FORMACION DE PROTIDOS EN EL PROCESO
DE GERMINACION DEL MAIZ. I

Por JUAN RoOCA,
del Instituto de Biologia.

Después de haber estudiado la accién enzimditica de amilasas alfa
y beta en el proceso de germinacién del maiz, asi como la de protea-
sas y catalasas, consideramos de sumo interés ver el papel que desem-
penan los prétidos en ese proceso, esto es, las transformaciones que
sufren a medida que se desarrolla el germen.

[La nueva planta se forma al principio a expensas de los carbo-
hidratos, lipidos y prétidos que contiene la semilla: parte de estos
principios se metaboliza, desprendiendo la energia quimica necezaria
para las funciones fisioldgicas del nuevo ser, y otra parte ha de ser-
vir para la formacién de nuevos compuestos especificos, esto es, propios
de cada nuevo tejido.

Desde el siglo pasado se ha discutido, mds o menos empirica-
mente, el origen y acumulacién de cantidades relativamente grandes
de glutamina y asparagina como producto del metabolismo de proti-
dos en semillas, anidlogo a la produccién de urea en animales, con la
diferencia de que en las plantas dichas substancias pueden ser apro-
vechadas para la sintesis de nuevas proteinas, y de ahi que se les atri-
buyd papzl preponderante en la formacidén de los prétidos de los ve-
getales.

En las semillas, la acumulacién de glutamina precede general-
mente a la de asparagina en la mayoria de los cascs, y hasta la fecha
no se ha demostrado que ambas aminas sean en realidad una forma
de destoxicacidon del amoniaco producido en el metabolismo protei-
nico, porque es muy frecuente la acumulacién de amoniaco en las
plantas sin que experimenten fendmenos tdxicos.

En realidad no disponemos actualmente de una visidon de con-
junto, sino tan sélo de hechos aislados que no permiten 1a generali-
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zacion de los fendmenos observados. Hay que tener en cuenta que la
semilla estd formada por tejidos caracteristicos de cada especie vege-
tal y, por lo tanto, contiene prétidos propios y no aminoacidos ais-
lados, y claro esta que al formarse dichos prétidos podra predominar
uno u otro aminoacido, segun los casos, y todos ellos seran utiliza-
dos, previa hidrdlisis, en la formacidon de nuevos tejidos que van apa-
reciendo en el proceso de germinacidén. Tomar Unicamente uno o dos
aminoacidos como base para csa reestructuracidon es inadecuado e ilo-
gico, y podria conducirnos a malinterpretar nuestras observaciones.
Indudablemente ha de ser distinto en la planta adulta, cuando el ve-
getal estd en aptitud de tomar de la tierra y del aire los elementos esen-
ciales para su sintesis, no asi cuando depencen Unicamente de las re-
servas propias de la semilla.

Por otra parte, al plantear el problema Ce la formacién de pro-
tidos en el proceso de germinacidn, no debe pensarse Unicamente en
el nitrégeno como base: es necesario buscar también el origen y trans-
formaciones del carbono, en el que se apoya el nitrégeno, con el ob-
jeto de establecer intima relacidn entre ambos elementos esenciales para
la formacidén adecuada de aminoacidos y por lo tanto de proétidos.

En efecto, estd demostrado actualmente que la llamada dehidra-
sa acido glutanimo, aislada en semillas, sintetiza ese aminoacido por fi-
jacién del amoniaco sobre el acido alfa cetoglutarico, activada por
una coenzima, la codehidrasa 1, y que el hidrégeno es proporciona-
do por deshidrogenacién de la triosa fosfato o substancias analogas.
Es evidente que en las semillas el nitrogeno ha de proceder del me-
tabolismo de prétidos, previa hidrdlisis y liberacidon por lo tanto de
aminoacidos por accidn de proteasas, accidn que es muy intensa en los
primeros dias de germinacidén, como ha demostrado el autor en otro
trabajo, y al oxidarse aparecerdn aminas naturales que, al translo-
carse, formardn nuevos aminodcidos, y el resto, oxalacético o ceto-
glutarico, pueden entrar a formar parte del ciclo del acido citrico, pro-
porcionando energia, o bien permitiran la formacién de los acidos
aspartico o glutamico que a su vez podran formar otros aminoacides.

La composicidon de la semilla de maiz ha sido estudiada deteni-
damente en lo que se refiere a los aminoacidos de la zeina, y aun-
que no estan de acuerdo los distintos autores, se le atribuye general-
mente la siguiente: alamina 9.8, valina 1.9, leucina 25.0, fenilala-
nina 7.6, tirosina 5.9, acido glutamico 31.3, aicido beta-hidroxiglu-
tamico 2.5, acido aspartico 1.8, prolina 9.0, serina 1.0, hidroxivalina
1.5, cistina 0.8, metionina 2.3, arginina 1.8, histidina 0.8, amo-
niaco 3.6. ;



J. ROCA: PROTIDOS EN LA GERMINACION DEL MAIZ 13

Aunque los datos anteriores son importantes, nos hemos propues-
to ampliarlos, tomando como punto de partida el maiz entero y uti-
lizando para ello métodos adecuados para aplicarlos posteriormente
al germen, en los sucesivos dias de germinacidén, buscando a la vez
relaciones enzimaticas que nos permitan penetrar en el proceso de trans-
formaciéon de prétidos.

MATERIALES Y METODOS

Como basico para nuestro estudio hemos empezado por el pro-
blema de la distribucién del nitrégeno en la semilla total y en el ger-
men, durante 12 dias de germinacidn.

En todas estas experiencias se ha utilizado maiz hibrido Rami-
llan (celita) desarrollado en estufa a temperatura y humedad sensible-
mente constantes, desecando luego en debidas condiciones el produc-
to por separado, esto es, gérmenes solos y aparte, en lote semejante,
la plantita completa con todo y semilla, y pesando al final ¢l producto
desecado y pulverizado.

En cada caso se ha valorado el nitrégeno total, nitrégeno ami-
nico, el hdmico, el amoniacal, el nitrégeno himico soluble en Aacidos
y ¢l de aminoacidos totales y fraccionados, esto es, el del precipitado
con acido fosfotdngstico, previa su redisolucidén, y el de la fraccidén
no precipitada, todo ello segun los métodos clasicos.

Para la hidrdlisis de los protidos totales y los de gérmenes, se
tomaron cantidades adecuadas y se hizo actuar el acido clorhidrico a
la concentraciéon de 30% : después de 9 horas de accidn ya no au-
mentd la cantidad de aminoacidos, pero utilizamos ademds otro pro-
cedimiento que nos parecid mas practico, obteniendo los mismos re-
sultados: se tomdé medio gramo del polvo desecado de cada una de
las muestras, y se afadieron 10 ml. de HCl al 10% c¢n ampulas
de 12 ml. que se cerraron cuidadosamente a la llama y se tuvicron en
autoclave por 6 horas a presiéon de 12 1b. En todos los casos se va-
lord nitrégeno aminico con el aparato de Van Slyke.

Ponemos a continuaciéon los resultados obtenidos con el nitrd-
geno aminico total del maiz entero y de los gérmenes respectivos, pre-
via desintegracidon del material, desecacidn, pulverizacién e hidrdlisis
por el método descrito anteriormente, ya que esto es lo que mas in-
teresa en el presente trabajo.

En la grafica pueden observarse varios hechos interesantes. La
cantidad de nitrégeno aminico casi se duplica a los tres dias de germi-
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nacion y aumenta sensiblemente hasta el séptimo dia, lo que estd de
acuerdo con la accidén de proteasas en el proceso de germinacidén, para
decrecer luego paulatinamente hasta el término de nuestras experien-
cias, pero se acentua mas en los gérmenes correspondientes. En cam-
bio los prétidos totales de los gérmenes no varian sensiblemente has-
ta el noveno dia, en que empiczan a decrecer francamente.

Al tratar de explicar el proceso intimo de las transformaciones
del nitrégeno en el proceso de la germinacidén del maiz, hemos hecho
numerosos cromatogramas con los hidrolizados de los 12 dias de ger-
minacién y a la vez hemos dosificado algunos aminoacidos con dis-
tintos métodos, especialmente acidos aspartico y glutdmico. Actual-
mente lo estamos ampliando a otros aminoacidos y a clertas enzimas
que consideramos interesantes, para tener mas elementcs de juicio.

DISCUSION

Es natural que tratidsemos de aplicar la reaccién de Braunstein
y Kritzmann a varios aminoicidos. Es bien conocido el hecho que
los mencionados autores descubrieron, esto es, la reaccidén por trans-
aminacién, lo que dié origen a la suposiciéon de que dicho proceso
cra de suma importancia en el metabolismo de prétidos. Virtamen
y Laine, al afio siguiente, afirmaron que el primer aminoacido sinte-
tizado por las leguminosas era el acido aspartico y éste participa des-
pués en la sintesis ce los demas amincacidos por transaminacién con
los alfa cetodcidos correspondientes. Algunos investigadores sostienen
que son necesarios dos sistemas para verificar la transaminacién, uno
con el acido aspartico y otro con el glutamico.

Nos parece mis légico, como afirma Harry G. Albaum, la su-
posiciéon de un solo sistema:

1 (1) acido glutamico + Aacido oxalacético = alfa cetoglutari-
co 4+ (1) 4cido aspéartico, pues como se ha observado en embriones
de ciertos vegetales, a las 24 horas de germinacién hay cierto para-
lelismo de unidades de transaminacién, nitrdgeno soluble y proteini-
co: entre las 24 y 48 horas el nitrégeno soluble aumenta bruscamente,
mientras que el proteinico lo hace a la velocidad inicial hasta las 72
horas, en que ambas actividades son paralelas.

De lo anterior se deduce que para la sintesis proteinica se ne-
cesita previamente la simplificacién de los prétidos. propios mediante
la proteasa y accién subsiguiente de la transaminasa que podra actuar
con los cetoicidos procedentes del metabolismo de los glacidos, que
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esta enormemente aumentado en el endospermo durante el proceso de
germinacidén. Es, por lo tanto, de gran interés el estudio de las rela-
ciones que pueden existir entre la sintesis proteinica, metabolismo de
carbohidratos y accién de transaminasa.

CONCLUSIONES

1. El nitrégeno aminico casi se duplica a los tres dias de ger-
minacidn, especialmente en los embriones.

2. El nitrégeno aminico aumenta hasta el octavo dia.

3. Esa accidn estd relacionada con la accidn de proteasas.
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