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INTRODUCCION

El conocimiento de los cambios metabdlicos que acompafian a la
germinacion es en general muy pobre. La mayoria de los trabajos se
han orientado a estudios de los cambios de intensidad respiratoria, a
la variacion del contenido de algunos componentes esenciales y mis
raramente se han abordado estudios a nivel enzimatico (1). Reciente-
mente (2) se han realizado algunos estudios sobre cambios en los ni-
veles de enzimas glicoliticos durante la germinacién de algunas se-
millas.

Un componente importante (20 por 100 del peso seco) de las semi-
llas de maiz son las proteinas (3): por esta razén creemos de interés
un estudio del metabolismo de aminoacidos durante la germinacién de
esta planta, orientade sobre todo a un esclarecimiento del metabolis-
mo del nitrogeno en relacién con la sintesis y degradacién de los dos
componentes esenciales: proteinas y acidos nucleicos.

Dentro de un estudio general del metabolismo de aminoacidos du-
rante la germinacién de las semillas de maiz, comunicamos aqui la iden-
tificacidn en embrién de estas semillas no germinadas, de las activi-
dades aspartasa y glutaminasa.

MATERIALES Y METODOS

El icido L-aspértico y la L-glutamina utilizados procedian de la
casa Sigma: los fosfatos, el etilendiaminotetracetato disédico (EDTA)
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y el mercaptoetanol, de la casa Merck. El resto de los productos uti-
lizados procedian de casas comerciales y eran analiticamente puros.

Las semillas de maiz utilizadas (raza Basto) fueron una donacién
del doctor Monteagudo, del I. N.I. A, de Madrid.

Las centrifugaciones se hacian en una centrifuga Wifug mode-
lo X1.

Los tratamientos de ultrasonidos se hacian con un sonicador de la
«casa Branson, moleo MSE.

Las valoraciones enzimaticas se realizaron midiendo el NH,, libe-
rado por accién de la aspartasa y glutaminasa, con el reactivo Ness-
ler (4). Para ello, en un volumen final de dos ml se ponian (en pmoles):
tampén fosfato potdsico pH 6,8, 100; L-aspartato potdsico o L-glu-
tamina, 10; afiadiéndose 0,2 ml de preparacién enzimitica, Ia mezcla
se incubaba a 37° y la reaccién se paraba a los veinte minutes por
adicién de 2 m} de Acido tricloroacético frio al 3 por 100, centrifugin-
dose a 8.000 rpm durante cinco minutos. A 2 ml del sobrenadante se
afiadian 3 ml de agua destilada y 0,3 ml del reactivo Nessler, midién-
dose 3 continuacién la absorbancia a 440 mp en un Spectronic. Se
llevaban controles del tiempo 0, incubacidn sin substrato e incubacién
sin preparacién enzimitica. Se llevaba un patrén de amoniaco con
dos pumoles de CINH, en los 2 ml de incubacién; previamente com-
probamos que con éste la relacién densidad éptica-amoniaco era lineal
entre 0 y 5 pmoles de CINH, en la mezcla de incubacidn, que corres-
pondia a densidades opticas entre 0 y 1,1.

Las proteinas se median por el método de I.owry et al. (5).

Se define 1a unidad de actividad enzimatica como la que libera un
milimicromol de NH, por minuto en las condiciones de ensayo. La acti-
vidad especifica se refiere a mg de proteina.

REsvLTADOS
Preparacidn de extractos

El embrion y el endospermo de semillas no germinadas se separa-
ban fisicamente con una cuchilla,

Para la preparacién de extractos sonicados se machacaban fina-
mente en un mortero porciones de embridn o endospermo y se sus-
pendian en tres volimenes de un medio de extraccién que se compo-



ASPARTASA Y GLUTAMINASA EN SEMILLAS DE Maiz 269

mia de 0,05 M tampdn fosfato potasico pH 7; 0,000 M EDTA, y 0,005
M mercaptoetanol; a continuacién se sonicaba durante un minuto a
intensidad 8 y se centrifugaba a 5.000 rpm durante treinta minutos; el
sobrenadante constituia el extracto crodo.

Para la preparacion de extractos con arena, como antes, se macha--
«aban finamente en el mortero porciones de embrién o endospermo y
se trituraban con dos veces su peso de arena, finalmente se suspendian
«n tres volimenes del mismo medio de extraccion y se centrifugaba
«<omo en los extractos sonicados.

ACTIVIDADES ENZIMATICAS

En la tabla I se representan las actividades enzimaticas y las pro-
‘teinas detectadas en los diferentes extractos, Como puede apreciarse,
los extractos sonicados son mis ricos en proteinas y los sonicados de
-mbrién son los unicos con actividades aspartasa y glutaminasa por
-nuestro método de ensayo.

Tasra

Actividades aspartasa y glulaminasa en semillas de maiz

Proteinas Aspartasa Glutaminasa
Extracto Actividad , Actividad
mg/ml Ufm} especifica U/ml especifica
€mbrién sonicado ........ 12 100 83 130 11
Embridn con arens ....... 4 <5 < 0.8 <3 < 08
Endospermo sonicado. ... . 5 <5 <1 <?d <1
“Endospermo con arena. ... 2 <5 <25 <5 <25

Detalles en el texto.

Las actividades sobre aspartico y glutamina eran aditivas; asi, la
-actividlad medida por el amoniaco liberado cuando se incubaba el ex-
tracto sonicado de embrién con los dos substratos, era la suma de las
-actividades sobre cada uno de ellos, lo que indica que se trata de dos
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enzimas distintos, uno especifico para 4cido aspirtico v otro especifico-
para glutamina. Ademis las dos actividades se inaciivan de forma
diferente con el tiempo; después de diez dias mantenido el extracto a.
— 15°, éste conserva el 80 por 100 de la actividad aspartasa y el 50 por
100 de la actividad glutaminasa.

Las dos actividades son termosensibles y asi se pierden después de-
mantener el extracto cinco minutos en bafio de Maria a 100°.

Si los extractos sonicados de embridén se hacian omitiendo el mer-
captoetanol del medio de extraccién y las actividades se median inme--
diatamente, se obtenian practicamente las mismas actividades que se
indican en la tabla I, pero éstas desaparecian casi totalmente después.
de mantenidos los extractos tres dias a —15°; si a continuacion se-
afiadian 0,006 M mercaptoetanol, las actividades se recuperaban casi.
totalmente al cabo de un dia mantenidos a — 15°.

Discusion

Las actividades aspartasa y glutaminasa han sido identificadas em-
diversos microorganismos (6, 7), habiendo sido identificada también:
glutaminasa en mamiferos (8); ambos enzimas muestran poseer pro-
piedades reguladoras. En cambio en plantas superiores, o no han sido-
detectadas o se han encontrado en muy pequefia cantidad (9).

Nosotros hemos detectado la presencia de ambos enzimas en em--
brién de maiz no germinado y hemos puesto a punto un método ade--
cuado para la preparacién de extractos.

El que sélo se detecten las actividades en extractos sonicados;.
apunta a que en semillas no germinadas pueden estar ligadas a mate-
rial celular particnlado.

El que pueda perderse la actividad de una forma recuperable por
reactivos de grupos -SH, como el mercaptoetanol, demuestra la pre-
sencia en ambos enzimas de estos grupos -SH,

En la actualidad estudiamos estas dos actividades enzimiticas.
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RESUMEN

Se han identificado las actividades aspartasa (C. E. 4.3.1.1) y glu-
taminasa (C. E. 3.5.1.4) en embrion de semillas de maiz. Estas acti-
vidades, que muestran tener grupos -SH sensibles a la oxidacién, se
han identificado en extractos sonicados de embridn, pero no en ex-
tractos de embriéon obtenidos por trituracion con arenma ni en extac-
tos de endospermo,
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