ESTUDIOS SOBRE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA EN EL PROCESO
DE GERMINACION. IV.

PROTEASAS EN VARIEDADES DE MAIZ

Por JUAN ROCA y RAUL ONDARZA V.,
del Instituto de Biologia.

Al empezar ecn 1948 cl estudio de la actividad enzimatica ¢n el proceso
de germinacién, seiialamos el hecho de¢ que a medida que se efectia esc
proceso ¢n los cereales aumenta dicha actividad hasta llegar a un méiximo
y lucgo disminuye mis o menos ripidamente. A partir de esa fecha hemos
estudiado sistemdticamente la actividad sacarogénica del maiz y del frijol,
las amilasas alfa y beta en hibridos y variedades de maiz mcxicano, alfa y
beta amilasas y catalasas en trigo germinado experimentalmente, y por alti-
mo estudiamos catalasa en variedades de frijol, para continuar ¢n este tra-
bajo con la actividad proteolitica en variedades de maiz.

En estudios anteriores hemos visto la importancia que tienen las enzi-
mas proteoliticas; solo seflalaremos que hemos modificado tanto el proce-
dimiento de preparacion de extractos como: el método de valoracién de Ia
actividad enzimitica. El extracto de todo el grano, ya sea seco o germina-
do, conticne una cantidad muy grande de carbohidratos desprovistos de pro-
piedades enzimiticas, lo que dificulta las experiencias, pues como la activi-
dad es proporcionalmente menor precisamente por ese resto incrte, exige,
como es natural, un tiempo de accién muy largo, csto es, de 24 horas, razén
por la que se nos ocurrid separar los gérmenes de maiz desarrollados por
varios dias y estudiar la actividad cnzimdtica Gnicamente en el extracto
obtenido con esos gérmenes, separados del resto inerte de polisacaridos, lo
que por otra parte es l6gico porque segiin hemos demostrado anteriormente
la actividad enzimatica estd concentrada precisamente en ¢l embridn.

Al estudiar las proteasas del frijol intentamos hacer cse estudio previa
desecacion de los extractos correspondientes, y sefialamos que no di6 resul-
tado, pues una vez desecados perdieron toda su actividad, lo que probable-
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mente s¢ debid a que no disponiamos de los medios adecuados. Al estudiar
las proteasas del maiz insistimos ¢n la idea primitiva, para lo cual separamos
los embriones a baja temperatura y conservamos al vacio, encontrando que
en esas condiciones perdura la actividad por mis de un mes, de tal manera
que en este trabajo hemos utilizado en todos los casos Gnicamente gérmenes
de maiz aislados y desecados.

También hemos cambiado el método de valoracion de la actividad pro-
teolitica. En ¢l frijol utilizamos ¢l de¢ Waldshmidt-Leitz, fundado en la
titulacion de los grupos carboxilicos en la gelatina, ¢sto ¢s, ¢en una proteina
extrafa: actualmente sc tiende a recemplazar esos métodos por procedimien-
tos autoliticos. Jo que quiere decir que las proteasas obrarin sobre prétidos
propios de las semillas como substratos. En este caso se siguen dos caminos,
uno cn ¢l que se usan exclusivamente los protidos propios, ideado por Ayre
y Andcrson; pero se ha visto que algunas veces hay el inconveniente de que
esos protidos de las semillas estin ¢n proporcién igual o menor que la
actividad enzimidtica, por lo que hay peligro de que falte substrato, y debido
a esto propuso Miller una modificacién que consiste en agregar a los pro-
tidos propios cierta cantidad de prétido extrafio en proporcidén constante:
este cs el método que hemos seguido ¢n este trabajo. Zoch y Olson lo con-
firmaron al estudiar la actividad proteolitica en la malta utilizando autoli-
zados con y sin hemoglobina. En los resultados que se consignan cn el
curso de este trabajo, puede verse que en muchos casos la actividad enzimad-
tica agotaria los prétidos propios del maiz en caso de que no sc afadiesc
hemoglobina, por lo que ¢l procedimicnto escogido nos ha parecido bueno
en vista de los resultados obtenidos.

Materiales y métodos

Las muestras de maiz cstudiado germinaron siempre a temperatura
entre 25 y 30° y cn las mismas condiciones de humedad y luz. Primero se
utilizaron muestras germinadas por 4 dias; sc procedié a separar los gérme-
nes bicn desarrollados, y con ellos. previa trituracién, sc hizo un extracto
acuoso para determinar actividad proteolitica segin el método que se des-
cribird después; los resultados obtenidos en tres valoraciones no fueron uni-
formes a pesar de haber seguido con cuidado la misma técnica, por lo que
s¢ nrocedié a desmenuzar y desecar ripidamente a 40° y en el vacio los
gérmenes de 4 dias, luego se pulverizaron finamente y, tomando una parte
para determinar actividad proteolitica, se conservé cl resto al vacio para
repetic fa mism téenica 15 dias después: como los resultados obtenidos
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fucron anilogos ¢n ambos casos, esto es, luego de la desecacion y después
de conservarlos, sc procedié a obtener gérmenes de tres muestras de maiz
germinados en las mismas condiciones por 4, 5, 6 y 7 dias, s¢ separaron
los gérmenes, se desecaron, pulverizaron y conservaron al vacio.

La actividad proteolitica se dctermind siguiendo el procedimiento des-
crito por Lawrence L. Zoch y W. J. Olson; sc prepararon las soluciones
siguientes:

1. Buffer de acetatos-icido acético, preparado con una solucién que
contiene 24.612 grs. de acetato de sodio y 16 ml. de dcido acético
glacial en 900 ml. de¢ agua, afadiendo mas acético hasta pH 4.5 y
luego agua a 1000 ml.

2. Acido tricloracético al 37.5%, disolviendo 37.5 grs. ¢en 62.5 ml.
de agua.
3. Bactohemoglobina Difco e¢n polvo.

Para Ja valoracién de la actividad protcolitica se pesan 0.5 grs. del
polvo desccado de germen de maiz, se mezclan con 0.25 grs. de bactohemo-
globina cn matraz Erlenmeyer, y se afiaden poco a poco y agitando 25 ml
de solucidon buffer de acetatos hasta obtener un liquido homogencizado.
En matraz anilogo sc pesa, mezcla y diluye exactamente lo mismo que
antes: los dos matraces se ponen ¢n B. de M. a 40°, a los 20 minutos se
saca del B. M. uno de los matraces, que sc¢ tomard como testigo, y se le
anaden, agitando, 5 ml. de la solucién concentrada de tricloracético;
el otro matraz continda en B. M. por otros 60 minutos, y después de ese
tiempo sc le afiaden 5 ml. de la solucién de tricloracético: s¢ agita y centri-
fuga el contenido de los dos matraces a 1800 r. p. m. por 5', y se filtran
por papel Whatman no. 30. Del filtrado de cada matraz se toman 5 ml,
y en cada uno sc valora ¢l N. por el método conocido de Kjeldhal. Del N
liberado por el extracto después de actuar 80’, sc resta el obtenido en el
testigo de 207, y esa diferencia en mgs. de N por 1 hora y 1 gramo de polvo
de germen es lo que senalamos como actividad proteolitica, esto es, el nitré-
geno soluble espontineamente ¢n 20” se resta del que liberan las proteasas
después de actuar 60’ cn las mismas condiciones, y la unidad de actividad
corresponde a mgs. de N liherado en 1 hora y por gr. de germen.

Las muestras estudiadas han sido el H 309, con altura de aclimatacion
de 1000 a 1900 mtrs., la V Texas, y la V 550 con altura de aclimatacién de
® 2 1300 m. s. n., del mar; Jos gérmencs de 4, 5, 6 y 7 dias tuvieron des-
arrollo exuberante.
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GRAFICA N° 1
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Dias de germinaciéa.

La actividad protcolitica de todos esos gérmenes se expresa claramente
en la grafica ne 1.

De la grifica anterior se deduce claramente que la actividad proteoli-
tica es practicamente nula al empezar la germninacion; aumenta, pero no
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igualmente en las tres muestras, ya que la mixima actividad, medida por el
nitrégeno liberado, corresponde al 5° dia para las muestras Texas y. 550,
mientras que para ¢l maiz 309 aparece la mdxima actividad en ¢l 7° dia.

Con objeto de profundizar en el conocimiento de esa actividad pro-
teolitica s¢ procedié a comparar el nitrégeno total, o sea las proteinas del
maiz, con el nitrégeno soluble de las mismas muestras: ¢l primcro se obtuvo
por un Kjeldhal directo del grano semilla de maiz, y ¢l llamado soluble se
valoré tomando ¢l polvo del maiz respectivo, y después de anadir hemo-
globina y buffer de acetatos, se dejo 60” en B. M. a 40°, anadicndo des-
pués tricloracético y valorando en 5 ml. del filtrado ¢l nitrégeno, calculan-
do después el de 1 gr. y restindole previamente el N propio de la hemo-
globina soluble ¢n las mismas condiciones; los resultados vienen expresados
a continuacién.

N total por 1 gr. Muestras N soluble por 1 gr. 1 h.
001526 LS. vviiiieeveee. Maiz I 209 s'n germivar o 0.002904 grs.
0.01568 Brs. ..oooovivivieeennn, Maiz V Tox. sin germiner oo 0.001056 grs.
0.01638 RIS, oo Maiz V 550, 2in germnas oo, 0.001512 grs.

Estudio comparativo anilogo sc¢ hizo con el N total del cmbrién de
maiz desccado correspondiente a 4, 5, 6 y 7 dias de germinacién, y el N
soluble de las mismas muestras obtenido conforme se acaba de explicar ¢n
cl pirrafo anterior: los resultados, para mayor claridad, se cxpresan en la
grafica n® 2.

En lo que se refiere al N total, puede verse claramente e¢n dicha
grifica que aumcenta su proporcién a medida que germina la semilla hasta
¢l sexto dia, para descender al dia siguicnte. Esto puede interpretarse como
si s¢ verificase la sintesis proteinica en el embrién a partir de los compues-
tos solubles, hidrolizados por las proteasas y transportados desde ¢l endos-
permo o sca de los prétidos de reserva simplificados por las enzimas libera-
das en el embrién: de lo que se deduce que comparando la actividad
proteolitica de las tres muestras de maiz, en lo que se reficre a su poder de
sintesis, encontramos un claro paralelismo c¢ntre mayor actividad protcoli-
tica y mayor sintesis de proteinas, o sea que la variedad 550, que posce
mayor actividad proteolitica, es la que al sexto dia tienc también mayor
cantidad de N total y por lo tanto mayor cantidad de prétidos.
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GRAFICA N°* 2

Metabolismo Proteinico
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Dias de germinacidn.

Esto sc confirma con la parte de la grifica que sc refiere al llamado N
soluble, o sea al que no se precipita por ¢l dc. tricloracético al 37.5%, y
que correspond¢ fundamentalmente al N. de aminodcidos liberados por la
accion de las proteasas.
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Discusion

Hartig, en 1858, fué el primero cn sugerir que durante la germinacién
s¢ fraccionan las proteinas de reserva de las semillas originando substan-
cias solubles, aprovechables por el embrién, a las que denominé “Gleiss';
esto fué aceptado por Pfeffer relacionando la gleiss con asparagina. Von
Gorup Besanez descubrié en 1874 las enzimas proteoliticas en la semilla, y
s¢ acepté como hecho cierto que la hidrélisis de los prétidos en el proceso
de germinacién cra debida precisamente a las enzimas proteoliticas.

Posteriormente fué confirmado lo anterior, cntre otros autores por
Prianischnikow, que al estudiar la regencracién de prétidos en el germen
asegura que los prétidos deben proceder de las reservas propias de las
semillas, ya que en las condiciones experimentales de germinacién de esas
semillas en el laboratorio, se excluye la posibilidad de asimilacién de otras
fuentes extrinsecas de nitrégeno, de lo que deduce que la sintesis de los
proétidos propios del germen, esto es, elaborados por ¢l vegetal, ha de partir
de los productos proteinicos hidrolizados en los primeros 10 o 15 dias, los
que una vez liberados podrin condensarse en forma de nuevos polipéptidos.
no cxcluyendo la posibilidad de la transformacién o sintesis de nucvos
aminoécidos nccesarios para formar los prétidos propios.

Es conocido desde hace tiempo que el vegetal, desde los primeros dias
de su vida, disponc¢ de dos substancias, asparagina y glutamina, formadas
por aminacién de los carboxilos de los dcidos aspartico y glutimico; esas
substancias son capaces de proporcionar grupos aminicos por transamina-
cién, y por lo tanto pueden formar nucvos aminoicidos neccesarios para
tormar los prétidos propios. Las cnzimas proteoliticas, que apenas si de-
muestran actividad en la semilla natural, empiczan a movilizarse al empezar
la germinacién, aumenta su actividad hasta los S o 7 dias segln se vié antes
cn este trabajo, y como consecuencia de csa actividad aumenta el N soluble
que corresponde a los aminodcidos, siendo éstos, asi transformados, la base
para la sintesis proteinica.

Como consecuencia de lo anterior se comprende que gran nimero de
aminodcidos fucron hallados por primera vez ¢n los rctofios o gérmencs
de vegetales: la sintesis de los aminoicidos puede explicarse ficilmente
cuando ¢l vegetal puede absorber por sus raices el nitrégeno necesario para
la formacién de los grupos aminicos, pero antes de esa absorcidn o bien
cuando se cultivan en medio carente de nitratos, la aparicién de aminoécidos
seria ‘inexplicable si no dispusiese de prétidos de reserva que contienen
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dichos elementos o por lo menos de grupos aminicos que puedan liberarlos
y fijarlos a dcidos orginicos claborados previamente. Gollewski germind
semillas de Lupinus e¢n agua hasta que las raicillas tuvieron 1 ¢m. de largo
para trasplantarlas lucgo, una partc a soluciones nutritivas carentes de nitrd-
geno y el resto a soluciones semejantes pero agregindoles glucosa. y asi las
tuvo para su desarrollo en la obscuridad por 14 dias; el resultado fué que
las plantas que dispusieron de glucosa, esto ¢s, que pudieron obtencer ficil-
mentc de las soluciones nutritivas los materiales de carbono que necesitan
para su desarrollo, utilizaron en menor proporcién las rescrvas de los car-
bohidratos de los cotiledones y la hidrélisis proteinica fué mucho menor
que Ja de las plantas que se desarrollaron ¢n solucién nutritiva sin glucosa.
La explicacién csti ¢n que la transformacién o simplificacion de los pro-
tidos de semillas de Lupinus ¢s muy grande en los primeros dias de su
germinacién, debido a que la reserva de carbohidratos es muy baja y por
lo tanto muy pequefia la proporcién de monosas liberadas por las amilasas
de ésta, tanto que apenas satisfacen las necesidades del vegetal en forma-
cién, y como son aprovechadas rapidamente no disponc de¢ materia suficiente
para elaborar dcidos orgdnicos necesarios para la sintesis de los aminodcidos.
Es légico por lo tanto deducir que e¢n los cercales, como ¢l maiz, ¢n donde
la reserva de carbohidratos es grande asi como la actividad amildsica, le
queda a la planta, después de satisfacer sus propias necesidades, suficiente
cantidad de materiales para elaborar acidos y por lo tanto la actividad pro-
teolitica serd mcnor en ese tipo de semillas.

Hemos visto ademis que a mayor cantidad de nitrégeno total del maiz
corresponde mayor actividad proteolitica: asi la muestra 550 que tiene
0.01638 grs. de N por gr. es la que ticne también la midxima actividad a
los 5 dias, de 0.01008 por gr. ¢cn 1 hora, y el que tiene menor cantidad de
N proteinico, o sca el 309 con 0.01526 gr. de N, tienc también menor
actividad proteolitica, de 0.008904 gr. de N en 1 hora, y esa actividad la
desarrolla en mas tiempo, esto cs, hasta los 7 dias. Tal parece, pucs, que
la actividad proteolitica es mayor cuando las amilasas de] maiz tienen toda-
via acciéon reducida y por lo tanto dispone de muy pequedia cantidad de
monosas, micntras que al aumentar éstas, la actividad proteolitica del maiz
disminuye.

Es que la simplificacién de las reservas proteinicas y por lo tanto la
actividad proteolitica estdi como controlada por la corriente que va de los
cotiledones o endospermo al embrién, transportando monosas y amino-
icidos, dependiendo ¢l predomino respectivo, ¢n ultimo término, de cudl
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de dichos componentes esté en mayor o menor proporcion. Por otra parte,
los productos primarios de la hidrélisis de las reservas proteinicas del maiz
son transportados a las partes crecientes, en donde como tales o previa
transtormacién son aprovechados para la formacién de nucvos prétidos,
necesarios para el desarrollo de la planta.

El porciento de prétidos es mayor ¢n la muestra de maiz 550, le sigue
la V Texas y ocupa el altimo lugar la muestra H 309, y, scgin se vié an-
tes, la actividad proteolitica es mayor en la muestra 550, y el 2¢ y 3er. lugar lo
ocupan la V Texas y la 309 respectivamente, a lo que corresponde en los
diferentes embriones una sintesis mds intensa de prétidos en ¢l mismo
orden, e¢sto es, mayor ¢n los de la 550, siguen los de la muestra Texas, y
por altimo los de la 309, con la particularidad de que la altura de aclima-
tacién esta cn relacion con la actividad proteolitica. Por altimo, observamos
que la muestra 309 de gérmenes de maiz a los 4 dias de germinacién tienc
mayor cantidad de N soluble: este hecho, que parece andémalo, lo atribuimos
nosotros a la acumulacién de dicho nitrégeno por una deficiencia pasajera
en la actividad sintética, o sca que la temperatura cxperimental de germi-
nacién no cra la mas adecuada en relacidon con la temperatura de acli-
matacidn.

La actividad proteolitica en el proceso de germinacion del maiz, objcto
de este trabajo, nos permite confirmar los puntos de vista expuestos por
Chibnall y otros investigadores, o sea que las protcasas del maiz en dicho
proceso de germinacién hidrolizan los prétidos propios, aparecen por lo
tanto aminoacidos, ¢l vegetal los oxida, y como consecuencia aparece amo-
nfaco y a la vez asparagina y glutamina. independientemente de los carbo-
ridratos no hidrolizados todavia por accion de las amilasas; a medida que
éstas aumentan su actividad. la hidrélisis proteinica disminuye y aumenta
la accién sintética, estableciéndose desde este momento una iterdependencia
entre ambas acciones, regulada por el crecimiento y necesidades fisiologicas
del vegetal. Esto se verifica ripidamente en el maiz debido a que la canti-
dad de prétidos ¢s muy pequefia comparativamente con la enorme cantidad
de que dispone de glacidos, de tal modo que ¢l N soluble, o sca ¢l de
aminodcidos, ¢s aprovechado inmediatamente para la sintesis de los prétidos
propios, como lo ha demostrado Bishop en la ccbada y se ba confirmado
indirectamente c¢n este trabajo al c¢ncontrar en ¢l embrién de maiz de 6
dias la mixim2 acumulacién de N proteinico.
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Conclusiones

1* La médxima actividad proteolitica en el proceso de germinacién de
las muestras de maiz estudiadas es a los 5 y 7 dias.

2¢ La actividad proteolitica en las muestras estudiadas estd en relacion
con la cantidad de N total de las mismas.

3* La actividad proteolitica de las muestras de maiz estudiadas esta
en relacidon con la altura de aclimatacidn.
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