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Resumen

Se estudid la presencia de protefnas de actividad biolégica en semillas de Phaseolus vulgaris L. variedad
Tacarigua, partiendo del proceso de imbibicion y a través de la germinacion. Las proteinas estudiadas
[ueron los inhibidores de proleasas. Durante la imbibicién, hay una salida de proteinas al agua que
circunda a la semilla encontrdndose entre éstas protefnas, inhibidores de la tripsina. Las semillas
cmbebidas presentaron actividad de inhibidores de tripsina, principalmentc cn la fraccién de albiminas,
medidas estas mediante métodos espectrofotométricos. En los cotiledones obtenidos al ocufrir el
proceso de germinacién, asi como los obtenidos de pldntulas de una semana de desarrollo, se pudo
observar un aumento en la actividad de los inhibidores de tripsina.

Abstract

Evaluation of proteases inhibitors in Phaseolus vulgaris L. cv Tacarigua during germination.
Presence of proteins of biological activity in seeds of P. vulgaris L. c.v. Tacarigua during imbibition
and germination, was evalualed. Proteins studied were proteases inhibitors. During imbibition proteins
such as, trypsin inhibitors protein, leached from the seeds to the water. Measured by spectrophotometer
mcthods, cmbebed sceds showed activity of trypsin inhibitors  specially in the albumin fraction.
Cotyledons obteined during germination and after a week showed an increase of the trypsin inhibitors

activity.

Introduccion

La semilla es por lo general la progenie que
ha sido sexualmente producida y el 6rgano de
dispersion de las plantas superiores. El desarrollo
de la semilla debe ser visto entonces, como una
preparacién para la sobrevivencia durante la
dispersion y para una subsecuente germinacion
exitosa.

La mayor parte del agua de una semilla
seca (5-20% en base a peso fresco) estd unida
firmemente a coloides y permanece inaccesible
a reacciones de hidrdlisis. La cubierta seminal es
por lo general impermeable a la entrada del agua.
Sin embargo, algunos autores como Boulter
(1.981) consideran que el bajo metabolismo de
las semillas secas puede también ser explicado
por la posible presencia de inhibidores del
desarrollo.

La germinacién ha sido definida como la
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reanudacion de la actividad metabdlica y del
crecimiento de los tejidos de la semilla todo lo
cual envuelve una rehidratacién, utilizacion de
los nutrientes de reserva y el desarrollo gradual
del sistema sintético, el cual permite a la planta
joven asumir su propia existencia mediante
mecanismos de autotrofismos (Street y Opik,
1.975; Boulter, 1.981).

Frecuentemente, se asume que las enzimas
proteoliticas juegan un papel muy importarite en
el proceso de germinacién (Pusztai y Duncan,
1.971). Chrispeels y Boulter (1.975), indican que
durante la germinacién ocurre un aumento en la
actividad proteolitica, sugiriendo que esto pude
deberse a la presencia de una endopeptidasa. Por
otro lado se ha observado la presencia de enzimas
proteoliticas en las semillas secas, sin embargo
estas se mantienen inactivas por un mecanismo
ain desconocido que se activa durante la
germinacién. Este comportamiento se atribuye a
la presencia de inhibidores de enzimas
proteoliticas en las semillas en latencia, que
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lucgo disminuyen o desaparccen con ¢l proceso
de germinacion (Pusztai, 1.972; Tan-Wilson ¢f
al. 1.985)

Ryan (1.973), ha indicado que las proteasas,

tanto en los tejidos de las semillas en latencia
como en las plantulas en desarrollo. muestran
una complejidad apreciable. siendo algunas
especificas para algin tejido. mientras otras se
encuentran indistintamente en muchos tejidos;
algunas estdn envueltas en la degradacion de las
proteinas de almacenamiento en los cuerpos
proteicos, mientras otras aparentemente
funcionan en el recambio de las proteinas celulares
de las plantas en crecimiento. El objetivo de este
trabajo es detectar los posibles cambios de los
inhibidores de proteasas presentes en las semillas
de Phuaseolus vulgaris var. Tacarigua durante sus
procesos de imbibicion y germinacién.
.

Revision de Literatura

La tripsinia al igual que la quimiotripsinia
y la subtilisina. forman parte de un grupo de
enzimas serinicas, las cuales se distinguen por la
reactividad de un residuo de serina localizado en
su sitio activo. Las dos primeras de origen animal
y se han caracterizado como enzimas muy
estrechamente relacionadas, las subtilisinas, de
origen microbiano, se originan en cepas de Bu-
cillus subtilis y bacterias relacionadas. Muchas
de las especies de leguminosas estudiadas hasta
el presente, contienen inhibidores activos de
estas enzimas (Otensen, 1.970)

Los inhibidores de tripsina y quimiotripsina
han sido caracterizados como proteinas de bajo
peso molecular (Pusztai, 1.966: 1.968). Con
respecto a las subtilisinas, se ha caracterizado un
inhibidor consistente de un solo tetrdmero no
covalenté de una cadena simple con un solo
puente disulfuro inlracafenario (Ryan, 1.968).

Proteinas de Reserva.

Una gran prc)p_orcién del peso seco de las
semillas maduras de la mayoria de las

leguminosas es proteina. Grandes cantidades de
proteina son acumuladas en un corto periodo de
tiempo, este material de reserva acumulado, se
ha indicado que proviene por lo general de las
partes superiores de la planta.Sin embargo, a
veces no es facil decidir si una proteina presente
en la semilla es de reserva o no, las proteinas de
reserva seglin Boulter (1.981) deben estar
depositadas en cuerpos limitados por membranas,
llamados cuerpos proteicos, y usadas
subsecuentemente luego de la degradacion
proteolitica, como fuente de nitrégeno durante la
germinacion.

Estas proteinas han sido caracterizadas por
su solubilidad (Fox ez al., 1.964; Basha y Beevers,
1.975: Carasco ef al., 1.978). Asi, las albiminas
corresponden a la fraccién hidrosoluble y
representan la fraccion mas rica en aminoacidos
sulfurados y en inhibidores de la tripsina y las
globulinas corresponden a la fraccion soluble en
solucion salina y representan aproximadamente
un 60% de las proteinas totales de las semillas.

Imbibicién.

Puesto que se ha observado que la
imbibicién con agua convierte a las semillas de
un 6rgano quiescente en un érgano dinamico,
activo en respiracion, en biosintesis y con
capacidad de desarrollarse. Algunos autores han
sugerido que ocurre un lavado de sustancias
intracelulares durante este periodo, Hwang er al.
(1.978), reportan la presencia de moléculas de
muy alto peso molecular. Esta pérdida de solutos,
ha sido atribuida a una falta de reorganizacion en
la membrana en la transicién del estado no
hidratado al hidratado (Tan-Wilson y Wilson,
1.982) y se ha explicado la pérdida de solutos
durante la imbibicién como un mecanismo que
responde solo a un fenémeno de difusién fisica
(Powell y Matteus, 1.981).

Hwang et al. (1.978) mostraron que los
inhibidores presentes en semillas de soya eran
liberados a las 24 horas de imbibicién, sugiriendo
esto como una medida de defensa de las semillas
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contra depredadores y agentes patégenos.
Materiales y métodos
Material Vegetal.

Se trabajé con semillas de Phaseolus
vulgaris var. Tacarigua (caraota negra). Obtenidas
en el CENTRO NACIONAL DE
INVESTIGACIONES AGROPECUARIAS
(CENIAP), Maracay, estado Aragua, Venezuela.

Estas semillas fueron lavadas con una
solucién al 10% de cloro comercial por 5 minutos,
luego de lo cual se lavaron tres veces consecutivas
con agua destilada estéril, se secaron a
temperatura ambiente y se guardaron en sitio
seco hasta el momento de su utilizacion.

Las semillas fueron divididas en tres lotes;
el primero se conservé seto para la posterior
extraccién de sus proteinas (Go), el segundo se
puso a germinar en papeles de filtro en camaras
de humedad a temperatura ambiente luego de
embebidas por el lapso de 1 hora, y el tltimo lote
fue utilizado para ensayos de imbibicién.

Para los estudios de imbibicién, 70 gr. de
semillas secas fueron colocadas en agua destilada
en una proporcién de 1:4 peso / volumen a
temperatura ambiente en recipientes de vidrio
(Erlenmeyer) de 100 ml. de capacidad. A las
muestras se les afiadio azida de sodio hasta una
concentracion final de 0,001% con el fin de
prevenir la contaminacién microbiana y se
dejaron embeber durante 6, 15, 24 y 48 horas,
luego del cumplimiento de cada uno de estos
lapsos, se determiné la toma de agua por la
semilla, por la diferencia volumen remanente.
Las semillas fueron lavadas con el fin de recolectar
restos de solutos adheridos a estas y el agua de
este lavado se sumé al agua restante que se
obtuvo anteriormente, todo lo cual se denominé
Ar.

Las semillas fueron mantenidas a
temperatura de congelacién para someterlas a
extraccion y el Ar fue procesada inmediatamente
a4 °C se midié un volumen de esta agua y se trat6

con polivinil polipirrolidona (PVP) insoluble para
la eliminacién parcial de los taninos.
Extraccién de Proteinas:

La extraccion de las semillas
correspondientes a los ensayos de imbibicién
(SI), fue realizado siguiendo el método de
extracciéon neutra. En todos los casos, se
homogeneiz6 la muestra en una licuadora de
compota Oster a mediana velocidad (excepto las
semillas secas, las cuales fueron molidas en un
molino Arthur Thomas Co. modelo 475-A, con
un tamiz de 40 Mesh antes de ser licuadas)
utilizindose 100 ml. de NaCl 1% por cada 20 g.
de muestra. Después de licuadas las muestras se
dejaron con agitacién constante durante 24 Hr. a
4°C, luego de lo cual se centrifugaron a 500 X G.
por 10 minutos. El sobrenadante se dializ6 contra
H20 destilada hasta la eliminacién total de las
sales y se centrifugé durante 30 minutos a 15.000
X g. El sobrenadante obtenido de esta segunda
centrifugacién se denominé FRACCION DE
ALBUMINAS (ALB). El precipitado se lavé 3
veces con H20 destilada, se disolvié en buffer
fosfato 0.1 M, pH 7.0 y 0.5 M NaCl con agitacién
constante durante 24 H a 4 °C. Al cabo de este
tiempo se centrifugé nuevamente bajo las
condiciones anteriores. La fraccién sobrenadante
se denominé GLOBULINAS (GLb). Ambas
fracciones se liofilizaron y se guardaron secas a
4°C.

Determinacion de la Cantidad de Proteina.

1) Método de Lowry et al. (1.951). Este
método se utilizé para determinar la cantidad de
proteinas en las fracciones de albiminas y
globulinas de los extractos obtenidos en Goy SI
y en el agua de imbibicién tratada con PVP.

2) Método de MICROKJELDAHL segiin
AOAC (1.970). Con este método se estimé la
cantidad de proteina existente en el agua de
imbibicién que contenia alto porcentaje de
taninos, estimando la cantidad de nitrégeno total
en la muestra. Todas las determinaciones fueron
hechas por triplicado.
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Determinacién de los Inhibidores de Proteasas.

Método de Kakade er al. (1.969). La
actividad de los inhibidores de tripsina fue medida
espectrofotométricamente empleando benzoil-
DL-arginina-p-nitroanilida (BAPNA), como
sustrato 0.1 a 0.5 ml. de muestra fueron colocados
por triplicado y ajustados a un volumen final de
0.5 ml. con buffer Tris 0.05 pH 8.2. Se afiadieron
0.5 ml. de una solucién de tripsina bovina (40 mg
/ ml en HCL 10-3 M) a cada tubo. Los tubos se
colocaron en bafio de Maria a 37 °C. A los
blancos se les afiadi6é 0.5 ml. de 4cido acético al
30% y a todos los tubos se les afiadi6 3.5 ml. de
BAPNA. Luego de 10 minutos la reaccién fue
detenida con 0.5 ml. de 4cido acético 30% y se
ley6 en un espectrofotémetro Gliford modelo
250 a 410 nm.

*

Resultados y discusién
A) Germinacién.

Las semillas de P. vulgaris var. Tacarigua
comenzaron a germinar a los dos dias de
sembradas. La viabilidad de las semillas fue del
92% de un total de 120 semillas.

B) Toma de agua por las semillas y liberacién
de proteinas al medio.

La figura 1 muestra el curso de hidratacién
de las semillas en funcién del tiempo y la
consecuente aparicién de proteinas en el agua
que circunda a las semillas. La hidratacién
aproximada de las semillas fue de 0.95 g / g de
peso seco a las 6 horas de remojo. lo cual
representa mas del 60% de la hidratacion total
observada, la cual se registré a las 48 horas.
Durante este periodo, la cantidad de proteina en
el medio aument6 de 1 mg. por g. de semilla en
las primeras 6 horas hasta 2 mg. por g. de semilla
a las 48 horas. La velocidad inicial de aparicién
de proteinas en el medio aumenté rdpidamente
hasta las 15 horas, ajustdndose a una curva lineal
hasta las 48 horas
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Cuantificacién de protefnas en las semillas
embebidas.

La figura 2 muestra que la cantidad de
proteina tanto de la fraccién ALB como de la
fraccién GLB tiende a permanecer constante
hasta las 15 horas de remojo observandose una
disminucién mientras que la globulinica tiene un

‘aumento de aproximadamente un 13% con

respecto al valor anterior.
C) Inhibicién de Proteasas.

1) Aguas de Imbibicién. Con el método
descrito, se pudo detectar una leve actividad
inhibidora en el agua (Figura 3). Estos resultados
indican un ligero aumento del inhibidor a medida
que aumenta el periodo de imbibicién.

2) Semillas Embebidas. Un anilisis de los
datos mostrados en la figura 4, indican que
mientras a las 24 horas de imbibicién el 50% de
imbibicién se alcanza con 28 microgramos de
proteina, en las semillas secas, esto se alcanza
con 50 microgramos.

D) Ensayos de Germinacion.

1) Cuantificacién de Proteinas. La figura
5 muestra los resultados de la cuantificacién de
proteinas en las semillas secas y germinadas. Se
pudo observar al comparar los cotiledones de
semilla a diferentes tiempos de germinacién como
la cantidad de proteinas en la fraccién de
globulinas permanecen aproximadamente
constante, mientras que la cantidad de proteinas
en la fraccién de albuminas aumenta rapidamente
hacia los primeros dias de germinaci6n para
disminuir ligeramente hacia los dias
subsiguientes.

2) Inhibicién de Proteasas. Los ensayos
cuantitativos de inhibicién (figura 6), mostraron
un aumento significativo en la cantidad de
inhibidores a medida que avanza la germinacién.
Asi, 18 microgramos de proteina de la semilla
seca disminuye la actividad de la tripsina a un

Enero - Marzo, 1992
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80%, mientras que la misma cantidad de proteina
de la semilla de una semana de germinacidn la
reduce a 58%.

Ensayos de Imbibicién.

Los resultados concernientes a los estudios
de imbibicién, muestran en primer término una
clara tendencia de las semillas de P. vulgaris a
rehidratarse rapidamente durante las primeras
horas de exposicién al agua, con una concomitante
libracién de proteinas que va alcanzando un
nivel constante hacia las 48 horas (figura 1).
Resultados como este han sido reportados
anteriormente en otras semillas de leguminosas,
Fountaine et al. (1.977) y Parrish y Leopold
(1.977). coinciden en sefialar datos similares con
semillas de soya. El alto contenido de proteinas
en el agua de las primeras horas de remojo puede
explicarse por una rdpida pérdida de proteinas de
las capas mds externas del embrién. Powell y
Matheus (1.981), indican que este es el resultado
de un fenémeno fisico de difusién.

La cantidad de proteinas de las semillas
remojadas tiende a disminuir con el tiempo de
remojo, debido probablemente a la liberacién de
una cierta cantidad de estas al medio. La liberacién
de inhibidores de proteasas en el agua de
imbibicién mostré un aumento aproximadamente
lineal durante el periodo de estudio. Resultados
similares reportados por Hwang et al (1.978);
Fountaine et al (1.977) y por Tan-Wilson y
Wilson (1.982) en semillas de soya, indican que
la liberacién de inhibidores de proteasas ocurre
preferencialmente y de una manera lineal durante
las primeras 24 horas de remojo de la semilla.

Tan-Wilson y Wilson (1.982), sugieren
que la liberacién de proteinas en el agua de
imbibicién y la liberacion de inhibidores de
proteasas en el agua es altamente dependiente de
la humedad relativa a la cual se ha expuesto la
semilla previamente.

Ensayos de Germinacién.

Durante la germinacién la cantidad de
proteinas muestra una tendencia a permanecer
constante en las fracciones de albimina y
globulinas de los cotiledones (figura 5). Sin
embargo, la fraccion de albimina presenta un
ligero aumento de cotiledones de 1 dia de
germinados no siendo este el mismo caso para las
globulinas. Juo y Stotzky (1.970) trabajando con
caraotas rojas ( Phaseolus vulgaris L.) y utilizando
un método de extraccidén similar, reportan
resultados semejantes a los encontrados por
nosotros, igualmente Basha y Bevers (1.975)
hallaron resultados semejantes con Pisum
setivum. Davila (1.983) demuestra que para la
caraota negra, el patrén electroforético de las
proteinas en los cotiledones varia con el tiempo,
siendo notoria la aparicién de proteinas nuevas
en la fraccién de albiiminas producto de sintesis
o degradacién de proteinas ya existentes mientras
que en la fraccién de globulina se observa, la
desaparicion de bandas lo cual se interpreta como
la degradacién de proteinas de reservas del
cotiledon.

En cuanto a los inhibidores de proteasas,
los resultados se encuentran apoyados por
resultados obtenidos por Pusztai (1.972) y
Lorensen er ar (1.981). Pusztai (1.972), trabajando
con P. vulgaris, reporta que la cantidad total de
inhibidores de tripsina en la semilla seca aumenta
casi al doble hacia el séptimo dia de germinaci6n
y finalmente disminuyeron lentamente hacia el
décimo dia de germinacion. Lorensen et al.
(1.981), muestran en semillas de Phaseolus
aureus como durante la germinacién, la cantidad
de inhibidores presentes cambia ligeramente.

Conclusiones

1) Al someter las semillas de P. vulgaris
var. Tacarigua a imbibicién, ocurren una serie de
procesos relacionados con la hidratacién de la
misma. La cantidad de proteina dentro de la
misma varia solo ligeramente.

2) Durante el proceso ocurre una salida de
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proteinas al agua circundante, entre estas se
detectaron los inhibidores tripticos.

3) En los cotiledones, la cantidad de
proteinas solubles en agua (ALB) y en Na Cl al
1% ( GLB) se mantiene casi constante durante el
proceso de germinacion.

4) La actividad inhibidora de tripsina oscila
con el tiempo de imbibicién, alcanzando un valor
maximo a las 48 horas de imbibicién.

5) La actividad inhibidora de tripsina
aumenta ligeramente con el tiempo de
germinacién observandose mayor actividad en
los cotiledones de 7 dias de germinacion.
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