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Actividad amildsica durante la germinacién del grano
de trigo. Estudio electroforético.

Summary. The alpha and beta's amilase activities in extracis
of seads of wheat {Buck Manantial) matured and at differents
stages of germination was determined. In the matured seeds
the main part of the activity belongs to beta amilasa. During
germination alpha amilasa’s activity increases until the sixth
day. The disc electrophoresis in poliacrilamide and specific
stains in extracts of riped seeds show two bands of quickly
movement activity, while the seeds extracts st differents
pericds of germination show the apparition of seven addi-
tionat bands of slower movements

l.as amilasas provienen de numerosas fuentes: bac-
terias, hongos, vegetales superiores y animales. Perte-
necen a la categoria de fas hidrolasas

Las amilasas vegetales, debido a su efecto un poco
distinto al desdoblar la molécula de almidon, se dis-
tinguen en aifa amilasas (EC 32 1 1)y beta amilasas
(EC3212)(4,10).

Las actividades amildsicas influyen en la calidad de
los granos de trigo v productos obtenidos a partir de
ellos.

Se conoce desde 1960, que tanto las enzimas de
origen animal como vegetal, se presentan en varias
formas molecuiares (8).

Kruger, en 1970, mediante estudios cromatografi-
cos y electroforéticos en granos de trigo Hard Red
Spring (HRS) maduros, separa dos formas molecula-
res de beta amilasa {5).

Durante la germinacion de los granos de trigo cana-
dienses HRS y empleando técnicas electroforéticas en
poiiacrilamida, se observan siete u ocho izoenzimas de
la affa amilasa (7).

Como en Argentina no se han realizado estudios a
este respecto, el propasito del presente trabajo es co-
rocer las actividades alfa v beta amildsicas v la com-
posicion amildsica en granos de trigo maduros v a di-
ferentes dias de germinacidn, para lo cual se adapté
una técnica de tincidn especifica para amilasas luego
de los desarrollos electroforéticos.

Materiales v métodos
Preparacion de extractos

Se trabajd con granos maduros de trigo, variedad
Buck Manantial cosecha 1980-1981, provisto por la
Estacion Experimental INTA Marcos Juarez, Provin-
cia de Cordoba, Reptblica Argentina.

Se molieron dos gramos de granos sanos y limpios
en un molinille eiéctrico de paletas horizontales y la
harina obtenida fue suspendida en 18 ml de agua des-
tifada fria v homogeneizada en un mezclador de vi-
drio tipo Potter-Elvejhem durante dos minutos en
cdmara fria

La suspensién obtenida fue agitada durante cinco
minutos en un agitador eléctrico en cdmara fria. Los
extractos obtenidos fueron centrifugados a 6 000 x
g a 4°C durante veinte minutos en una centrifuga re-
frigerada Sorvall modelo RC 2

A fin de consepuir granos con distintos periodos
de germinacion (2, 4, & y 8 dias) se colocaron granos
de trigo sanos, limpios y maduros en cdpsuias de Petri
en ambiente saturado de humedad, las que fueron
acondicionadas en cdmaras que recibian 11 horas de
luz diaria con una temperatura de 18-21°C.

Se suspendieron dos gramos de granos germinados,
que habian sido privados cuidadosamente de todos
sus nuevos tejidos (brotes y raices) en 18 ml de agua
destilada fria y tratados como se indicé anteriormen-
te en el caso de los granos maduros.



COMUNICACIONES 109

Determinacién de actividad enzimadtica

Los sobrenadantes [fmpidos obtenidos fueron uti-
lizados para la determinacion de actividades amildsi-
cas de acuerdo al método descripto por Bernfeld {2),
modificade Tkachuk y Kruger (11} y usando como
sustrato almiddn soluble Merck al 0 5% , de reciente
preparacion.

Se emplearon curvas de calibracion efectuadas con
una solucién de maltosa, definiéndose como una uni-
dad amildsica la cantidad de enzima que es capaz de
liberar un micromo! de maltosa o equivalentes reduc-
tores en un minuto a 30°CyapH 355,

Para la cusntificacidn de actividades combinadas
alfa mds beta amildsicas se utilizd buffer acetato a pH
5.5 Simultineamente se determinaron las actividades
alfa amildsicas empleando buffer acetato a pH § 3,
previa inactivacidn de actividades beta amildsicas por
calentamiento a 70°C durante 10 minutos a pH 67

{12).

El desarrollo final de la reaccion colorimétrica fue
medido en un espectrofotémetro Bausch y Lomb
“Spectronic 20™ a 540 nm.

Electroforesis

La separacion electroforética en distintas zonas de
actividad amildsica lue conseguida mediante ¢! em-
pleo de electroforesis en geles de poliacrilamida, Ios
que fueron preparados de acuerdo a Davis (3), em-
pleando una solucion de acrifamida al 5 6% a pH 85
Se usaron tubos de vidrio de 7 mm de didmetro inter-
no por 15 cm de largo. Eif gel de poro pequefio y el
gel espaciador tenian siempre las mismas alturas en el
interior de los tubos. El volumen del extracto sembra-
do presentaba una actividad de 20 unidades amildsi-
cas, agregdndose agua destilada en la cantidad necesa-
ria a fin de que tfodos los volumenes fuesen iguales,
Con el objeto de prevenir la mezcla de los extractos
sembrados en el buffer de corrida tris-glicina pH 8 3,
fueron agregadas 3 potas de solucion de sacarosa satu-
rada. Como marcador de corrida se usd azul de bro-
mofenol.

Durante el desarrollo electroforético se empled
una corriente constante de 4 mA por tubo, detenién-
doselo cuando el marcador se encontrd a [ cm sobre
el borde inferior del gel. Ef tiempo de desarrollo fue
de aproximadamente dos horas y media.

Con el objeto de revelar especificamente las distin-
tas zonas de actividad amildsica, se adapto una técnica
de tincidn especifica para amilasas, que consiste en
sumergir los geles en una suspension de almidén el
1% apropiadamente hidrolizado en buffer acetato a

pH 55 y Hevados a 37°C durante una hora (1), A
continuacion, los peles fueron lavados 2 veces con
agua destilada y sumergidos en una mezcla reveladora
formada por partes iguales de lugel v dcido acético ai
10% hasta la aparicion de zonas claras sobre urn fondo
oscuro, desechindose en ese momento la solucién re-
veladora y adicionindole a los tuboes de ensayo que
contienen a los geles deido acético al 10%

Resultados

En Iz Figurz | cada punto, tanto de la actividad
total alfa mds beta amildsica como de la actividad alfa
amildsica, expresa el promedio de cinco determina-
ciones de actividades amildsicas por gramo de grano
de cereal en funcion del tiempo de germinacién. A su
vez, cada punto de la actividad beta amildsica fue
obtenido realizando la diferencia entre las actividades
combinadas alfa mis beta amildsicas y las actividades
alfa amildsicas
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Fig 1 - — - Actividad amilisica combinada alla mas beta
en grios maduros ¥ o« dilerentes dias de germinag-
ciom.

Actividad alfa amilasica en granos maduros y a
diferentes dius de germinacion
Actividad beta amilisica ea pranos maduros y
a diferentes dias de perminacion
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La observacion de la Figura | permite apreciar que
tanto la actividad total alfa mds beta amildsica como
fa actividad alfa amildsica se incrementan marcada-
mente desde la iniciacién de la germinacién hasta el
sexto dia de la misma A partir de ese momento co-
mienzan & declinar. Al realizar estudio estadistico de
los puntos consignados en dicha figura, se determina
gue las diferencias son significativas

Fn la misma figura puede apreciarse que la activi-
dad bets amildsica se incrementa ligeramente desde la
iniciacién de la germinacion hasta el sexto dia y luego
tiende a decrecer. Al realizar estudio estadistico de
los puntos consignados en dicha figura se observa que
las diferencias son significativas hasta el sexto dia.

Los desarrollos electroforéticos en geles de polia-
crilamida, obtenidos con extractos de granos maduros
y germinados y posteriormente revelados especifica-
mente, se observan en la Figuea 2

En el primer trazado slectroforético {A) aparecen
2 zonas de actividad amildsica. £n los 2 sigujentes tra-
zados{B y C) se observa una mayor cantidad de zonas
de actividad amildsica. En los 2 Gltimos trazados (D y
E) se distinguen 9 zonas de actividad amildsica, 2 zo-
nas mds moviles que corresponden a fas que aparecen
en ef primer trazade electroforético y 7 zonas adicio-
nales de movimientc mds lento.

Discusion

Se efectud un estudio comparativo de las activida-
des amildsicas de granoes de trigo maduros y en germi-
nacion de las siguientes variedades: Buck Manantial,
Villeia Sol, Klein Rendidor v Klein Atlas Se encon-
tré6 que la variedad Buck Manantial es la que mayor
actividad amildsica combinada alfa mis beta presenta,

A B C

Fig 2 Los trazados A 3, C, D y L vorresponden sespectivie
mente a desarrollos clectreforétivos vy posteriores
reveiaciones especiticas de extractos ded granos ma-
duros sin germinar (A) v de granos germinados 2 dias
{RB), 4 dins (C), 6 dius (D) y 8/dias (K

siguiéndole en orden decreciente Villelz Sol, Klein
Rendidor v Klein Atlas, con valores respectivamente
del 88% , 75% y 74% de la actividad amildsica deter-
minada en Buck Manantial,

Para ia realizacidon del presente trabajo se ha elegi-
do la variedad Buck Manantial, trigo duro de invierno,
hexaploide de 42 cromosomas.

La observacion de los distintos valores de las zctivi-
dades en la Figura | permite apreciar que:

— En los granos maduros la mayor parte de la activi-
dad amildsica alfa mds beta corresponde a activi-
dad beta amildsica

— Durante la germinacién se produce un aumento de
la actividad amildsica combinada alfa mds beta has-
ta el sexto dia, fundamentalmente a expensas de la
actividad alfz amildsica, con valores que correspon-
den pricticamente al doble de los encontrados en
granos maduros.

— La actividad alfa amildsica se incrementa grande-
mente al progresar lz germinacidén, alcanzindaose
valores en el orden de las diez veces superiores al
injcial

— La actividad beta amildsica, por el contrario, au-
menta en forma mucho menos notable al progresar
la germinacion.

Nuestras apreciaciones son concordantes con lo
encontrado por Kruger (6) y Olered y Jdnsson (9),
quienes trabajando con trigos canadienses HRS han
observado que tas alfa amilasas, si bien estdn presentes
en e desarrollo temprano del grano de trigo, tienden
a desaparecer hacia la maduracién final del mismo, no
pudiéndose a veces deteciarlas en granos maduros, y
que a su vez las beta amilasas aparecen también en el
desarrollo temprano del grano de trigo, incrementan-
do su actividad hasta la maduracién final. Las anterio-
res observaciones permiten estimar gue en el trazado
A de la Figural las bandas que aparecen corres-
ponderian a actividad beta amildsica.

También Kruger (7)y Olered y Jonsson (9) encon-
traron que las alfa amilasas aparecen nuevamente a
partir del segundo dia de germinacion & incrementan
su actividad al progresar la misma De o expresado
anteriormente podriamos sugerir gue en los trazados
B,C, Dy E dela Figura 2 las bandas adicionales a las
dos presentes en el trazado A corresponderian 2 acti-
vidud alfa amildsica.

Se considera que se contribuye asi a la iniciacidn
de estudios de amifasas de trigos cultivados en nuestro
pais. Es de interés en un posterior trabajo, discriminar
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en los trazados electroforéticos las actividades alfa de
las beta amilasicas, teniendo en cuenta que tanto las
caracteristicas de los granos de cereales como los
comportamientos industriales de los productos que
se pueden obtener de ellos se encuentran relacionados
con las amilasas,

Resumen

Se determind Iz actividad de alfz y beta amilasa en
extracto de semillas de trigo maduras en diferentes es-
tados de germinacion. £n semillas maduras [z mayoria
de la actividad fue de beta amilasa; el contenido de al-
fa amilasa avmentd durante la germinacion, hasta el
sexto dia En discos de electroforéticos en poliacrila-
mida con colorantes especificos se encontré dos ban-
das de ripido movimiento en semillas maduras y siete
bandas adicionales en los extractos de pidntulas ger-
minadas.
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Plant growth and born uptake by Lyvcopersicon
esculentunt and 1. cheesmanii £ minor.

Resumen. Plantas de dos cultivares de tomate (Lycopersi-
con esculentum) y de una especie silvestre. {L. cheesmanii f.
minor) fueron cuitivades durante tres semanas en soluciones
nutritivas con niveles de boro de 05 a3 11 ppm para {05 culti-
vares comerciales v de 0.5 8 32 ppm, para la especie silvestre

£} peso seco de raices de los cultivares fue menor con 2y
3 ppm de B que s mayores o menores concentracionas de este
elements. Sintomas visuales de toxicidad de B, bordes necré-
ticos de hojas maduras, completamente expandidas, fueran
evidentes con concentraciones de 2 & méds ppm de B. lLas
piantas se volvieron necroticas con 11 ppmde B
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