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The activity of L-Alanine:2-oxoglutarate aminotransferase (E.C. 2.6.1.2) has been
studied in maize (Zea mays) embryo. Crude extracts were fractioned with ammoniun
sulfate to obtain low activity preparations of other aminotransferases present in crude
extracts.

The enzyme shows normal hyperbolic saturation curves for the substrasts: Pyruvate
(Km 1 mM), 2-oxoglutarate (Km 0.4 mM) and L-Glutamate (Km 0.07 mM). However,
it shows complex kinetics properties for the substrate L-Alanine, giving sigmoid
saturation curves for L-Alanine at low but not at high fixed 2-oxoglutarate concen
trations. These last results point to a regulation of the of L-Alanine degradation,
which takes place during the germination of maize.

Together with L-Glutamate and L-Alanine, the enzyme only seems to use L-Serine
and L-Cysteine and their cetoacids.

Del examen de la composition de ami-
noacidos de las proteinas del embrion y
del endospermo de las semillas de maiz,
Folkes y Yemm (3) concluyeron que glu
tamate, glutamina, asparagina y prolina
de proteinas del endospermo, eran fuentes
importantes de nitrogeno para la sintesis
de nuevos arainoacidos de proteina de
embrion. Dupuy et al. (2) observaron du
rante la germination del maiz tin incre-
mento en la cantidad total de aspartato, 

glicina y lisina y una disminucion de glu-
tamato, prolina, leucina y alanina.

Resullados semejantes encontraron So-
dek y Wilson (8), quo ademas demostra-
ron, durante la formation de la semilla,
una conversion de lisina en glutamato.

Parccc logico suponcr que la sintesis de
nuevos aminoacidos, asi como la degrada
tion de los que se encuentran en exceso
en el endospermo, tiene lugar en el em
brion, donde ambas, sintesis y degrada-
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cion, han de regularse para poder dar la
composition de aminoacidos propia de las
proteinas de embridn.

Se conoce muy poco del control enzi-
matico de la sintesis y degradation de
aminoacidos en el embrion durante la
germination, un problema sin duda rele-
vante en el control de la germination y en
la regulation enzimatica en general.

Nosotros nos hemos centrado en el es
tudio de algunas de las propiedades cine-
licas y especificidad de la actividad L-ala-
nina:2-cetoglutarato aminotransferasa
(C.E. 2.6.1.2), que se han identificado en
embridn de maiz.

Como ya se ha dicho, la alanina es un
aminoacido cuya cantidad total disminu-
ye a lo largo de la germination. En prin
ciple la alanina puede ser degradada bien
por la action de la L-alanina deshidroge-
nasa (C.E. 1.4.1.1.) o por action de algu-
na transaminasa, en ambos casos forman-
do piruvato. No se conoce en plantas su-
periores la existencia de la actividad L-ala
nina deshidrogenasa frecuentemente iden-
tificada en bacterias (6) y en estudios rea-
lizados en nuestro laboratorio tampoco se
ha conseguido detcctar esta actividad en
embridn de maiz. Parece, pues, logico
pensar que la degradation de ]a alanina
durante la germination ocurra via tran
samination.

Material y metodos

Los trabajos que se presentan se reali-
zaron en semillas de maiz (Zea mays)
«raza Basto» (5), mantenidas sobre agua
durante cinco dias.

Los substratos, enzimas auxiliares y
coenzimas utilizados para la medida de la
actividad enzimatica procedian de la casa
Sigma. El rcsto de los compuestos proce
dian de casas comcrciales conocidas y
eran quiniicamcntc puros.

Los cmbrioncs de las semillas embebi-
das en agua se separaban del endospermo
con una cuchilla y previo machacado sc 

desengrasaban con eter de petroleo. A con
tinuation, se suspendian en tres volume-
nes del siguiente medio de extraction:
tampon fosfato potasico pH 7,50 mM;
EDTA 1 mM y mercaptoetanol 5 mM;
se sometia a la action de ultrasonidos
durante 1 minulo en un sonicador MSE
a amplitud 8. La preparation se centrifu-
gaba a 3.000 X g durante 30 minutos.
Todas estas operaciones se realizaron a
4° C. El sobrenadante asi obtenido cons-
tituia el extracto crudo.

Para medir la actividad L-alanina: 2-
cetoglutarato aminotransierasa se utiliza-
ron dos metodos de acoplamiemo a oxi
dation de pindin nucleouaos que se sigue
espectrotoiomeincamente a 34U m/x, en
un caso midiendo la actividad en el senti-
do de formation de 2-cetogiuiaraio aco-
plando a L-giuiamato oesiiidrogenasa
(C.E. 1.4.1.2), en un sistema de ensayo
que, para un volumen final de 3 ml, con-
uene (en /zmoles): Tris-QH pH 8, 150;
SO4(NH4)2, 150; piruvato potasico, 20;
L-glulamato potasico, 40; NADH, 0,30;
piridoxal fosfato, 0,20; 3 unidades de
L-glutamato deshidrogenasa y cantidades
adecuadas de la preparation enzimatica.
En otros casos se mide en el sentido de
formation de piruvato acoplando a lac-
tato deshidrogenasa (C.E. 1.1.1.27) (1), en
un sistema de ensayo que para un volu
men final de 3 ml contiene (en /zmoles):
Tris-CIH pH 8, 150; L-alanina, 20; 2-ce-
toglutarato potdsico, 40; NADH, 0,30;
piridoxal fosfato, 0,20; 3 unidades de lac-
tato deshidrogenasa y cantidades apropia-
das de preparation enzimatica. Los subs
tratos de la reaction se neutralizaban pre-
viamente y la reaction se realizaba a tem
perature am biente (aproximadamente 20
grados centigrados).

Sc define la unidad de actividad enzi
matica como aquella que transforma
1 /y.mol de substrate por minuto. La acti
vidad especifica se refiere a mg de pro-
tcina. Las proteinas se determinaron por
cl metodo de Lowry et al. (4).
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Resultados

En extrados crudos de embriones de
mafz que habitualmente contienen 5 mg
de proteinas/ml se encuentra una activi-
dad L-alanina:2-cetoglutarato aminotrans-
ferasa que presenta unas velocidades en
los sentidos de formacion de L-glutamato
y L-alalina, respectivamente, de 0,005 y
0,006 unidades por mg de proteina en las
condiciones de ensayo.

La medida de la actividad es depen-
diente de la presencia en el sistema de
ensayo de cada uno de los substratos y
enzimas auxiliares, pero no del piridoxal
fosfato, probablemente debido a que este
ya se encuentra fuertemente unido al en-
zima en el extracto crudo.

La actividad de los extractos medida en
ambos sentidos se pierde totalmente por
tratamiento de estos a 60° C durante
5 minutes. Tratamientos de los extractos
entre 40 y 60° C durante 5 minutos oca-
sionan una perdida parcial de las activi-
dades.

La actividad enzimatica muestra una
velocidad maxima a un pH entre 7 y 9,

Fig. 1. Efecto de la concentration de piru-
vato sobre la actividad enzimatica.

La medida de la actividad se realizd con la
ftaccion parcialmente purificada, en el sentido
de formacion de alanina, segun se indica en
Materiales y Metodos, cxcepto que la concen-
tracion de piruvato se varid tai como se indica
en la grafica. Se representan en directos y do-

bles reciprocos.

medida en la direccion de formacion de
L-glutamato y de 8,5 a 10 en la de for
macion de L-alanina.

Fraccioncuniento con sulfato amonico.
Al objeto de disponer de una preparation
de L-alanina :2-cetoglutarato aminotrans-
ferasa con mayor pureza se intento un
fraccionamiento de la actividad con sul-
fato amonico. Ensayos preliminares mos-
traron que la mayor parte de la actividad
precipitaba cuando se afiadia 1,4 volume-
nes de una solution saturada de sulfato
amonico y neutralizada por volumen de
extracto; en cam bio, no se precipitaba
practicamente actividad L-alanina :2-ceto-
glutarato aminotransferasa cuando se ana-
dia 0,8 volumenes de solution de sulfato
amonico por volumen de extracto.

La actividad precipitada y centrifugada
durante 30 minutos a 3.000 X g se puede
resuspender casi totalmente en medio de
extraction.

En los ensayos habituales se fracciona-
ba el extracto con solution saturada de
sulfato amonico recogiendo la fraction de
entre 0,8 y 1,4 volumenes de esta. La pre
paration resultante se purifica unas 10 ve-
ces respecto al extracto crudo con una
recuperation del 60 %.

Esta fraction purificada muestra una
relation de actividades L-aspartato:2-ce-
toglutarato aminotransferasa a L-alanina:
2-cetoglutarato aminotransferasa de 1,4,
mientras que en el extracto crudo esta
relation es 11. Como se explica en el apar-
tado de especificidad, ambas actividades
de la fraction purificada son debidas a
enzimas distintos.

Esta fraction parcialmente purificada
no pierde sensiblemente actividad al cabo
de una semana mantenida a —15° C.

Propiedadcs cineticas. Una represen
tation en directos c inverses de la veloci-
dad de la actividad enzimatica a distintas
concentraciones de piruvato (fig. 1). mues
tra una curva de saturation hiperbolica de
la que puede estimarsc una KIU de 1 mM.
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Fig. 2. Efecto de la concentration de 2-ceto
glutarato sobre la actividad enzimatica.

La medida de la actividad se realiz6 con la
Iraccion parcialmente purificada, en el sentido
de la formacion de glutamato, segiin se indica
en Materiales y Metodos, excepto que la con
centration de 2-cetoglutarato se varid tai como
se indica en la grafica. Se representa en direc-

tos y dobles reciprocos.

En la representacion de directos e in-
versos de la velocidad de la actividad en
zimatica a distintas concentraciones de
2-cetoglutarato (tig. 2), el enzima muestra
una curva de saturation hiperbolica de
la que se calcula una Km de 0,4 mM.

En la figura 3 se muestra una represen
tation en directos e inverses de la veloci
dad de la actividad enzimatica a distintas
concentraciones de L-glutamato, cuya cur
va de saturation es hiperbolica y se puede
eslimar una Km de 0,07 mM.

La representacion de las curvas de ve
locidad de actividad enzimatica en fun-
cion de la concentration de alanina en
distintas condiciones de ensayo (fig. 4) in
cl uyen el uso de extracto crudo, fraction
purificada y disinlas concentraciones de
2-cetoglutarato. La actividad enzimatica
del extracto crudo a concentration de
2-cetoglutarato de 13,3 mM, muestra una
curva de saturation pare alanina ligera,
pcro scnsiblcmentc sigmoidc. En la frac-
cion purificada no se aprecia sigmoicidad 

para esa misma concentration; en cam-
Oio, es muy acusada para concentraciones
de 6,7 y U,3 mM. Esta aparicion de la
sigmoicidad a bajas concentraciones de
2-cetoglutarato es paulatina y consistente
a concemraciones intermedias no repre-
sentadas en la figure.

Especificidad de substrata. El 2-ceto-
isovalerato a concentration final de 3,3 mM
no muestra actividad ni como substrato,
sustituyendo al 2-cetoglutarato, ni como
inhibidor de la actividad enzimatica cuan-
do esta se mide en la direction de alanina
a piruvato.

El 3-hidroxipiruvato puede sustituir al
piruvato como substrato del enzima; en
estas condiciones la actividad no es adi-
tiva con la actividad del enzima con pi
ruvato y asi en un experimento tipico en
que la preparation muestra una actividad
de 0,021 unidades/ml con 3-hidroxipiru
vato y de 0,033 U./ml con piruvato, la
actividad con ambos substrates presentes
es solo de 0,029 U./ml.

En la tabla I se muestra el efecto de la

(GLUTAMATO) (mM )

Fig. 3. Efecto de la concentration de gluta-
mato sobre la actividad enzimatica.

La medida de la actividad se realize con la
fraction parcialmente purificada, en el sentido
de formacion de alanina, segun se indica en
Materiales y Mdtodos, excepto que la concen-
tracidn de glutamato se vario tai como se indi
ca en la grafica. Se representa en directos y

dobles reciprocos.
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adicion de distintos aminoacidos proba-
dos a una concentracion final de 6,6 mM
sobre la actividad enzimatica medida en

Fig. 4. Efecto de la concentracion de alanina
sobre la actividad enzimatica.

La medida de la actividad se realize tai y como
se indica en Materiales y Metodos excepto que
la concentracidn de alanina se varid tai como
se indica en las grdficas y se usaron: extracto
crudo y 13,3 mM 2-cetoglutarato (•), fracci6n
purificada y 13,3 mM 2-cetoglutarato (A), frac-
cion purificada y 6,7 mM 2-cetoglutarato (X)
y fraccion purificada y 0,3 mM 2-cetogluta

rato (O).

Tabla I. Actividad con L-alanina en presen-
cia de otros aminoacidos.

La actividad se midio usando la fraccion par-
cialmente purificada y en el sentido de forma-
cion de glutamato tai como se indica en Ma
teriales y Mdtodos exccpto que ademas de ala
nina, el sistema podia mcluir, segun se indica,
otro amino&cido a una concentracion final de
6,6 mM. En ningtin caso se encontrd actividad
de la preparacion con los aminoacidos de la

tabla sin alanina.
Actividad U/ml Aminoacidos

— 0,037
L-fenilalanina 0,031
L-leucina 0,038
L-isoleucina 0,034
L-valina 0,031
L-treonina 0,034
L-ornltina 0,036
L-cistelna 0,0185
L-arginina 0,035
L-glicina 0,036

la direction de alanina a piruvato com-
parada con el sistema normal de ensayo.
Como puede verse, de todos ellos solo la
cisteina se muestra claramente como in-
hibidor de la actividad medida en estas
condiciones llegando a inhibir aproxima-
damente un 50 % de la misma. Con este
sistema de ensayo, sin alanina, pero con
aspartato, la preparacion enzimatica mues
tra una actividad que es aditiva con la
actividad encontrada con alanina, por Io
que debe atribuirse a una aminotransfera-
sa distinta de la L-alanina:2-cetoglurato
aminotransferasa.

Discusion

Las aminotransferasas son unos enzi-
mas ampliamente distribuidos en todos los
organismos y que han sido ampliamente
estudiados en plantas (7) y, aunque en
muchos casos se ha encontrado variation
de su actividad en respuesta a distintas
condiciones fisiologicas (9), se conoce muy
poco de sus propiedades cineticas. La
L-alanina: 2-cetoglutarato aminotransfera
sa de maiz es un enzima cuya actividad
disminuye en embrion despues de alcan-
zar un maximo durante la germination;
esta diminution de actividad es impedida
por la adicion de alanina externa. Estos
resultados, junto con la ausencia de L-ala
nina deshidrogenasa en embrion de maiz
sugieren que este enzima es el responsa-
ble de la degradation de alanina que tiene
lugar durante la germination.

Asi como la alanina parece afectar los
niveles del enzima impidiendo su degra
dation, los resultados cineticos que se
presentan en este trabajo parecen sugerir,
ademas, que la alanina, aparte de substra
te del enzima, es efcctor alosterico. Al
menos, la curva de saturation sigmoide
para alanina sugicrc un claro sentido fi-
siologico en cuanto al control de la de
gradation de L-alanina por este enzima.
Una acusada disminucion de L-alanina on
cl embrion determina junto a una intensa 

4
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degradation del enzima una muy pequena
velocidad del mismo.

Las transaminasas varian ampliamente
en cuanto a su especificidad de substrato
(7); la L-alanina:2-cetoglutarato amino-
transferasa estudiada por nosotros parece
ser un enzima bastante especifico que en
todo caso solo utiliza ademds de L-ala-
nina y L-glutamato, a la L-cisteina y
L-serina, segun los resultados de especi-
ficidad obtenidos. Estos dos aminodcidos
son estructuralmente bastante parecidos a
la L-alanina, y desde el punto de vista
fisiologico no se plantean grandes proble-
mas porque la L-serina al igual que la
L-alanina son aminoacidos cuya cantidad
total disminuye durante la germination
del maiz, mientras que la cisteina es un
aminoacido practicamente inexistente en
el endospermo y embrion de maiz (8). Las
constantes cineticas encontradas para pi-
ruvato, 2-cetoglutarato y L-glutamato no
presentan ninguna particularidad especial
dentro de la gran variedad de constantes
cineticas de las transaminasas; en cambio,
si son poco comunes las curvas de satu
ration sigmoides obtenidas para alanina
a bajas concentraciones de 2-cetoglutarato
y que justifican una ulterior purification y
caracterizacion mas completa del enzima.

Resumen

Se ha estudiado la actividad L-alanina:2-ce
toglutarato aminotransferasa (C.E. 2.6.1.2) pre
sente en embrion de maiz (Zea mays). Los ex
trados crudos se fraccionaron con sulfato amo-
nico para obtener preparaciones con baja acti
vidad de otras aminotransferasas presentcs en
los extrados crudos.

El enzima muestra curvas de saturation hi-
perbolicas para los substrates piruvato (KIU

1 mM), 2-cetoglutarato (KIU 0,4 mM) y L-glu
tamato (Km 0,07 mM). Sin embargo, muestra
propiedades cindticas complejas para el subs
trato L-alanina, dando curvas de saturation
para L-alanina sigmoides, cuando se usan con
centraciones fijas bajas de 2-cetoglutarato, e
hiperbolicas normales a altas concentraciones
fijas de 2-cetoglutarato. Estos ultimos resulta
dos se interpretan como indicatives de una re
gulation de la degradation de L-alanina que
tiene lugar durante la germinacion del maiz.

Junto a L-glutamato y L-alanina, el enzima
parece que solo utiliza L-serina y L-cisteina y
sus correspondientes cetoacidos.
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