s e -  

giln e l  a p a r t f ld o  4 . 1 . 3 - 5 . 1  ddn indxitioo c o r r e c t o r  en 402 y  409 

nm. (b a n d a s  de S o r e t )  r e s p e o t i v a m e n t e  p a r a  l a  eopro  y  p r o t o p o r -  

f i r i n a  ( P i g . 3 1  y 3 2 ) .  De to d o  e l l o  se doüuce que l a s  m & h a s  oon 

f l u o r e s c e n o i a  b l u n c a , a u n q u e  no p r o v e n g n n  de p o r f i r i n a s , p r o b a b l e -  

mente s c a n  de cc tnpuos to s  e m p a r a n t a d o s  como l o s  c o r r e s p o n d i e n t e s  

p o r f i r i n d g e n o s , u u n q u e  d s t o  no l o  podnnos u a e g u r u r  con c e r t e z a .

p a r u  c o n f i r m a r  l a  p r e s c n c i a  de p r o t o p o r f i r i n a  y  c o p r o p o r 

f i r l n a  y  abundundo y  c o r r o b o r a n d o  en  l o  a n t o r i o r m e n t e  e x p u e s t o  

( v ë a s e  a p a r t n d o  4 . 2 . 3 - 2 . 2 )  h i c i u o s  unu a e r i e  de e x t r u c c i o n e s  s e -
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gdn e l  niëtoôo d o s c r l t o  on c l  r .p o r tn d o  4 . 1 . 3 . 5 . 1  y do t e r  mine ron  

I t ie  curvt«a tie t ib e o r c id n  en  o lo ro i 'o rm o  y OUI 21, (d e sp u d a  de é l i 

mina r  e l  C I3 UH a l  vf-.clo) e n t r e  lo i ig i tu d  de ond, de 330 a 430 nm. 

Laa c u r v a e  de g r a n  s i m i l i t u d  o f r c c i e r o n  o ie m p ro ,e n  lo a  nul* d i v e r 

s e s  e s t a d i o s  de g e r m in a c io n  y t r a t a m i e n t o s , m ë x i u o s  en  409 y  402 

nm. De e l l u s  e n t r c s a c a m o s  l a s  P ig .3 1  y 32 oomo g e n u in a a  r e p r é s e n 

t a n t e s ,

H eap o c to  n l o s  v a l o r o s  c u a n t i t a t i v o o  de l a s  p o r f i r i n a a ( p r o 

t o  y  c o p r o p o r f ü l n a )  en p iü o n e a  c e r r a d o s  so m e t id o s  n d i v e r s o s  t r a -  

t a m io n to a  (TABLAS XXXVIII, XXXIX y  XL) se concl u irë .  que l a  e s t r a -  

t i f i c n o i d n  in o re n te n ta b u  l a  c a n t id r .d  de p o r f  i r i i . a s , i ;  uo lm en te  l a  

t i a m i n a , t i c m i n a  e s t r a t i f i c a o i d n , t i a m i n a  d-ALA, g r i a e o f u l v i n a , e t i o 

n i n a  y  t r e o n i n a  y  e s t a s  i î l t im u s  aiin mas a i  se r o f o r i ’.abti e l  t r a t a -  

m ie n to  oon e o t r a t i f  i c a o i d n .  E l  heclio  de eue  l a  e s t r a t i f  i c a c i d n ,  

l a  t i a m i n a , l a  t i a m i n a - e s t r a t i f i c a c i d n  y  l à , t i a m i n a  d-ALA pue dan 

e e t i m u l a r  l o  b i o g d n e s i s  de p o r f i r i n a a  no t i e n s  nt.da de e x t r n ü o  

ya que e s t i m u l a n  l a  g e r m in a o id n  aumentnndo l a  y c l o c i d a d  y t a n t o  

p o r  o i e n t 0  de g e r m in a o id n  y  p o r  ende l a  ne p o r f i r i n a a .  La e t i o 

n i n a  i n c r é m e n t s  l a  t t c t i v i d a d  d-ALA s i n t e t d s i c a  ( P i g .1 2 )  y p o r  con- 

a i g u i e n t e  f a v o r e c e  l a  fo r m a c id n  de d-ATA y p o r  t a n t o  de EDG y  

p o r f i r i n a s , n o  a s f  e s t a n  t a n  c l a r o s  l o s  e s t f m u lo s  de l a  g r i a e o  -  

f u l v i n a  y  t r e o n i n a ;

En p iü o n e s  a b i e r t o s  que se s o m e t ie ro n  a d i v e r u o s  t r n t n  -  
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m i o n t o a  o c u r r c n  p r o c e a o o  aeme j u n t e  g f. I o n  c e r r u d o o  (TnBLA.S XLI 

y X L I l )  l u  e a t i ’f i t i i i c i i c i d n . l i i  t l n m l n n  , l n  t i n rn in n  -  d-ALA,t i n  — 

n i n n  -  d-AIV» -  e a t r a t i r i c a c i i S n . u c t i l o n  ootio a c t i v t i d o r e o  do l a  

b i o n f n t e s i n  p o r i ' i r f n i c a , y  l o  g r i s e o f u l v i n a  pfero e s p e c i u l t u e n t e  

l a  e t i o n i n a  y t r e o n i n a  o e g u i d o o  de e n t r a t i f i c a c i d n  son unoD p o -  

t e n t e g  n c t i v a d o r e a  de l a  b i o a f n t e e i g  p o r f i r x n i o a ;  l a g  r a z o n e a  

p a r a  quo d n t o  so v o r i f i o u a  oon 1; a miamna quo p a r a  l o a  p i î lonea  

c e r r a d o a .

P o r  o t r a  p  r t e  en  l o a  p i n o n e a  a b i e r t o a  1: f o r m a c i d n  de 

p o r f i r i n a a  e a  mayor  que e n  l o s  c e r r a d o s  (TA3L/'.C X L I I I  y  XLIV) 

hedho n a t u r a l , y r  que  l o s  p i n o n e a  a b i e r t o a  c o n s t i t u y e n  un e s t a -  

d fo  mas a v i n z u d o  e n  l£; g e r m i n a o i d n  que l o a  c e r r a d o s .

En p i n o n e  s  f - e r u i n n d o s , de s p u d s  de t r a t o d o s  oon t i a m i n a  a e 

g u i d o  de e s t r u t i f i c a c i d n , se coiaprobd un  i n c r e m e n t o  de p o r f i r i n a a  

que como e s  n a t u r a l  va e n  c o r r e l a c i d n  con e l  t a aa f lo  de l a  p l d n -  

t u l a  y  p o r  t a n t o  oon l a  l o n g i t u d  de l a  r a d f c u l a  (TABLA XLVl) ,  

e s  d e o i r , e n  s e n t i d o  c r e c i e n t e  d pr og - r ea lv o  con e l  a v anc e  de l a  

g e r m i n a o i d n .
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c . -  itEsuLEi; r  3c.,ciu5iü.n;ü.

1 . -  Se hu deLecCatio a c t i v i d a d  e i i z i m d t i c a  d-A.LAi a i . i t e t i i a a  

en e m b r l u n e a . p i i ' i i t u l a n  y  endoopcrnioe de s e i n i l l a s  de i i n u a  p i -  

n e a  e n  d i f e r o n t e a  e g t a d i o a  de g e n i i n a c i d n .

2 . -  Se ha  l o g r a d o  p u r i f i o a r  l a  d-ALA a i n t e t a a a  en l o a  d i 

f e r e n t e s  e s t a d i ü s  de g e r u i n a o i d n  y ne hnn  o l c a n s a d o  l o s  n ë x i -  

mos n i v e l e s  : 2 1 '7 7  v e c e s  en p l d n t u l a a  de p i i î ones  e s t r a t i f  i e n d o a  

90  d i a s  y gorr.iiiifidoa d e s p u e s  con r u d f c u l a  de 3 a 4 cm. j y  17*98 

v e c e s  e n  endospermoa dejpii lones i g u a l n e n t a  e s t r a t i f i c a d o s  9 0  d i a s  

y  g e r m i n a d o s  con r a d f c u l a  de 1*5 a 2 cm.

3 . -  Se ha  d e t e r i i i n a d o  l a  c o n s t a n t e  de I l i c h a e l i s , e l  pH d p -  

t im o  y  l a  tempe r a t u r a  dp t i m a  de l a  d-ALA s i n t e t a o n .

4 . -  Üe ha  d e t e r m i n a d o  l a  l i n e a l i d a d  p r ô ^ j o r c i o n a l  e n t r e  l a  

c o n o e n t r a c i d n  de p r o t d i n a s  y l a  a c t i v i d a d  e n z i n i î î t i c a .

5 . -  Se ha  comprobado l a  n c c i d n  a c t i v a d o r u  so br u  l a  d-ALA s i n  

t e t i i s a  de e t i o n i n a , t i a m i n a  y heminti  po r  e l  o rd e n  d e s c r i t o . a a f

(xmo tai i ibien e l  e f e c t o  i n h i b i d o r  de l o a  i o n e s  c i î p r ic o  y f ë r r i c o .

6 . -  Se h a  d e m o s t r a d o  a c t i v i d a d  d-ALA d c h i d r à s i c a  e n  e m b r i o -  

n c s , p l ï 1 n t u l a a  y e n dos pe rm os  de s e m i l l a s  de P i n u s  p i . i e a  e n  d i  -  

f e r e n t e a  e n t a d i o s  de g e r m i n a o i d n .

7 . -  Se ha  l o g r a d 0 p u r i f  i o a r  l a  enz ima d-ALA d e h i d r a s a  de d l -  

c î i O B  e s t a d i o o  de g e r m i n a o i d n  y se han  a l c a n z a d o  Io n  hiRximoe n i 

v e l é s  de p u r i f i c a c i d n , u n o  de 22 *85 ve c e s  y  o t r o  de 17*78 en
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p i d n t u l f i a  y end n;  permoa r e n p e c t i v r  i.iente de a e i . i l H u a  c a t r f ' t l f i o n -  

di<n y g e r i i i n ü d w a  deauuës ,bpui i t ; ! i i ,uo 1» r u d f c u l a .

8 . -  hu hn d e t e r m i n a d o  l a  o o n s t a n t o  de H i c j i a o l i a  y  e l  pH d p -  

t i i i D  do l a  d-ALA d e l i i d r a a a .

9 « -  So h «  oo pp ro l ia do  o l  e f e o t o  i n h i b i d o r  oobro  l a  a o t i v i d i i d  

d-ALA d e h i d r d a i o u  da ë c i d o  l e v u l f n i c o , o i a n u r o  a d J i c o , u i a l o n a t o  

s d â i o o , a r s e n i t o  a d d i c o  y  a s i d u  o ë d i c a .

1 0 . - L a  B oo idn  i n h i b i d o r a  d e l  t î c id o  l é v u l f n i o o , o i a n u r o  a d d i -
.  ' îSJ-co y  m a l o n n t o  s o d i c o  e s  t i p o  c o m p e t i t i v e .

1 1 . - S e  ha n  i d e n t l f i c n d o  p r o t o  y  c o p r o p o r f i r l n a  on  s e m i l l a s  

de F i n i s  p i n e a  e n  d i f e r e n t e s  e s t n d i o s  de g e r m i n n c i d i i  p o r  l a  f  l u e  

r o n c e n c i n  r o j a  y  îlf que  da n  l a s  manoliaa o b t e n i d r . n  e n  o r o m a to g r a -  

f  f a  s o b r e  o a p a  d e l g a d n  y  e ope c t r a l m e n t e  o u a l i  y  c u a n t i t n t i v n c i o i i -  

t e  p o r  l a s  b a n d a s  de S o r e t .

1 2 . - L a  o i f r a  de l a  t o t a l i d a d  de p o r f i r i n a s  se e l e v a  de ü a n e -  

r o  s i g n i f i o a t i V H  e n  l o a  e a t i . d i o a  p r e v i o s  a  l a  g é r u i n n o i d n  y  1 1 e -  

ga  a  s u  mi îr lno n i v e l  d e s p u e a  en se  m i l  l a  s g o r m l n a d c s  a b i e r t o s  y  

de r a d f o u l a  da l o n g i t u d  de cfj a  1 cm. J l t e r i o n i i e n t e  deao ie r ide  

oon e l  d e a n r r o l l o  de  l a  p l d n t u l a  y auniento de l a  r a d  f e u l a  p a r a  

d i s i i i i n u l r  g r n n u n l m e n t e  p o r  e l  a^ o t a m i e n t o  de l a s  m a t e r  l a  s  de 

r é s e r v a  d e l  e n d o s p e r m o .

1 3 . -Bn piflonem c e r r a d o s  y  a b i e r t o a  l a  e s t r i  t i f  l o i  c i ë n , l a  

t i a m i n a  y  l a  m e z c l a  de t i o m l n a  y  d-ALA ao t i în n  oomo a c t i v a d o r e s  

de l a  b i o s f n t o o i o  p o r f i r f n i c a , d e s p l e g ë n d O H S  m ayor  a c t i v i d a d  en 

l o a  s e g u n d o B .
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1 4 . -  La liiezcla da t i a m i n a  y KDTA no f a v o r i o o  l a  forninoiën 

de p o r i i r i i i f i s .

1 5 . -  Kl KDTA t  lande p d i s m i n n i r  6 b lo q u ep r  l a  b i o / ' 4 n e s i e  

de p o r f i r i n n e  por fo rm a r  un oômplejo con e l  Mg^^. lën  a o t i v q -  

d o r  de l a  d-AL/v s i n t e t a o n .

1 6 . -  Lu mezcla de t i a m i n a  y g r i s e o f u l v i n a  e s t i m u la  n ë t a -  

mente l a  b i o g ë n e o i s  p o r f  i f  i n i o a  ,y  d e e t a c a  e l  segundo cotnpuee- 

to  oomo un buen a o t i v a d o r .

1 7 .“ La t r e o n i n a  y l a  e t l o n i n a , acoupanada s de e a t r a t i f l -  

o a c id n . e s t i m u la i )  i n t e n a a n e n t e  l u  fo rm ac idn  de p o r f i r i n a a , e a -  

peo i a lm en te  en l o a  pi î ionea a b i e r t o a .

1 8 . -  Kn l o s  p ii lonea  ce r r a d o a  y a b i e r t o a , d e a p u d a  de e e r  ao

m et ido s  îi loo  d i o t i n t o o  t r u t a m i e n t o a , oe coriprueba nue en  e a t o a  

d l t im o a  l o a  v a l o r e s  de p o r f i r i n a a  aon muoho muy orca .Noto r in  -  

mente l o s  n i v c l e o  aon muy 3 i g ; n i f i c a t i v o a  en l o a  t r n t n d o a  oon 

e t i o n i n a  y t r e o n i n a .

1 9 . “ En piî ionoa £;erminudoa se du un p ro g rc a iv o  inc re men to  

de lo a  v a l o r e a de p o r f i r i n n s , e n  c o r r e l a c i d n  oon e l  c r e c i m i e n t o  

de l a  r a d f o u l a  y , p o r  o o i . a ig ù i e n te , d e  l a  p l fn tu î àw

2 0 . -  Loa v u l o r e a  de; p o r f i r i n a a  de plKonos g e r m i n u d o a , t r a -  

tudoa  con t i a m in a  y aegu idoa de e a t r u t i f i c a c i d n , a u n q u e  a l t o s ,  

aon men ore s que on lo a  t i b io r . o a  t r a t u d o a  con e t i o n i n a  y t r e ô ± l n a .

2 1 . -  Los e a t i u u l u n t e a  mua p o t e n t e a  de If, b i o g ë n e a i a  de p o r 
f i r i n a a  aon por e s t e  o r d e n : t r e o n i n a ; e t i o n i n a ( t i a m i n a  y d -g L A j t iu -  
mina y é a t r i  t l f i c a c i d n ( t i a m i n a  y g r i a e o f u l v l n a  en a o l u c i d n  s a t u -  
rad&j y e a t n  t i f i c a c i d n .
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