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Resumen — El objetivo del trabajo fue estudiar el comportamiento de glicininay -conglicininay la
actividad de ci-amilasaen semillas deterioradasy no deterioradas de 10 cultivares de soja[Glycine max
(L.) Merr.]. Las semillas se sometieron adostratamientos: deterioradas por envejecimiento aceleradoy
no deterioradas. Se determind la presencia de las proteinas de reserva a partir de semillascon 0, 3y 8
dias de germinadas por €electroforesis en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE). La actividad de la
o-amilasa se determind biogquimicamente en semillas con 0, 3, 8 y 12 dias de germinadas. No hubo
diferenciasen lapresenciade bandas de glicininay [3-conglicininaen semillas no deterioradas hastalos
8 dias de germinadas. Las semillas deterioradas se comportaron en formasimilar alas no deterioradas.
Laactividad delac-amilasaaumento en semillas germinadas hasta8 diasy disminuyé alos 12 dias. En
semillas deterioradas laactividad enzimédtica disminuyé con respecto alas no deterioradas. El deterioro
artificial no afect6 lapresenciadeglicininay 3-conglicininapero ater6 laactividad delao-amilasahasta
los 12 dias de germinacidn. L os cultivares estudiados mostraron comportamiento diferencial frenteala
actividad de estaenzima.

Términos paraindice: Glycine max, germinacion, electroforesis, proteinasdereserva, deterioro, actividad
enzimatica.

Glycinin, B-conglycinin and a-amylase behaviour in artificially deteriorated
and not deteriorated soybean

Abstract — The objective of this research was to study the behaviour of the storage proteins glycinin
and B-conglycinin and the ci-amylase activity in artificially deteriorated and not deteriorated soybean
[Glycine max (L.) Merr.] seeds of 10 cultivars. The seeds were submitted to two treatments: deterio-
rated by accel erated aging and not deteriorated seeds. The presence of glycinin and 3-conglycinin were
determined in seeds with 0, 3 and 8 days of germination using polyacrylamid gel electrophoresis
(SDS-PAGE). The ai-amylase activity was biochemically determined in seedswith 0, 3, 8 and 12 days
of germination. Therewere no differencesin the presence of glycininand $-conglycinin electrophoretic
bands in not deteriorated seeds until 8 days of germination. The deteriorated seeds showed a similar
behaviour to the not deteriorated seeds. The a-amylase activity increased in seeds until the eighth day
of germination and decreased to the twelfth day. The enzymatic activity of the deteriorated seeds
decreased with respect to that not deteriorated. The artificially deterioration did not affect the presence
of glycinin and -conglycinin but modified the a-amylase activity until the twelfth day of germination.
The studied cultivars showed a differential behaviour to the activity of this enzyme.

Index terms: Glycine max, germination, electrophoresis, storage proteins, deterioration, enzymic activity.
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desoja, el suministro de azufre afectalas cantidades
rlaivasdeglicininay 3-conglicinina(Gailer & Sykes,
1985), mientras que las cantidades de écido fitico en
estas semillas pueden ser reguladas por las
variaciones en los niveles de fésforo suministradas
por el suelo alaplanta madre (Raboy & Dickinson,
1984; Raboy et a., 1985; Mayer & Poljakoff-Mayber,
1989). Por otro lado, la provision de nitrégeno apa-
rentemente no tiene efecto sobre la composicion de
las proteinas de reserva de las semillas.

Mayer & Poljakoff-Mayber (1989) consideraron
gue tales cambios en la composicion quimica
tendrian poco efecto enlagerminacion delasemilla
Probablemente éstos sean de ocurrencia normal y
puedan ser tolerados por lasemillaen germinacion.
Sinembargo, loscambiosenlasproteinasenzimaticas
0 en las proteinas estructurales de los organulos
pueden ser mucho menos tol erados.

El conocimiento delacomposicion quimicadela
semillaesimportante paralatecnol ogiade semillas,
pues influye tanto en el vigor como en el potencial
de almacenamiento de las mismas, pudiendo influir
en el mayor o menor vigor de las plantulas origina-
das (Carvalho & Nakagawa, 1988). La observacion
de las diferencias en el vigor, asociadas a otras ca-
racteristicasdelas semillas, esen generd atribuidaa
su composicion quimica, principalmente en la
cantidad de reservasy eficienciaen el metabolismo
(Hampton & Coolbear, 1990).

El principal evento metabdlico enlasemillagermi-
nada es la hidrdlisis de las proteinas de reserva de
lasmismasparaproveer alapléntulaen crecimiento
los nutrientes necesarios antes que comience a
fotosinteti zar. Hay dos proteinas de almacenamiento
principales en la semilla de soja, la glicinina y
[3-conglicinina, las que en conjunto representan hasta
el 70% de las proteinas de reserva en base al peso
seco. La glicinina esta constituida por seis
subunidades no idénticas y cada subunidad posee
una cadena écida de pesos moleculares (PM) entre
37y 42 kDay subunidadesbasicasde PM entre 17y
20 kDa ligadas a un unico puente disulfuro. La
[-conglicinina es una glicoproteina compuesta por
tres subunidades, o, o y 3, con PM de 76, 66 y
47 kDa, respectivamente. Durante los primeros
estadios de la germinacion las proteinas de
almacenamiento son degradadas por protedlisis a
polipéptidos de menor PM 0 aaminoéacidos.
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L as variaciones enziméticas durante el deterioro
han sido investigadas por muchos autores.
Generalmentelasenzimasinvol ucradas en reacciones
catabdlicas, especialmente hidrolasas, son mas
estables que aquellas enzimas involucradas en
reacciones de sintesis (Osborne, 1980).

La electroforesis en gel de poliacrilamida es un
método sensible, facil, econdmico, que presentaalta
resoluciony lacapacidad de analizar gran nimero de
muestras de proteinas en un periodo de tiempo corto
(Sathe et al., 1987). Latécnica de electroforesis en
gel de poliacrilamida en condiciones desnatura-
lizantes(SDS-PAGE) (Laemmli, 1970), esmuy utiliza:
daparael estudio de proteinas en soja (Hu & Esen,
1981; Hughes & Murphy, 1983).

En &l comienzo delagerminacion, loscambiosen
|as actividades enziméticas en semillas envejecidas
son unafuncion delapérdidaen lacapacidad delas
semillas para sintetizar proteinas. Algunos investi-
gadores(Ching, 1972; Perl et a., 1978; Blowerset d.,
1980), demostraron que |os primeros estadios de de-
terioro delas semillas estan asociados aunareducida
sintesis proteica y que los dafios en los mismos
ocurririan anivel detraducciony transcripcion.

El objetivo del trabajo fue estudiar el compor-
tamiento de las proteinas de reserva glicinina 'y
[B-conglicininay laactividad de o-amilasaen semillas
no germinadasy germinadas de 10 cultivaresde soja
deterioradas artificialmentey no deterioradas.

Material y M étodos

Seutilizaron semillasde 10 cultivares de sojacosechadas
en 1999: Maria 55, Asgrow 6001, Asgrow 5435,
Mercedes 70, Asgrow 5818, Pioneer 9492, Campeona,
Andrea 66, Asgrow 6444 y Fainta 6686.

Seevalublacaidadinicia delassemillassometiéndolas
alaspruebas de germinaciony vigor (envejecimiento ace-
lerado). La prueba de germinacion se realizo de acuerdo
con lasreglas de andlisis de semillas (International Seed
Testing Association, 1996). Enlapruebade envejecimiento
acelerado realizado segiin el manual de pruebas de vigor
(International Seed Testing Association, 1995), lassemillas
de los diferentes cultivares se colocaron dentro de una
camarade pléstico conteniendo 100 mL de agua (camara
interna), las que asu vez se colocaron dentro deunacamara
de envejecimiento acelerado (camara externa). Laprueba
de envejecimiento acelerado sellevo acabo mediante el uso
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de unacamarade envejecimiento acelerado a41°C durante
48 horasy luego las semillas se sometieron alapruebade
germinacion.

Para |a realizacion de las pruebas de germinacion y
envejecimiento acel erado se utilizaron cuatro repeticiones
de 100 semillas para cada cultivar. Luego de realizado el
andlisis de lavariancia, las medias de |os tratamientos se
compararon a través de la prueba de comparaciones
multiples de Duncan a nivel del 5% de probabilidad. Los
resultados se expresaron en porcentagje y sus datos se
transformaron en arc sen (%/100)°°.

Paradeterminar lapresenciadeglicininay -conglicinina
se utilizaron semillas con 0, 3 y 8 dias de germinadas,
sometidas ados tratamientos: semillas deterioradas artifi-
ciamenteatravésdelapruebade envejecimiento acelera-
doy semillas no deterioradas. Se obtuvieron los extractos
solublesdeproteinasy se determinaron las concentraciones
proteicas de los mismos segiin metodologia de Ching
(1986). La presencia de ambas proteinas se estudio atra-
vés de electroforesis en geles de poliacrilamida en
condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE) en cubas
“mini protean |1 2-D cell” deBio-Rad. Se utilizaron geles
deconcentraciona 5%y deseparaciona 15% (P/V), sendo
tris-glicina el buffer de corrida. Se sembraron 100 ug de
proteinas para cada cultivar y la corrida se realizé a
70 voltios (V) parael gel deconcentraciony 100 V parael
gel de separacion. Latincion de las bandas se realizo con
ComassieBlue.

La determinacion de la actividad especifica de la
o-amilasaserealizo de acuerdo alametodol ogiade Ching
(1986). Se prepararon |os extractos libres de células para
semillas no deterioradas y para las sometidas a
envejecimiento acelerado, semolieron 5 semillas secasde
cadatratamiento y semillas germinadas durante 3, 8y 12
dias en un mortero conteniendo 20 mL de solucion buffer
acetato de potasio 50 mM pH 5,0 en unabandejacon hielo.
Se centrifugd la mezcla a 15.000 g durante 60 minutos a
0°C en centrifugarefrigeraday se coloco el sobrenadante
en tubos de ensayo en bafio de hiel o, obteniendo €l extracto
libre de células. Este seincubd a 70°C durante 20 minutos,
se centrifugd a10.000 g durante 30 minutosy serecolectd
€l sobrenadante. Se tomaron alicuotasde 20 uL del mismo
y 80 uL de solucién buffer de acetato de potasio 50 mM,
pH 5,0. Para el blanco se utilizaron 100 uL de solucion
buffer de acetato de potasio 50 mM, pH 5,0. Se agregaron
100 uL de amidoén con unaconcentracion de 1,7 pug/ul a
cadatuboy seincub6 a30°C durante 5 minutos. Luego se
adicionaron 100 uL delasolucioniodo-ioduro de potasio,
se mezclo bien'y se agregaron 900 uL de agua destilada.
Serealizé lalecturade absorbanciadel sustrato a620 nm
en espectrofotometro.

1177

El experimento de determinacion de la o-amilasa se
constituyd de un factorial 10x2x4 (10 cultivares x
2 tratamientos: semillas deterioradas y no deterioradas x
4 dias de germinacion: 0, 3, 8 y 12 dias). Seutilizd un
disefio experimental completamente aleatorizado con tres
repeticiones. Después del andlisis delavariancialas me-
dias de los tratamientos fueron comparadas através de la
Prueba de Duncan y de la Pruebade F a nivel del 5% de
probabilidad. El andlisis de la variancia se realiz6 con €l
programa MSTATC (Michigan State University, 1989).

Resultadosy Discusién

Losresultadosdelagerminaciony € vigor inicia
mostraron que las semillas de los cultivares
analizados presentaron una muy buena calidad fisi-
olégica, con valoresde germinaciény vigor superio-
resal 90% enlamayoriadelos casos (Cuadro 1).

La presencia de bandas de glicinina y
[-conglicininaen semillasno deterioradascon 0y 3
dias de germinacién fue similar paratodoslos culti-
vares estudiados, mientras que con ocho dias de
germinacion hubo desaparicion de bandas entre 29
y 36 kDay entre 45y 70 kDa, no evidenciandose la
desaparicién de aguellas correspondientesaglicinina
y pB-conglicinina (Figural). Sin embargo, Wilson
(1987) trabajando con semillas de soja del cultivar
Amsoy 71 encontraron que de las tres subunidades
de B-conglicinina, lacty o fueron rgpidamente de-
gradadas generando nuevos polipéptidos de

Cuadro 1. Germinaciony vigor (envejecimiento acelera-
do) en semillas de 10 cultivares de sojal?.

Cultivar Germinacion Vigor
(%) (%)
Maria 55 83e 79c
Asgrow 6001 97bc 93b
Asgrow 5435 95bcd 93b
Mercedes 70 97ab 94b
Asgrow 5818 94cd 92b
Pioneer 9492 95bcd 91b
Campeona 96bcd 93b
Andrea 66 92d 80c
Asgrow 6444 94cd 93b
Fainta 6686 99a 97a
CV (%) 3,99 3,40

(WM edias seguidas de igual letra mintscula en lavertical no difieren sig-
nificativamente entre si por la prueba de Duncan a 5% de probabilidad.
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B-conglicinina de 51,2 kDa al comienzo de la
imbibicién delassemillasy luego delosseisdiasde
germinadasla subunidad 3 también fue hidrolizada.
Asimismo, Qi et al. (1992) en trabajos de
electroforesisen gel paraanalizar ladegradacion de

12 345 678 910

A.R. Sdlinasetal.

|as subunidades de 3-conglicininaen semillasde soja
del cultivar Amsoy, germinadas a diferentes dias
durante los primeros 12 dias posteriores a la
imbibicién, encontraron que delastres subunidades
de B-conglicinina, la subunidad 3 se degradd a una
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Figura 1. Patrén proteico de semillas de 10 cultivares de soja (1: Maria 55; 2: Asgrow 6001; 3: Asgrow 5435;
4: Mercedes 70; 5: Asgrow 5818; 6: Pioneer 9492; 7: Campeona; 8: Andrea 66; 9: Asgrow 6444 y 10: Fainta 6686)

sin deteriorar y sometidas aenvejecimiento acel erado.
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tasamas|enta, persistiendo hastael sexto dia. Por otro
lado, lassubunidades oy o” fueron rdpidamente de-
gradadas en un crecimiento temprano habiendo de-
saparecido en gran medidaal cuarto dia. En su lugar
aparecieron polipéptidos de menor peso molecular
guelosdelas subunidades oy o pero mayores que
lasdelas subunidades 3. Igualmente, enlassemillas
de soja deterioradas artificialmente, tampoco se
observaron alteraciones en el patron electroforético
de B-conglicininay glicinina, las cuales mostraron
un comportamiento semejante al de las semillas no
deterioradas con 0, 3y 8 dias de germinacion (Figu-
ral). Evidentemente, lacalidadinicia delassemillas
detodos los cultivares fue muy alta, de modo que el
deterioro artificia al quefueron sometidaslassemillas
a través del envejecimiento acelerado durante 48
horas, no fue |o suficientemente dréstico como para
provocar alteraciones en la presencia de las
principales proteinas de reserva delos cultivares de
soja ensayados (Cuadro 1).

Lasactividadesdelao y B-amilasafueron detec-
tadaspor Adamset a. (1981) entgjidosendesarrollo,
maduros y germinados de semillas de soja. Segun
estos autores, en semillasinmaduraslaactividad de
lao-amilasaesmaximaen lamitad del llenado delos
granos acompariando los cambios que ocurren en la
acumulacién de amidon en los cloroplastos. Sin
embargo, la actividad de la 3-amilasa aument6 du-
rantelosUltimosestadiosdel desarrollo delassemillas
y fue una fuente predominante de la actividad
amilolitica en tejidos maduros. Aparentemente, la
hidrélisis de los granos de amidon se inicia por la
o-amilasa mientras que la 3-amilasa reacciona con
los fragmentos de almidon resultantes. Asi, la
o-amilasa seria una enzima hidrolitica clave en la
degradacion del a midén en semillasde soja(Adams
etd., 1981).
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Con respecto a la actividad de la a-amilasa
evaluadaalosO, 3,8y 12 diasdegerminacién delas
semillas, se observé un aumento de la misma al
comienzo de la germinacion hasta los ocho dias y
posteriormente una disminucion a los 12 dias,
probablemente debido a un agotamiento de las
sustancias de reserva de | os cotiledones (Cuadro 2).
Resultados similares fueron obtenidos por Salinas
et a. (1998) a evaluar laactividad delao-amilasaen
semillas de soja de los cultivares Bragg e IAS-5
amacenadas en condi ciones ambi ental es de Pel otas,
RS, Brasil, durante 180 diasy por Salinaset a. (1989)
en semillas de soja producidas bajo condiciones de
estrés hidricoy anegamiento en el suelo. Asimismo,
Wilson (1987) encontrd que apesar de quelasreser-
vas de amidon en las semillas de soja son bagjas al
comienzo de la germinacion, se detectaron picos de
actividad de oy 3-amilasadespuésdeloscinco dias
deimbibicion.

Cuando seanalizo €l efecto del deterioro artificial
sobre la actividad amilésica, se observd una
disminucién delaactividad de laenzima c-amilasa
en las semillas sometidas a envejecimiento acelera-
do con respecto alasno envejecidas, tanto en semillas
no germinadas como en aquellascon 3, 8,9y 12 dias
degerminacién (Cuadro 2).

En las semillas de sojadeterioradas artificialmen-
tey no deterioradas de los 10 cultivares estudiados,
seobservaron diferencias genotipicasen laactividad
de la a-amilasa (Cuadro 3). Coincidentemente con
estos resultados, Gorman & Kiang (1977), Cardy &
Beversdorf (1984), Norby & Rinne (1985),
concluyeron que existen variaciones genéticasen la
actividad amilasica entre cultivares de soja,
demostrando Norby & Rinne (1985) que ademas
algunos de €llos no presentaron actividad amilasica
0 que éstafue muy baja.

Cuadro 2. Actividad especificade a-amilasa (ug almidédn hidrolizado/min/ug proteina) en semillas de soja deterioradas

y no deterioradasalos0, 3, 8y 12 dias de germinacion®.

Tratamientos 0 3 8 12 Médias
Semillas no deterioradas 0,584aC 0,903aB 1,262aA 0,907aB 0,914
Semillas deterioradas 0,422bC 0,510bBC 1,003bA 0,742bB 0,669
Medias 0,503 0,706 1,133 0,825

(1) Medias seguidas por igual |etra, mintsculaen lacolumnay mayusculaen lalinea, no difieren entre si por la prueba de Duncan al 5% de probabilidad;

CV: 27,74%.
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Cuadro 3. Actividad especificade o-amilasa(ug amidén
hidrolizado/min/ug proteina) en semillas deterioradasy no
deterioradas de 10 cultivares de soja®.

Tratamiento  Semillas no Semillas Medias
deterioradas  deterioradas

Maria 55 1,57aAB 1,04bA 1,31
Asgrow 6001 1,04aC 1,00bA 1,14
Asgrow 5435 1,43aB 0,82bBC 1,13
Mercedes 70 2,03aA 1,08bA 1,56
Asgrow 5818  0,86aCD 0,64bCD 0,75
Pioneer 9492 0,60aDE 0,63bCD 0,63
Campeona 0,29aEF 0,27bE 0,28
Andrea 66 0,42aE 0,35bDE 0,39
Asgrow 6444 0,74aCD 0,46bCDE 0,60
Fainta 6686 0,20aF 0,09bF 0,15
Medias 0,914 0,669 -

(WM edias seguidas por igual |etra, mindisculaen lalineay mayusculaen la
columna, no difieren entre si por lapruebade Duncan a 5% de probabilidad;
CV: 27,74%.

Evidentemente, laactividad delaenzimao-amilasa
fue més sensible que la presencia de proteinas de
reservaparaevidenciar ladisminucién delacalidad
fisiolégicaprovocada por € envejecimiento acelera-
do en semillas de soja.

Conclusiones

1. El envejecimiento acelerado no afecta la pre-
sencia de glicininay B-conglicinina, pero alterala
actividad de la o-amilasa en semillas deterioradas
artificialmente hastalos ocho dias de germinacion.

2. Los cultivares de soja estudiados muestran
comportamiento diferencial frentealaactividad dela
o-amilasa, pero no se modifica el patron
electroforético de glicinina y -conglicinina en
semillas deterioradas artificialmente hasta los dias
doce de germinacion.
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