
Anal. Inst. Bot. Cavanilles 33: 103-110 (1876)

IDENTIFICACIÓN, POR ELECTROENFOQUE, DE PROTEASAS
EN SEMILLAS DE CITRULLUS VULGARIS GERMINANDO

por

C. VICENTE y M. N. VILLALOBOS

Abstract. We have analyzed the proteasic activity of Cttrullus vulgaris seedlings
by electrofocussing showing the existence of two typic proteases, pl 5.8 and 6.9, in
plants growing upon nitrate as nitrogen source. Two atypic proteases are identifytd
in seedlings growing upon urea, solé or combined with nitrate, being its pl 6.8
and 4.6 respectively.

Resumen. Se describe la existencia de dos proteasas, de pl 5,8 y 6.9 respectiva-
mente, en coti'edones de semillas de Citrullus vulgaris germinadas, considerándose la
actividad de tales enzimas supletoria a la asimilación de las fuentes nitrogenadas de los
medios de cultivo. La presencia de urea en tales medios determina la aparición de
dos proteasas atípicas de pl 6,3 y 4,6, cuyo papel fisiológico parece estar ligado a la.
destrucción celular en plántulas que resultan inviables.

INTRODUCCIÓN

En un trabajo previo (VICENTE y cois., 1975) se intentaba establecer
una relación entre categorías sistemáticas y contenido enzimático, esen-
cialmente ureasa, para varias especies de Cucurbitáceas. El sentido de
esta relación vendría dado por el hecho de considerar cada proteína
como producto de acción de un gen determinado y, por tanto, la dota-
ción enzimática de una especie sería un fiel reflejo del genoma activo
de esa especie.

El hecho de experimentar sobre semillas nos ha obligado, ampliando
el campo de estas investigaciones, a elegir las proteasas como sujeto de
análisis por la importancia que tales enzimas tienen en el proceso de
germinación y, por tanto, en la viabilidad de la nueva planta
(BLACK, 1972).
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En este trabajo se describen los resultados obtenidos sobre la iden-
tificación de proteasas en semillas germinando de Citrullus vulgaris L.

MATERIAL Y MÉTODOS

Se han utilizado semillas de C. vulgaris, variedad comercial valen-
ciana, con un poder germinativo del 95 por 100 según la prueba del
fetrazolium (PORTER et al., 1947).

Las semillas, previamente esterilizadas y escarificadas sus cubiertas
externas, se cultivaban sobre arena de cuarzo suplementada con medio
HOAGLAND, según la composición descrita por HELLER (1969), a 26° de
temperatura y en oscuridad. La fuente de nitrógeno, nitrato para el
medio basal, era completada con urea 100 mM según se indique en
cada caso.

Para determinar la actividad proteásica, se preparaba un extracto
libre de células, según se ha descrito previamente (VICENTE y OLCI-

NA, 1974), estabilizándolo a pH 4,5 con citrato 50 mM, a pH 6,5 con
fosfato 75 mM o a pH 8,0 con tris-maleato 50 mM, según los casos.

'Las proteínas se valoraban por el método de LOWRY et al. (1951). La
actividad proteásica se determinaba incubando el extracto (0,5 mg. de
proteína) con 1 mg. de seroalbúmina bovina, tamponando a los pH
citados, y en un volumen final de 3,0 mi. Después de treinta minutos
de incubación, se añadía a la mezcla de reacción 0,5 mi. de SO4Zn 0,6 M
y 0,5 mi. de Ba(OH)2 0,6 M. La mezcla se centrifugaba a 14.700 g.
durante veinte minutos en una centrifuga Sorvall SS-1, recogiendo el

• sobrenadante y añadiendo a 0,5 mi. de éste 2,0 mi. de agua destilada
y 0,5 mi. de una disolución de ninhidrina al 0,1 por 100 en acetona.
Después de cinco minutos de inmersión en agua hirviendo se medía
el color desarrollado a 520 nm. La conversión de densidades ópticas en
concentraciones de aminoácido se efectuaba mediante una recta patrón
construida con diferentes concentraciones de L-prolina. La velocidad
de reacción se expresa como ¡imoles de aminoácidos/minuto y se con-
sidera un ¡imol de aminoácido formado/mg. proteína y minuto una
unidad de actividad específica.

El análisis de proteínas por electroenfoque se realizó mediante su
separación en un gradiente de densidades formado por una disolución
densa, preparada mezclando 0,2 mi. de anfolitas (LKB), 40 mi. de agua
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•destilada y 25 g. de sacarosa, y una disolución ligera constituida por
0,2 mi. de anfolitas y 60 mi. de agua destilada. El pH de las muestras
«luidas se midió con un pH metro Beckman, modelo Expandomatic.
Las muestras se preparaban dializando el extracto libre de células duran-
te doce horas a 4o frente a agua destilada.

RESULTADOS

Bajo los tiempos de experimentación usados (diez días) las semillas
sembradas en medio HOAGLAND base germinan en su totalidad al cuarto
<lia de incubación, simultáneamente a la aparición de actividad proteá-
sica detectable para un pH óptimo de 6.5 (fig. 1). El máximo de acti-

días de incubación

Fig. 1. — Desarrollo de !a actividad proteásica, me-
dida a pH 4,i> (o), (¡.."i (¿) y 8,4 (•), en semillas
de Citrullus vulgaris germinando sobre medio

Hoagland base.

vidad proteásica se obtiene al sexto día de incubación para toda la
gama de pH utilizada y desciende posteriormente para hacerse mínima
al décimo día de incubación. Los cotiledones de máxima actividad pro-
teásica fueron analizados por electroenfoque. De esta manera, se ha
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determinado la existencia de dos proteasas, de pl 5,8 y 6,9, que tra-
bajan de forma óptima a pH 6,5 (fig. 2). Para medios con urea como
única fuente de nitrógeno se obtiene un máximo de germinación de 40
por 100 en el sexto día de incubación, aunque las actividades proteásicas

na de fracción
Fig. 2. — Identificación de proteasas por electroeufoque en extractos
libres de células de cotiledones de Citrullus vulgoris creciendo sobre
medio Hoagland base, (x) pH de elución. El resto de las claves

son idénticas a las de la figura 1.

comienzan a detectarse a partir del cuarto día, como en el caso ante-
rior, para pH 6,5 y 8,0 (fig. 3). El máximo de actividad se obtiene, en
este caso, al octavo día de incubación, siendo más alto que el de plán-
tulas que crecen sobre nitratos exclusivamente. El análisis por electro-
enfoque de extractos de cotiledones de ocho días de edad demuestra
la existencia de una única proteasa, de pl 6,3, distinta a las dos encon-
tradas en plántulas de germinación óptima (fig. 4). Para semillas que
crecen sobre medios que contienen nitrato y urea como fuentes de
nitrógeno se obtiene un máximo del 50 por 100 de germinación al décimo
día de incubación, comenzando la detección de actividades proteásicas



días de incubación

Fig. 3. — Desarrollo de la actividad proteásica para
semillas de Citrullus vulgaris sembradas sobre medios

con urea como única fuente de nitrógeno.

na de fracción
Fig. 4. — Identificación de proteasas en extractos libres de células
de cotiledones de Citrullus zitlgaris mantenida en medios con urea

como única fuente de nitrógeno.



días de incubación
Fig. 5. — Desarrollo de actividad proteásica en semi-
llas de Citrullus mlgari; mantenidas sobre medios

cor. nitrato y urea como fuentes de nitrógeno.

n2- de fracción
Fig. 6. — Identificación de proteasas por electroenfoque en extractos
iibres de células de cotiledones de Citrullus vvlgaris mantenida sobre

medios con nitnito y área como fuentes de nitrógeno.
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el sexto día y alcanzando máxima actividad en el séptimo para pH 6,5
(figura 5). El análisis por electroenfoque de extractos libres de células
para plántulas de siete días de vida revela la presencia de una única
proteasa, de pl 4,6 (fig. 6).

Es de notar que la presencia de urea en los medios de cultivo deter-
mina un hinchamiento anormal de los tejidos paralelo a un notable
incremento en el peso fresco, con lo que las semillas que han logrado
germinar no prosperan más allá del estado de radícula emergida. Las
semillas sembradas en medio HOAGLAND base, por el contrario, presen-
tan un crecimiento y desarrollo normales a lo largo de todo el tiempo
de experimentación.

DISCUSIÓN

Se ha comprobado que la germinación de semillas de C. vulgaris se
completa para medios en los que se incluyen nitratos como única fuente
de nitrógeno. La presencia de urea en los medios de cultivo, tanto como
suplemento nitrogenado o como única fuente de nitrógeno, disminuye
notablemente la germinación e impide el posterior desarrollo de las
semillas germinadas. En este orden de cosas, se considera el primer
caso como de desarrollo típico, mientras que los otros dos serían pro-
cesos de germinación atípicos.

Las actividades proteásicas, para todos los casos, aparecen cuando
la germinación se ha llevado a cabo. Para desarrollos típicos, la apari-
ción de tales actividades será posiblemente debida a un agotamiento de
los nitratos del medio, necesitando la plántula un aporte de aminoácidos
provenientes de la hidrólisis de las proteínas de reserva acumuladas en
los cotiledones. Este extremo tiene su confirmación en los resultados
descritos por RAMÍREZ et al. (1975), por los que demuestran que las
primeras fases de la germinación (los cuatro primeros días de incuba-
ción) vienen precedidos por el desarrollo progresivo de una actividad
nitrato reductásica convencional, que reduciría los nitratos del medio a
formas más asimilables. El análisis por electroenfoque de las actividades
proteásicas de aparición tardía, revela su desdoblamiento en dos pro
teínas distintas, de pl 5,8 y 6,9, respectivamente, que pueden ser con-
sideradas como proteasas típicas de la última fase de la germinación.

La presencia de urea en los medios de cultivo determina la aparición
•de dos proteasas atípicas, una, de pl 6,3, para semillas sembradas en
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medios con urea como única fuente de nitrógeno, y otra, de pl 4,6, para
semillas mantenidas en medios con nitratos y urea como compuestos
nitrogenados. El carácter atípico de estas proteasas vendría puesto de
manifiesto por el hecho de que su actividad máxima coincide con el esta-
do de inviabilidad de las pocas semillas germinadas, considerándose por
ello que estas proteasas inician la autolisis celular, mientras que las
primeramente descritas serían enzimas de hidrólisis de proteínas de
reserva.
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