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El acido 4-aminobutirico (4-AB), ami-
noacido no proteinogenético, se halla
muy difundido tanto en animales G2)
Yy vegetales (3,4) como en microorga-
nismos (5,6,7). Su concentracién es es-
pecialmente notable en cerebro (8,9,10),
tubérculos, rizomas y semillas Cl2).
La localizacion cerebral del &cido 4-ami-
nobutirico ha originado numerosos tra-
bajos aue abogan por una accién di-
recta en la transmisién del impulso ner-
vioso (13,14). Esta sugestiva hipétesis
no explica sin embargo su presencia ha-
bitual en una gran diversidad de orga-
nismos inferiores, por lo que en la ac-
tualidad, y sin descartar la posible ac-
cién neurohormonal de este compuesto,
se tiende a considerar al 4-aminobutira-
to como un metabolito estrechamente
vinculado a ciclos generales del meta-
bolismo intermediario, concretamente al
ciclo de Krebs.

Efectivamente, el acido 4-aminobuti-
rico puede actuar como dador de grupos
amino en una reaccién de transamina-
cién relacionada con el ciclo citrico. El
2-oxoglutarato es el cetoacido aceptor
del resto aminado, formandose Z&cido
glutdmico y semialdehido succinico. No
es necesario destacar el interés de esta
reaccién que origina acido glutdmico
—del que a su vez se regenera 4-AB
por descarboxilacibn— y que puede
conducir a la formacién de Acido succi-

nico mediante una reaccién acoplada.
Esta secuencia representa, por un lado,
un ciclo acoplado al de Krebs y, por
otro, . constituye una via metabélica
para el &cido glutdmico complementa-
ria dela que lo relaciona con el 2-oxo-
glutarato por desaminacién oxidativa.
Aun en el caso de que este ciclo vi-
cario fuera de actuacién secundaria o
eventual, es evidente el importante pa-
pel que podria jugar como sistema de
recurso celular en situaciones de emer-
gencia.

Por las razones que acabamos de
enunciar, consideramos que el estudio
de las reacciones que concurren en el
glutamato en plantas suculentas, de me-
tabolismo hipéxico debido a la superficie
relativamente escasa que exponen al in-
tercambio atmosférico, podria propor-
cionar datos de interés para contribuir
a esclarecer el metabolismo de aminoa-
cidos en las mismas y muy especialmen-
te el relacionado directamente con el
glutamato. Los resultados previos obte-
nidos en Agave americana aconsejaron
ampliar este estudio y extenderlo a
otras plantas de caracteristicas simila-
res.

Los resultados hallados indican que el
ciclo alternativo del tricarboxilico que
preside el 4-aminobutirato es altamente
operante en la mayoria de las plantas
suculentas investigadas, cuya peculiar

(¥) Extracto de la Tesis Doctoral, dirigida por el Profesor Dr. Federico Mayor Zaragoza,

Granada 1967.
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fisiologia incrementa el interés por el
papel que puede jugar el sistema dzl
4-AB como derivaciéon del ciclo tricar-
boxilico. A pesar de haber hallado in-
dicios de 4-aminobutirato en Crasula-
ceas, su especial y caracteristico meta-
bolismo glucolitico y gluconeogénico jus-
tifica aus no se requieran los servicios
del sistema del 4-AB.

MATERIAL Y METODOS

1.—Determinacion de aminodcidos li-
bres. Los tejidos vegetales se estabili-
zan previamente por ebullicién con al-
cohol 95° (10 g de planta en 50 ml
d= alcohol) y se trituran en un homo-
geneizador mecanico. Se realizan suce-
sivas extracciones con alcohol absoluto,
alcohol de 70°, y agua destilada hasta
agotar el marco. S= reunen los filtra-
dos correspondientes y s2 concentran
hasta eliminar el alcohol (50 ml). Una
vez mezclados con un volumen igual de
acido acético al 2 9%, se pasan por una
columna de resina cambiadora de iones
(Lewatit-S-100). Los aminoacidos asi
retenidos se eluyen con amoniaco 1 M
y la solucién cbtenida se concentra has-
ta sequedad con ayuda dez vacio (Rota-
vapor), redisolviendo luego los amino-
acidos por lavados suceasivos con 1 ml de
acido acético al 2% y 1 ml de agua des-
tilada.

Los aminoacidos se han identifica-
do por aplicacién de técnicas mixtas de
cromatografia y electroforesis sobre pa-
pel (15) verificando simultdaneamente las
oportunas pruebas de recuperacion y
control.

2.°—Determinacion de las actividades
enzimdticas. Los ensayos realizados en
el estudio prospectivo de la glutamato
descarboxilasa se han llevado a cabo
por identificacién electroforética (15)
del 4-AB, producto de la reaccién, uti-
lizando homogenados directos obtenidos
por disgregacion del material vegetal en
un aparato tipo “Turmix” (40 g de plan-
ta en 200 ml de tampén fosfato sédico-
potasico 0.1 M, pH=5.7) refrigerado
convenientemente .El homogenado se fil-
tra por muselina. Para la determinacion
del pH o6ptimo de actividad descarbo-
xilante, los extractos se obtuvieron en
las mismas condiciones, pero sustitu-
yendo el tampodn fosfato del pH indica-
do por los tampones apropiados. Los
tampones fueron preparados segun Go-
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mori (16) y el pH final comprobado en
un medidor de pH Polymetron 45-B.

Las determinaciones cuantitativas de
la actividad enzimatica se realizaron
manométricamente en aparato de War-
burg (Braun SL-65) utilizando los ex-
tractos obtenidos del modo descrito. La
determinaciéon de proteinas se ha lleva-
do a cabo segin el método de Lowry
y colaboradores (17).

Para los ensayos de actividades ami-
notransferdsicas se han utilizado homo-
genados directos obtenidos con tampén
citrico-bérax-fosfato 0.5 M, pH=8.3 (18),
asi como extractos purificados por dia-
lisis en presencia de tampdn 0.0005 M
—en microdializador disenado al efec-
to—, extractos purificados por “salting
out” (con sulfato amoénico a pH=28.3 en-
tre 20 y 50% de saturacién), y mitocon-
drias aisladas seguin el método de Mille-
ro y colaboradores (19), previa disgre-
gacion de las mismas en un aparato ul-
trasénico MSE-60. Las actividades trans-
aminantes han sido puestas de mani-
fiesto por identificacién electroforética
de los aminoacidos resultantes. El. se-
mialdehido succinico empleado en la
reacciéon con el glutamato fue prepara-
do segin la técnica de Witt y Hol-
zer (20).

En todos los casos se realizaron in-
cubaciones a 35° C (en bahos termorre-
gulados dotados de dispositivos con
agitacién mecéanica) durante dos horas,
operandose en concentraciones de sus-
trato del orden de 9 X 10-* M.

3.>—Determinaciones volumétricas.

Preparacion de extractos. Se ha parti-
do en todos los casos de 20 g de mate-
rial vegetal, los cuales, previamente
troceados, se han mezclado con unos
130 ml de alcohol abscluto y agitados
en un aparato disgregador tipo “Tur-
mix” durante dos minutos. Después de
filtrar por muselina, los extractos han
sido llevados a un volumen final de 150
ml, realizdndose las valoraciones en par-
tes alicuotas de 50 ml.

Valoracion. Los extractos alcohdlicos
han sido valorados con solucién de KOH
0.01 N. La operacioén se realiza con el
vaso completamente cerrado y agitando
el extracto vegetal al maximo, median-
te el sistema de agitacién electromag-
nética del instrumento empleado con es-
te fin,
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4.°—DMétodos isotépicos. Se llena un
matraz Erlenmeyer de 250 ml con 10 ml
de liquido de Knop-Heller (21), afiadien-
do 4-AB en proporcién de 345 mg por
litro. Se esteriliza al autoclave a 110°
durante 15 minutos. Se afiade el volu-
men de 4-AB marcado que contenga 10
microcurios. Se mide la radiactividad
en 0.1 ml del medio resultante.

Una vez preparado asi el matraz se
adapta el tapon provisto de un tubo en
U, mantenido en etanol hasta ese mo-
mento, llenandose con cantidad adecua-
da de sosa 5 N.

Antes de realizar las siembras debe
esterilizarse superficialmente el material
vegetal (lavando abundantemente con
agua estéril). Luego se introduce el te-
jido entre hojas de papel de filtro pre-
viamente esterilizadas en el autoclave
(una hora a 120°), cortdndose en frag-
mentos de 1 X 1 cm mediante pinzas y
cuchillo previamente flameados. Los
fragmentos se introducen en el matraz
mediante pinzas largas, siguiendo las re-
glas habituales de asepsia en este tipo
de técnicas.

El matraz tapado se lleva al disposi-
tivo ideado para la incubacién. La agi-
tacion debe ser muy leve de tal modo
que el material quede alternativamente
cubierto y descubierto por el liquido nu-
tritivo para permitir la respiraciéon y la
nutricion del material vegetal.

El matraz se mantiene en estas con-
diciones el tiempo de incubacién reque-
rido. Una vez transcurrido este tiempo
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se hace pasar una corriente de nitrége-
no por el sistema y se recoge la sosa
del tubo en U. Se anade solucién de clo-
ruro barico 1 N a la sosa y se racoge
el precipitado en un filtro de vidrio po-
roso desmontable, previamente tarado,
dejando secar bajo ldmpara de infrarro-
jo. Una vez seco, el carbonato se sus-
pende en agua y una porcién de la sus-
pensién se coloca sobre una plancheta
de peso conocido y se deja secar. Por
diferencia de peso podemos calcular la
cantidad de carbonato colocado en la
plancheta. Sz mide la radiactividad del
carbonato y la de 0.1 ml del medio des-
pués del ensayo.

5.—Productos. Los aminodcidos vy
coenzimas utilizados en las reacciones
enzimaticas fueron suministrados por
Sigma y Nutritional Biochemical. La
ninhidrina procedia de la firma BDH;
la piridina, de Riedel y Haén. El resto
de productos y disolventes procedia de
firmas nacionales.

RESULTADOS

1.>—Aminodcidos libres en las espe-
cies ensayadas. Expresamos a continua-
cién los resultados obtenidos en la in-
vestigacion de aminodcidos libres exis-
tentes en Opuntia vulgaris, (tallo y fru-
to), Cereus tortuosus, Crassula portula-
cea Yy Sedum pachiphyllum. Las con-
centraciones respectivas vienen indica-
das por cruces de una manera aproxi-
mada, atendiendo a la superficie e in-
tensidad de las manchas obtenidas.

TABLA 1
Aminoéacidos libres en Opuntia vulgaris (tallo y fruto) y Cereus tortuosus.

O wvulgaris, tallo O. vulgaris, fruto

C. tortuosus

A. Aspartico 2
A. Glutamico

A. 4-Aminobutirico
Arginina

Lisina (Ornitina)
Leucina (Isoleucina)
Valina

Tirosina

Prolina

Alanina

Glicocola

Treonina
Glutamina

Serina

Asparagina

Fenil alanina
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La presencia de arginina y prolina ha
sido comprobada por medio de sus reac-
ciones especificas respectivas (22,23).

En el caso de las especies de crasula-
ceas se han realizado analisis paralelos
en plantas recolectadas al atardecer y
por la manhana, inmediatamente antes
de recibir iluminacion.

En todos los casos se ha partido de
la misma cantidad de planta y realiza-
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do el analisis en idénticas condiciones
por lo que los resultados son compara-
bles entre si.

Hemos de anotar, no obstante, que el
material de partida para el ensayo de
Opuntia vulgaris procedia de plantas de
gran tamano, recolectadas en el campo,
mientras en los demdas casos se partio
de plantas procedentes de jardines e
invernaderos.

TABLA II
Aminoacidos libres en Crassula portulacea y Sedum pachiphyllum

A

B A

w

A. Aspartico

A. Glutéamico

A. 4-Aminobutirico
Arginina

Lisina (Ornitina)
Leucina (Isoleucina)
Valina

Tirosina

Prolina

Alanina

Glicocola
Treonina
Glutamina

Serina

Asparagina
Fenil-alanina
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Columnas A : Plantas recolectadas por la tarde.
Columnas B: Plantas recolectadas por la mahana.

A continuacién incluimos, a titulo de
ejemplo, los cromatogramas correspon-
dientes a la especie Sedum pachiphy-
llum, recolectada por la tarde (figuras
liEy2),

. Lisina( Ornitina)
Argining

@® .

ELECTROFORESIS p H:39

CROMATOGRAFIA —

(R-87-67)

Figura 1.—Sedum pachiphyllum. Planta re-
colectada por la tarde. Primer desarrollo

WAYHOOLYWOHD

= ELE;ZTROFORESIS pH=27
(R-86-67)

Figura 2.—Sedum pachiphyllum. Planta re-
colectada por la tarde. Segundo desarrollo
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2.°—Difusion de la glutamato descar-
boxilasa. La actividad descarboxilante
hallada en las espacies ensayadas por
el método semicuantitativo cromatogra-

A.—CACTACEAS

Opuntia vulgaris
Opuntia ficus indica

Opuntia microdasys albispina -

Cereus tortuosus
Cereus geometisans
Cereus peruvianus
Echinopsis multiplex
Ferocactus albispinus
Mammillaria elegans

Pilocereus euphorbioides
Trichocereus santiaguensis

B.—LILIACEAS

Aloe brevifolia
Lapiedra martinezi
Gasteria linguata
Hawortia attenuata

C.—EUFORBIACEAS

Euforbia mogador
D.—AZIOACEAS

Faucaria tigrinn
E.—CRASWLACEAS

Crassula portulacea
Sedum altissimun
Sedum pachiphyllum
Echeveria calva
Cotyledon ausana

F.—AMARILIDACEAS

Agave americana

Curvas de actividad descarboxilante
con relacion al pH. La determinacion
del pH 6ptimo se ha realizado en las
especies mas activas, obteniéndose en
todos los casos valores que oscilan en-
tre 5.7 y 6.0. La figura 3 muestra =l elec-
troforograma correspondiente a la espe-
cie Opuntia vulgaris (fruto).

Didlisis. Se dializé —siguiendo la téc-
nica oportunamente descrita— un ex-
tracto directo obtenido a partir de Ce-
reus tortuosus y el dializado obtenido
se ensayo en las siguientes condiciones:

A —Sin adicién de piridoxal-5-fosfa-
to (PLP).

fico se resume a continuacién. Las cru-
ces corresponden a las distintas super-
ficies e intensidades de las manchas de
4-AB formado.

+A 4+t
+++ e+t
+4++ ++

+ ++

e T
+

T e

++++++

B.—Con adiciéon de PLP.

C—Con adicion de extracto crudo
hervido. 7
D.—Con adiciéon de extracto crudo

hervido y PLP.

Otra prueba fue realizada con extrac-
to crudo consarvado en iguales condicio-
nes que el dializado.

Las actividades, determinadas por el
procedimiento electroforético habitual,
resultaron como sz expresa en la ta-
bla III.
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TABLA III
Glutamato descarboxilasa

A —Dializado
B.—Dializado
C.—Dializado
D.—Dializado

e PR

(R-88-67)

Figura 3.—Influencia del pH en la actividad
de la glutamato descarboxilasa de Opuntia
vulgaris (fruto). Los tubos contenian 1.5
ml del tampoén correspondiente, 0.2 m] de
PLP (500 uwg/ml), 0.3 ml de glutamato sédico
al 1 9% y 1 ml de preparacion enzimatica.
Los pH finales resultaron de 5.3, 5.7, 6.0, 6.4,

6.8, 7.2 y 7.4 respectivamente

Obtencién del enzima parcialmente
purificado por fraccionamiento salino.
Hemos obtenido una preparaciéon enzi-
matica parcialmente purificada a partir
d= Opuntia vulgaris (tallo) por preci-
pitacién fraccionada con sulfato amoéni-
co entre el 22 y 45%. La preparacion
obtenida se ensayé frente a glutamato
s6dico en las condiciones anteriormente
indicadas, encontrandose una actividad
especifica veinte veces mayor a la del
extracto crudo.

Estudio de algunas condiciones de la
reaccion.

A.—TLa adicién de PLP a los extractos
crudos mejora solo muy levemente la
actividad descarboxilante.

B.—Infiuencia del etilendiaminotetra-

+ extracto hervido
+ PLP 4 extracto hervido
E.—Extracto conservado igual al dializado

+++ o+
+ 4+t

+
+ +
++
+++

cetato (EDTA). La posible necesidad de
iones metélicos, sugerida por el incre-
mento de actividad obszrvado al anadir
extracto hervido y, por tanto, no activo
enzimaticamsante, al dializado de Ce-
reus tortuosus, ha sido estudiada por el
procedimiento habitual mediante la adi-
cibn de EDTA en concentraciones del
orden de 10-%, 10-* y 10-°> M/1.

La actividad observada en todos los
casos era sensiblemente igual a la ob-
tenida sin adicion de EDTA.

3..—Determinacion cuantitativa de la
glutamato descarboxilasa. Se han de-
terminado manométricamente las con-
centraciones Optimas de sustrato y la
constante de Michaelis-Menten (Km)
para las especies de Cereus tortuosus y
Opuntia vulgaris. En todos los casos se
han calculado las actividades especifi-
cas de los extractos, previa detiarmina-
ciéon de proteinas totales.

Se ha observado una coincidencia no-
table (Tabla IV) entre los valores de
Km hallados segun la represantacion
grafica de Lineweaver y Burk (24) ope-
rando con velocidades “normales” (v, 10
min.) y los encontrados siguiesndo el
sistema propuesto por Schales y Scha-
les (25,26) para el calculo de velocida-
des iniciales en sistemas de rapido tran-
sito de orden cero a primer orden.

TABLA IV

Calculo de la Km en Cereus tortuosus
y Opuntia vulgaris.

Cereus tortuosus:

Constante de Michaelis: Km=1.6 X
10-* M.
Actividad especifica: QCO:2=59.83

Opuntia vulgaris:

Constante de Michaelis: Km=4.7 X
10-° M. i

Actividad especifica: QCO:=25.20.
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(R-89-67)

Figura 4.— Glutamato descarboxilasa de

Opuntia vulgaris. Determinacién de la cons-

tante de Michealis-Menten segun Schales y

Schales. Los vasos contenian concentraciones

de sustrato de 13.6, 9.71, 5.83, 291 y 145
Xl G2 Ty 702 0= VI

La accion de efectores sobre la velo-
cidad de la reaccion descarboxilante
se ha investigado manométricamente.
La glutamato descarboxilasa de Cereus
tortuosus es activada débilmente por el
glutation (8%). El acido ascoérbico inhi-
be en un 12% y el 2.3 dimercaptopro-
panol alcanza valores de inhibicién del
40%. La enzima de Opuntia vulgaris es
claramente activada por glutation,
EDTA y Aacido salicilico, en proporcio-
nes proximas al 45% en todos los casos.

Influencia de la atmosfera inerte y
de la presencia de 4-AB en la veloci-
dad de la reaccion descarboxilante. El
estudio manométrico de la reaccion des-
carboxilante en Cereus tortuosus revela
que hay una actividad mas intensa
cuando se opera en atmosfera inerte
(conseguida con gas nitroégeno). No se
ha observado efecto alguno sobre la

A. Aspartico + 2-oxoglutarato ——>
A. Glutédmico + Oxalacatato ——>

Alanina + 2-oxoglutarato ——>
A. Glutédmico + Piruvato >

Las intensidades de estas reacciones
han sido notablemente mayores que las
encontradas para las que utilizan 4-AB
como donador, cuando se ha partido de
homogenados directos.

La transaminacion entre la alanina y
el 2-oxoglutarato ha sido la mas inten-
sa, siendo en cambio el paso inverso
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velocidad de la reaccién cuando se ana-
de 4-AB.

4.°.—Investigacion de actividades ami-
notransferdsicas.

A.—Con 4-AB como aminodcido do-
nador.

a—Las actividades transaminantes
han sido estudiadas en Opuntia vulga-
ris (tallo y fruto) Cereus tortuosus (ta-
llo) y Agave americana (flores, hojas y
escaro) (fig. 5).

b.—En todos estos materiales se ha
encontrado actividad aminotransferasi-
ca entrzs 4-AB y 2-oxoglutarato, no ha-
llandose una actividad apreciable para
el piruvato en las condiciones de expe-
rimeantacion.

c.—La actividad observada utilizando
homogenados directos ha sido precaria,
debido a la aparente localizacién mito-
condrial d= la enzima y a la reactividad
de los productos de la reaccién (gluta-
mato y alanina). En =l primer caso, ade-
mas se halla influida por la concurren-
cia de la transaminacién con el aspar-
tato presante en el extracto.

d.—La actividad transaminante entre
el 4-AB y el 2-oxoglutarato se puso de
manifiesto con mas claridad utilizando
extractos purificados por didlisis y por
precipitaciéon con sulfato amoénico entre

‘2l 20 y 50% de saturacion.

e.—Se han obtenido resultados com-
pletamente satisfactorios con prepara-
ciones de mitocondrias rotas al ultra-
sonido: la produccion de glutamato re-
sulto asi evidente y sin interferencias.

B.—Otros aminodcidos donadores. Se
han identificado las actividades amino-
transferasicas siguientes:

A. Glutdmico + Oxalacetato

A. Aspartico + 2-oxoglutarato

A. Glutamico + Piruvato
Alanina + 2-oxoglutarato

(transaminacién entrs &acido glutamico
¥y piruvato) el de menor intensidad.

Las interconvarsiones entre los aci-
dos glutdmico y aspartico han funciona-
do siempre bien, dependiendo el senti-
do de la r=accién de las cantidades res-
pectivas presentes.

C.—Reaccion inversa (glutamato: se-
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mialdehido succinico aminotransferasa).
La reaccién entre el glutamato y se-
mialdehido succinico para originar 4-AB
y 2-oxoglutarato ha sido puesta de ma-
nifiesto en los materiales anteriormente
citados, utilizando los mismos tipos de
preparaciones enzimaticas. (fig. 5).

En todas las ocasiones la actividad ha
sido mas clara que la correspondiente

|

|

i
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(R-90-67)

Figura 5.—4-AB: 2-oxoglutarato transamina-
sa. Reacciones directa e inversa en Agave
americana. Los tubos contenian: n.° 1: 1 ml
de tampén citrico-borax-fosfato pH 84 ¥y
1 ml de preparacién enzimitica; n.°© 2: 0.5
ml de tampé6n, 0.1 ml de PLP (500 wg/ml),
0.5 ml de 4-AB al 1 %, 0.15 ml de 2-oxo-
glutarato al 1 % y 1 ml de preparacién en-
zimatica; n.° 3: igual contenido; n.° 4: sin
2-oxoglutarato; n.° 5: sin 4 AB (en ambos
tubos se afadié el volumen de tampén ne-
cesario para hacer un total de 2 ml); n.° 6:
1.5 ml de tampén’ 0.1 ml de PLP y 0.4 ml
de"ghutamato a1 1 %; n° 7: 1 mi de ' tam-
pén, 0.1 ml de PLP, 0.4 ml de glutamato y
0.5 ml de semialdehido succinico (al 10 %
aproximadamente); n.° 8: 1,5 ml de tampon,
0.1 ml de PLP y 0.4 ml de glutamato. En los
tubos 6, 7 y 8 se agreg6 1 ml de preparaciéon
enzimatica. Los tubos 1, 2 y 6 fueron dete-
nidos a tiempo cero por adicién de alcohol
etilico antes de la incubacién

F. SANCHEZ MEDINA

a la reaccion directa, debido a la menor
utilizacién ulterior del 4-AB, poducto
de la reaccién. Se empled en todos los
casos semialdehido succinico reciente-
mente preparado y llevado extempord-
neamente al pH de la reaccion.

5.°—Determinaciones cromatogrdficas
Yy volumétricas realizadas en Crasuld-
ceas.

Determinaciones cromatogrdficas. Se
han realizado desarrollos cromatografi-
cos con los eluatos exentos de aminoéa-
cidos obtenidos de la columna de Lewa-
tit S-100 a partir de los extractos de
Crassula portuldcea y Sedum pachiphy-
llum recolectados por la manana y al
atardecer. Se ha seguido la técnica cro-
matografica de Jules, Schneider y La-
coste (27), utilizando la modalidad as-
cendente.

Coincidiendo con lo indicado por Ran-
sén (28), se ha encontrado un conside-
rable aumento de acido malico en las
plantas recogidas por la mahana, si
bien en menor proporcién que la cita-
da por este autor. El acido citrico tam-
bién se halla en mayor cantidad en la
planta recolectada al amanecer. El iso-
citrico, en cambio, se halla en cantida-
des minimas en la planta recolectada
por la tarde y no se ha detzctado en
las muestras tomadas por la manana.

Determinaciones wvolumétricas. Estas
pruczbas se han realizado con el fin ex-
clusivo de confirmar los resultados ob-
tenidos por cromatografia. Efectiva-
mente, la acidez es mucho mayor en
las plantas recolectadas por la manfa-
na, como corresponds a su mayor con-
tenido en &cido malico.

A continuacién, y a titulo de ejem-
plo, exponamos los resultados obtenidos
con Crassula portulacea. La planta fue
mantsnida en la oscuridad hasta las
diez y media de la mafnana, y las mues-
tras para realizar las valoraciones fue-
ron tomadas cada tres horas hasta el
atardecer.

La acidez la referimos a acido malico,
expresando los resultados en mg de aci-
do maélico por gramo de planta.
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Muestra recogida a las 10 h 30 m

= 5 » 13h 30m
16 h 30 m
19h 30m

”» ”» ”»

”» ”» ”»

6.>—Determinaciones con 4-AB C-14.

:1,190 mg Mal./g planta
:0.274
:0.248
:0.231

9 ”»

”» ”»

”» ”»

c/m ¢/m
Plancheta t Cuentas c/m correg. corregido
fondo. autoabs.
0.1 ml. de medio antes de incubar 2 24,569 12,284.5 12,281.7 —
0,1 ml. de medio después de incubar 2 15,868 7,939 7,936.2 —
CO;Ba 8.6 mg. 10 60 6 32> b4
Co3Ba30.7 mg. 10 745 ilsD 4 e hi
Actividad media del C*Os3;Ba a espesor infinito:
6.4 + 5.2
== 4hig e /m,

Peso total de COsBa-C* obtenido = 585 mg.

45 mg (peso para espesor infinito) ...
585t DTS QINHSES 10 oaE

5.8 ¢/m.

75.4 c¢/m.

Actividad total en el COs;Ba-C* procedente del CO.-C* desprendido en las 5

horas de incubaciéon : 75.4 ¢/m.

DISCUSION

En este estudio se ha comprobado la
extraordinaria difusién de la glutama-
to descarboxilasa en vegetales. Existen
interesantes variaciones en la actividad
especifica, pero su presencia es constan-
te en las diversas especies de cada fa-
milia botanica. Las Crasuldceas y Ai-
zoaceas constituyen una excepcibén, que
puede explicarse en virtud de su pecu-
liar metabolismo glucidico. Debe desta-
carse qu2 el sistema del 4-AB se halla
precisament2 en las plantas estudiadas
que presentan una menor superficie de
intercambio, plantedndose de nuevo su
estrecha relacién con el metabolismo
precariamente oxigenado.

Tanto los valores de pH 6ptimo ha-
llados como la constante cinética de
Michaelis-Menten guardan una satis-
factoria concordancia con los datos pu-
blicados anteriomente para la glutama-
to descarboxilasa de origen vegetal
(3,4). El rapido decrecimiento de la ac-
tividad en relacién al tiempo corrobora

los datos aportados por Beevers (29),
como una rapida transicién a una reac-
cion de primer orden. Los compuestos
tidlicos de bajo peso molecular no pa-
recen proteger a la proteina apoenzima-
tica en las condiciones experimentales.
Unicamente el tripéptido glutation pa-
rece ejercer un ligero efecto protector
de la actividad enzimaética.

La determinacién cuantitativa mano-
métrica de la actividad descarboxilan-
te ha permitido poner de manifiesto la
alta actividad especifica de las especies
Cereus tortuosus y Opuntia vulgaris,
confirmando plenamente los resultados
obtenidos en la semicuantitativa cro-
matografica.

Contrariamente a lo que sucede en
la enzima procedente de Lupinus albus
(4), el apoezima retiene fuertemente al
piridoxal-5-fosfato, de tal modo que su
adicién a la mezcla reaccionante esti-
mula muy débilmente la actividad.

No hemos hallado influencia alguna
por la adicion de EDTA en las condi-



376

ciones experimentales. La incompatioi-
lidad existente enire los pH 6ptimos de
quelacién y los de estabilidad .apoenzi-
matica hace que quede sin resolver el
interesante problema del requerimien-
to de oligoelementos (30). La actividad
4-aminobutirato: 2-oxoglutarato amino-
trasferasica ha sido puesta claramente
de manifiesto en los vegetales estudia-
dos. Hasta este momento, Unicamente
Dixon y Fowden (31) habian podido de-
mostrar claramente esta actividad en
mitocondrias aisladas de guisantes. Exis-
ten, ciertamente, muchas dificultades ex-
pemmentales para la demostraciéon de
esta actividad, ya cue no pueden em-
plearse los procedimientos propios para
el reconocimiento de grupos oxo (pre-
sentes igualmente en el producto, ce-
toidcido homoélogo del aminoacido da-
dor) ni de los grupos amino (por razo-
nes similares). Este problema se plantea
en todas las reacciones de transferan-
cia ya que no se producen cambios no-
tables d2 estructura.ni se originan nue-
vos grupos que permitan la aplicacién
de una valoracion analitica diferencial.
Por otra parte, el glutamato, producto
de la reaccion transaminante (como
compuesto derivado del 2-oxoglutarato,
cetoacido aceptor) se halla normalmen-
te en cantidades elevadas en los extrac-
tos y es muy dificil comparar los in-
crementos semicuantitativos obtenidos
con los correspondientes ensayos tes-
tigo.

La demostraciéon de actividad trans-
aminante del 4-AB en los fraccionados
con sulfato amoénico, permitz estable-
cer sin lugar a dudas el papel fisiol6-
gico del sistema del 4= aminobutirato en
los vegetales estudiados, como ciclo
acoplado al de los &cidos tricarboxili-
cos.

No se ha podido comprobar la indi-
cacién de Dixon y Fowden de que el
piruvato actia como amlnoaceptor De
todos los cetoacidos ensayados, Unica-

mente el 2-oxoglutarato presenté acti-
vidad.

El reconocimiento de la reaccion glu-
tamato: semialdehido succinico amino-
transferasa ha presentado menores obs-
taculos que la de la transaminasa di-
recta debido, por una parte, a la me-
nor concentraciéon de producto (4-AB)
en los blancos y, por otra, al menor me-
tabolismo del mismo en las condiciones
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experimentales. El hallazgo de esta acti-
vidad constituye, por vez primera, una
clara demostracién de las posibilidades
de transformacién del 4-AB en vegeta-
les, de acuerdo con la disponibilidad de
los sustratos requeridos.

Los resultados obtenidos sugieren
una distinta localizaciéon de la enzima
descarboxilante y transaminante (ex-
tra e intramitocondrial respectivamen-
te). Esta distinta ubicacion es de inte-
rés en la interpretaciéon de su papel fi-
siolégico. En condiciones normales, la
eficacia de un sistema distanciado pare-
ce pequefia, cuando se sabe que la gran
mayoria de las células vegetales tiznen
un ciclo tricarboxilico activo y gluta-
mato deshidrogenasa. Pero en condicio-
nes que detengan la conexion entre el
92-oxoglutarato y el succinato, o que dis-
minuyan el rendimiento del ciclo tri-
carboxilico, este ciclo alternativo puede
inducirse hasta alcanzar una notable
significaciéon biologica.

RESUMEN

Se ha realizado el estudio cromatogra-
fico de los aminoécidos libres existen-
tes en Opuntia vulgaris (tallo y fruto),
Cereus tortuosus, Crassula portulacea y
Sedum pachiphyllum.

Se presentan los resultados obtenidos
en la labor prospectiva de la enzima
descarboxilante del glutamato en 23 es-
pecies vegetales pertenecientes a 6 fa-
milias botanicas de plantas suculentas.
La glutamato descarboxilasa s= encuen-
tra en todas las especies de Cactéceas,
Euforbiaceas, Lilidceas y Amarilidaceas
ensayadas, no habiéndose encontrado,
en cambio, en las especies de Crasulé-
ceas y Aizoaceas que se han estudiado.
El pH 6ptimo (5.7-6.0) y la constante
cinética de Michaelis-Menten (1.6 y 4.7
X 10-> M para Cereus tortuosus y
Opuntia vulgaris respectivamente) coin-
ciden satisfactoriamente con los datos
publicados para esta enzima en orige-
nes vegetales. La proteina apoezimati-
ca retiene fuertemente unida, en las
condiciones experimentales, a la mo-
lécula coenzimatica (piridoxal-5-fosfa-
to). Por fraccionamiento salino, se ha
conseguido purificar unas veinte veces
la glutamato d=scarboxilasa procedente
de Opuntia vulgaris (tallo).

Se han investigado actividades ami-
notransferasicas en Opuntia vulgaris
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(tallo y fruto), Cereus tortuosus (tallo)
y Agave americana (flores, hojas y es-
capo). En todos estos materiales se ha
encontrado actividad transaminante en-
tre el 4-aminobutirato y el 2-oxoglutara-
to, no halldndose actividad apreciable
cuando se utilizan piruvato y oxacetato
como alfa-cetodcidos aceptores. Los me-
jores resultados se han obtenido —dada
su situacién intramitocondrial aparen-
te— con preparaciones de mitocondrias
rotas al utrasonido. También se ha
puesto de manifiesto la reaccién transa-

minante inversa —glutamato: semialde-
hido succinico aminotransferasa.

Empleando 4-aminobutirato radiacti-
vo, se ha puesto de manifiesto su incor-
poracién y metabolismo en fragmentos
tisulares de Opuntia vulgaris.

Estos resultados parecen confirmar la
hipdtesis de que el ciclo alternativo del
4-aminobutirato existe en la mayoria
de las plantas suculentas investigadas,
cuyo reconocido metabolismo hipéxico
pbresta singular interés al conocimiento
de su papel fisioldgico.
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