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El maiz (Zea mays) es un cereal que en Chile
esta destinado principalmente al consumo ani-
mel, especialmente en la avicultura (10). En
otros paises, como los asiticos y centroameri-
canos, los cereales son la principal fuente de
consumo humano, razén por la cual comenzaron

estudios para establecer el real potencial nutri-

tivo del maiz.

El contenido de lisina en el grano de maiz es
una caracteristica racial, como lo demuestra
Tello et al (32) al analizar 182 variedades dife-
rentes, que determina el valor biolégico de su
proteina y que pasa a adquirir importancia en

Latinoamérica como alimento susceptible de ser-

mejorado (4). Se comprobd que los genes opaco-
2 y harinoso-2 producian un aumento en el con-
tenido de lisina, pero que la base bioquimica de
este cambio seria diferente en ambos mutantes
y -por lo tanto en el doble mutante opaco-2 ha-
rinoso-2, el contenido de lisina seria mayor que
en cualquiera de los dos mutantes simples (26).
A los estudios preliminares de efectos nutricio-
nales realizados en ratas (21) (25) (7) siguieron
experiencias en pollos (12) (29) (17) y cerdos
(28) (11) (5), todos con muy buenos resultados.

En un trabajo reciente (16), se demuestra el
mejorado valor nutritivo del maiz opaco-2 cul-
tivado en Chile.

La proteina del maiz es un complejo en el que
algunos autores (24) diferencian zeina, gluteli-
na y fraccién acido-soluble. Otros (9) (18) hacen
una clasificacién mas racional de acuerdo a la
solubilidad de las. proteinas que permite sepa-
rar: a) albaminas (solubles en agua); b) globu-
linas (solubles en NaCl al 5%); c) prolaminas
(solubles en alcohol etilico al 70% v/v) que corres-
ponde a la zeina, y d) glutelinas (solubles en
NaOH al 0,2%). De estas cuatro fracciones la
zeina, con bajo  valor biologico debido a su cons-
titucion aminoacidica que permite la formacién
de agregados unidos por enlaces bisulfuros, es
la que se encuentra en mayor proporcién en los
maices no opacos (33). En el opaco-2 se produce
una disminuciéon del contenido de zeina y un
aumento de glutelina, que es la proteina con
alto nivel de lisina; ademas, se produce un au-
mento de albuminas que, aunque se encuentran
en muy baja proporcién, también contienen li-
sina. Por lo tanto, el aumento de lisina en el
opaco-2 puede atribuirse a -tres factores, segin
Mertz et al (22).

1. Aumento de lisina en la fraccién soluble en
agua (albiminas)

2. Aumento de lisina en la zeina

3. Disminucién de la razén zeina a glutelina.

La extraccion de las proteinas del maiz se

hizo inicialmente con el método propuesto por
Mertz y Bressani (23) en que se usé un medio
alcalino de pH 12 con iones cobre, sodio, sulfato
y sulfito. Hoy se prefiere la extraccién fracciona-
da con solventes usados en el siguiente orden:
agua; NaCl 5%; alcohol 70% y NaOH 0,2% (6).

El inierés por estudiar las fracciones proteicas
aisladamente proviene del hecho de que el gen
opaco-2 determina una alteraciéon en la sintesis
de proteinas en el grano y que esto se traduce
en caracteristicas fenotipicas bien definidas, co-
mo son el aspecto opaco del grano, el menor
peso especifico, el mayor tamano del germen de
la semilla, etc.

El contenido aminoacidico de todas las frac-
ciones se ha determinado ampliamente tanto en
maices opacos como no opacos (4), como asimis-
mo el contenido de proteina, que en el maiz
opaco-2 no es necesariamente mayor.

El nitrogeno del suelo parece estar en rela-
cién directa con el nivel de proteinas, pero este
aumento no siempre es proporcional al conteni-
do de lisina (19) (20). También ocurre que el
nitrégeno alcohol soluble (zeina) aumenta mas
rapidamente con el aumento de nitrogeno del
suelo (30). '

El endosperma es la parte del grano de maiz
que presenta mayor contenido de proteina (80%,
aproximadamente). Sus células contienen gra-
nulos de proteina, especialmente zeina que van
disminuyendo a medida que se avanza hacia el
centro del grano (13). Los granulos de 20 micro-
nes de didmetro en el maiz normal, disminuyen
apreciablemente de tamaifio en el opaco-2 (35)
y esto representa la diferencia en el contenido de
zeina (34). ;

Tanto la calidad de las plantas como las con-
diciones del suelo determinan algunas caracte-
risticas agronémicas importantes como son, el
peso del grano, el tamaiio de la mazorca, etc.,
que inciden directamente en el rendimiento (2).
Se ha observado que el mutante harinoso-2 pro-
duce un aumento en el contenido de lisina simi-
lar al producido por el opaco-2, sin que el peso
especifico del grano disminuya tanto. Por otra
parte el grano opaco-2 presenta un mayor con-
tenido de humedad, lo que provoca una fragili-
dad de endosperma y un aumento del porcenta-
je de granos quebrados. Todo esto representa un
menor rendimiento por hectarea del maiz opaco-
2(1). .

Se sabe del mayor contenido de lisina y trip-
tofano en el opaco-2, del efecto de la maduracion
sobre estos niveles de aminoacidos y también del
aumento de la calidad biolégica de su proteina
(8) (16), tanto para el consumo animal como
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humano. Resulta importante estudiar el efecto
que produce €l gen opaco-2 en las distintas pro-
teinas que componen cada una de las cuatro
fracciones principales del maiz y compararlas
con las proteinas de maices no opacos. Para ello,
el estudio electroforético parece muy adecuado
y asi se ha venido haciendo en los Gltimos afos.

Las proteinas vegetales, a diferencia de las
proteinas - animales, son mas . insolubles y por
ello, las condiciones de electroforesis son un tan-
to diferentes y necesitan de medios de soporte
que den buena resolucion de los componentes
de cada fraccién.

Todos los estudios electroforéticos de protei-
nas de maiz han sido llevados a cabo en gel de
almidon (starch-gel) como medio de soporte por
su porosidad homogénea que permite separar
las moléculas proteicas, tanto por su carga como
por su tamano molecular (14) (15).

En este trabajo se pretende demostrar que el
estudio electroforético de las proteinas de maiz,
puede llevarse a cabo en condiciones de trabajo
mas simples que las usadas hasta ahora y con
buenos resultados. Es importante comparar los
electroforegramas de las proteinas de maiz opa-
co y no opaco y poder determinar aquellas que
son afectadas tanto en la cantidad en que se
sintetizan como en la propiedad de migrar en un
campo electroforético con mayor o menor rapi-
dez, lo que revelaria un cambio de estructura de
dichas proteinas.

Cuadro 1.- Contenido de nitrégeno del maiz
opaco-2 y no opaco antes' y después-de
extraer, expresado en base de materia
seca.

N ANTES DE N DESPUES DE

EXTRAER % EXTRAER %
Maiz opaco 1,89 8’14
2,05 16

Maiz no opaco

Cuadro 2.- Porcentaje de nitrégeno extrai-
do por los solventes agua, cloruro de so-
dio, etanol e hidréxido de sodio y deter-
minado en los extractos liofilizados.

ALBUMINAS  GLOBULINAS ZEINA GLUTELINA
(120) (Nacl 5%)  (Etou 70%) (NaoH 22%)
% N % N. %N % N
Maiz opaco 9,8 1,8 8,9 30,8
Maiz no opaco 7,5 1,8 17.8 9.8
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MATERIAL Y METODO

Se analizaron dos lineas isogénicas de maiz,
CH45 - 668 ct O2 O2 y CH45 - 668 ct 02 o2,
proporcionados por ‘el Subproyecto Mejora-
miento de Maiz del Instituto de Investigaciones
Agropecuarias, Estacion Experimental La Pla-
tina, y se estudié la diferencia que existe entre

‘ambos por el comportamiento de sus proteinas

en el campo electroforético.

Las muestras de. granos de maiz completos
(pericarpio, aleurona, germen 'y endosperma)
se llevaron a un 15% de humedad para ser moli-
das en un molino Biihler hasta un tamafo de
particula comprendido entre 40 y 60 mesh. Pos-
teriormente se desgrasé las muestras en aparato
Soxhlet con éter durante 36 horas.

Se determiné contenido -de nitrégeno de la
harina antes y después de extraer, segin meéto-
dodelaa.0o.a.c.(3).

La extraccién de la proteina se hizo segin el
método seguido por Boundy et al (6), con las
siguientes modificaciones:

Todas las extracciones se hicieron en una li-
cuadora Warring-Blendor a temperatura am-
biente y los sobrenadantes  se -separaron . por
centrifugacion durante 10 min. a 12.100 x g y
5°C de temperatura.

Los extractos fueron liofilizados, previa dia-
lisis durante 48 horas contra agua destilada para’
eliminar los solventes. El cxtracto acuoso (albu-
minas) no se dializ6.

En los extractos liofilizados (s6lidos) se deter-
mind proteina por el método de Kjeldahl segin
la a.0.a.c. (3).

TECNICA DE ELECTROFORESIS

A. Material empleado:

1. Camara de electroforesis horizontal Gelman.

2. Tampones de electroforesis: Veronal-veronal
sodico; carbonato-bicarbonato de sodio; fos-
fato monoacido-fosfato biadcido de sodio;
lactato de aluminio-acido lactico.

3. Soporte de electroforesis: ' Membranas de
poliacetato de celulosa (Sepraphore 1ir).

B. Condiciones estudiadas:

p—

. pH del tampén: 2,5; 3,1; 3,3; 6,8; 8,5 y 10,0.

2. Fuerza ionica del tampén: 0,005; 0,0075 y
0,01.

3. Tiempo de electroforesis: entre una y dos
horas.

4. Voltaje constante: entre 150 y 250 volts.
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Figura 1.- Electroferogramas de los extrac-
tos acuosos, salino, alcohélico y alcalino
de maiz no opaco (A, C, E y G, respectiva-
mente) y sus contrapartidas de maiz opa-
co (B, D, Fy H) en iguales condiciones
de electroforesis. Tampé6n lactato de Al-
acido lactico de pH 3.3.

ut

. Tincién de revelado: Ponceau-S y Nigrosina.

6. Cantidad de proteina en solucion aplicada al
soporte: entre 10 y 20 microlitros de una so-
Iucidn al 5% en proteina.

7. Cuantificacién de la proteina en las bandas:

por refraccién y por densidad o6ptica, previa

clarificacién de las membranas.

RESULTADO Y DISCUSION

Desde el punto de vista bioquimico parece
mas aceptable la clasificacién de las proteinas
de maiz de acuerdo a su solubilidad en diferentes
solventes y ‘por esta razon la extraceion se hizo
con este criterio.

En los Cuadros 1 y 2 se detalla el contenido
de nitrégeno de las harinas desgrasadas antes
y después de extraer y el porcentaje de N extrai-
do. Se demuestra claramente la -influencia del
gen opaco-2, que se manifiesta en un aumento
de la cantidad de glutelina y una disminucion de
la zeina, mientras las fracciones menores, albi-
minas y globulinas, no varian significativamente.

Estos resultados corresponden a-las muestras
de lineas isogénicas de maiz opaco-2 y no opaco
provenientes de mazorcas segregantes para este
caracter. Es importante destacar el hecho de
que el contenido de nitrégeno del maiz no opaco
es mayor que el del opaco-2; sin embargo el
aumento-de la calidad biologica de este dltimo es
evidente debido a su mayor contenido de lisina
y triptofano, como lo demuestran trabajos re-
cientes (8).

Se ensayaron distintas condiciones de electro-
forésis para determinar las que producian mejo-
res separaciones.

Inicialmente se usé tampoén de veronal-vero-
nal sddico de pH 8,6 pero se encontré poca solu-
bilidad’ de los extractos proteicos y al revelar con
colorantes especificos de proteinas, no aparecie-
ron zonas tefiidas. Resultados similares se en-
contraron al usar tampones carbonato-bicarbo-
nato de pH 11 y fosfato monoacido-biacido'de
sodio de pH 10. También se estudid el efecto de
una alta concentracién de urea (8 M) en estos
tres tampones con iguales resultados.

Posteriormente se ensayé un tampén de bajo
pH: lactato de aluminio-acido lactico en un ran-
go de pH entre 2,3 y 3,3 y con fuerza idnica
entre 0,005 y 0,01. Primero hubo un aumento
de la solubilidad de los extractos liofilizados en
el tampén, especialmente de las fracciones co-
rrespondientes a las albiminas y globulinas.
Luego se determind una migracién de estas pro-
teinas desde el extremo positivo hacia el negati-
vo del soporte de electroforesis; que la resolu-
cion .de las globulinas aumentaba cuando el
tampon de electroforesis se hacia en urea 8 M;
finalmente, que la cantidad de ‘muestra aplica-
da al soporte debia ser de 10 microlitros de solu-
cién al 5% en proteina.

Las muestras se analizaron con respecto al
contenido- de nitrégeno de sus fracciones y por el
comportamiento de estas fracciones en la electro-
foresis. Cabe destacar que estas muestras se eli-
gieron con el propésito de minimizar las diferen-
cias que pudieran haber entre un maiz opaco y
no opaco cultivados en diferentes suelos, prove-
nientes ‘de distintas plantas, cosechados en dife-
rentes épocas, etc. En este caso el maiz opaco-2
y no opaco-provienen de una misma mazorca,
de modo que se podria decir que la diferencia
que existe entre ellos se debe a la expresion del
gene en sus formas alternantes.

En la Figura 1 puede apreciarse el comporta-
miento de las fracciones A, C, E y G correspon-
dientes a albiminas, globulinas, zeinas y glute-
lina de maiz no opaco respectivamente, y sus
contrapartidas B, D, F y H del maiz opaco-2;
todas las fracciones en las mismas condiciones
del electroforesis.

Es importante notar que las albGminas se so-
lubilizan totalmente y muestran un electrofore-
grama claro y semejante. Esto concuerda con los
resultados obtenidos por Paulis et al (27). Las
globulinas se disuelven parcialmente y sus zo-
nas de migracién, aunque semejantes, muestran
manchas desuniformes. Los extractos alcohdli-
cos, practicamente insolubles en el tampdn de



Figura 2.- Electroferograma de globulinas
de maiz opaco (A) y no opaco (B) en tam-
pon lactato de Al-acido lactico y urea 8 M.

electroforesis, no aparecen en el soporte. Final-
mente, los extractos alcalinos aparecen en el
punto de aplicacion y en una heterogénea mi-

‘gracion.

En la Figura 2 puede verse las fracciones. co-
rrespondientes a globulinas provenientes de
endosperma opaco (A) y no opaco (B). En este
caso-el tampén contiene urea 8 M. El efecto de

la alta concentracién de urea -es desdoblar las

proteinas de alto peso molecular que tienen una
estructura terciaria mantenida por enlaces de
cierta fuerza como son los puentes de hidrogeno,
fuerzas de Van der Waals, etc. Este efecto no
tiene los resultados esperados en la zeina y glu-
telina debido a los enlaces disulfuros que son
mas poderosos y que probablemente mantienen
la estructura terciaria de estas prolaminas y glu-
telinas.

Algunos autores recomiendan reducir estas
proteinas mediante agentes reductores como
mercaptoetanol y luego alquilar los grupos
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— SH libres en presencia de urea 8 M, con el
fin de prevenir la formacidon de agregados
disulfuros (33) (6).

Estas reducciones no se llevaron a cabo en
las condiciones sefialadas pero se intent6 redu-
cir las ‘proteinas con acido tioglicolico 50 mM,

‘también en. presencia de urea 8 M. Se obtuvo
resultados positivos solamente en la fraccién

glutelina, como lo muestra la Figura 3, en que
aparecen algunas bandas bien claras (A: no opa-
co; B: opaco) y ademas se observa una diferencia
entre opaco y no opaco bastante apreciable en
cuanto al nimero de zonas tefiidas y a la distan-
cia de migracién de estas bandas. No se obtuvo
¢l mismo efecto con la zeina (C y D).

Respecto al anélisis densitométrico realizado
en un aparato Analytrol Beckman, se puede
decir que representa un medio rapido y preciso
para cuantificar proteinas en base a intensidad
de coloracion comparadas con zonas de la mem-
brana sin coloracion.

Los resuitados de este trabajo pueden resu-
mirse en algunos puntos bésicos:

1. La extraccién diferencial con solventes pro-
porciona proteina, correspondiente a las
cuatro fracciones del maiz, con un grado de

Figura 3.- Electroferograma de glutelinas
y zeina de maiz no opaco (A y C respecti-
vamente) y sus contrapartidas de maiz
opaco B y D. Tampon lactato de Al-acido
lactico pH 3.3; 8 M en urea y 50 mM en
acido tioglicoélico.
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pureza relativamente alto. La fraccién glute-
lina es la mas voluminosa luego de liofilizar.

2. La electroforesis de proteinas de maiz corres-
pondiente a la fraccion acuo-soluble (albimi-
nas) puede llevarse a cabo con buenos resul-
tados en las siguientes condiciones:

a) Soporte de - electroforesis: pohacetato de
celulosa.

b) Tampon de electroforesis: lactato de alu-
minio-acido lactico de pH 3,1 y fuerza i0nica
de 0,0075.

c) Solucxon de proteina al 5% en el tampén de
electroforesis y aplicada en cantidad de 10
microlitros.

d) Tlcmpo de electroforesis: 1,5 hora a 350
volts y 4°C de temperatura.

e) Tincién: Ponceau-S$ al 0,2% en 4cido triclo-
roacético al 5% durante 10 minutos y lavados
de 5 minutos en solucién al 5% de 4cido acéti-
co. Cuantificaciéon por refraccién segin acon-
seja-Smith (31).

3. Las proteinas sal-solubles (globulinas) pue-
den ser comparadas claramente al correr su
electroforesis en las mismas condiciones ante-
riores, excepto, en que el tampon de electro-
foresis debe llevar ademas urea en concentra-
cion 8 M.

4. Las proteinas alcohol-solubles (zeina) son
muy dificiles de solubilizar en el tampén de
electroforesis, por lo que no se demuestra su
electroferograma.

5. Las proteinas ‘alcali-solubles (glutelinas) se
solubilizan parcialmente en el tampén -de
lactato 8 M en urea y 50 mM en 4cido tiogli-
colico y dan -electroferogramas - inténsamente
tefiidos pero con gran cantidad de proteina en

EXTR. ACUOSQ OPACO
TAMPON:LACTATO AL.pH 3.5

—_ -
B A

EXTR. ACUOSO NO OPACO
TAMPON: LACTATO AL.pH 3.5

Figura 4.- Esquema densitométrico de un
electroferograma de albuminas de maiz
no opaco- (A) y opaco (B) en aparato
ANALYTROL - Beckman en base a in-
tensidad de coloracién en las bandas.

el punto de aplicacién de la muestra. Las con-
diciones de electroforesis fueron las mismas
que en las albaminas.

6. Las diferencias que existen en el comporta-
miento de las proteinas de maiz opaco y no
opaco son sutiles a nivel de las albliminas y
globulinas, pero en las glutelinas son mas
evidentes. Estas diferencias son méas marcadas
cuando se hace el analisis densitométrico en
base a intensidad del colorante fijado a las
proteinas. En la Figura 4, A y B corresponden
a los electroferogramas A y B de la Figura 1
(albaminas). Estos resultados indican que
existe una estrecha relaciéon entre las caracte-
risticas fenotipicas y genotipicas que determi-
na el gen opaco-2 en los maices no opacos,
es decir, existe una diferencia entre las protei-
nas que se sintetizan en ambos tipos de maiz.

CONCLUSIONES

De este trabajo en proteinas de maiz opaco-2
y no opaco puede concluirse:

— La extraccién fraccionada de las proteinas de
maiz de acuerdo a su solubilidad diferencial,
permite demostrar un efecto muy estudiado
del gen opaco-2: aumento de la glutelina y
disminucién de la zeina. Esto, de acuerdo al
contenido de N de las fracciones.

—Las membranas de poliacetato de celulosa
representan un excelente medio de soporte
en la electroforesis de proteinas de maiz y
ofrecen una gran ventaja sobre el gel de almi-
doén empleado en la mayoria de los estudios
de proteinas vegetales. Presentan un tiempo
corto de electroforesis (0,5 a 2 horas) y un ma-
nejo sin dificultades; ademas, puede evaluarse
su electroferograma por elucién, refracciéon o
densidad optica.

— Las albiminas.y globulinas del maiz pueden
ser estudiadas comparativamente por su‘com-
portamiento en un campo electroforético en
las condiciones ya descritas. Ambas fracciones
presentan un electroferograma semejante en
el maiz opaco-2 y no opaco.

—La fraccion alcohol-soluble (zeina) es alta-
mente insoluble en los tampones de electro-
foresis ensayados y debera disponerse de
reactivos  adecuados que permitan su desdo-
blamiento para que sus proteinas se mani-
fiesten en la electroforesis.

— La fraccién soluble en solucién alcalina (glu-
telina), sufre un desdoblamiento parcial en
presencia de urea y Aacido tioglicélico, lo que
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le permite mostrar un electroferograma in- —La electroforesis de proteinas es una herra-
completo ya que aparece una cantidad de mienta de gran valor para el estudio de la in-
proteina en el punto de aplicacién, pero se fluencia que tienen los genes mutantes sobre
aprecia una significativa diferencia entre las la cantidad y calidad de las distintas pro-
glutelinas del maiz opaco-2 y no opaco. ' teinas que se sintetizan en el grano. Esto
— Estos resultados seran de utilidad para los ayuda a orientar el mejoramiento genético
genetistas que necesitan visualizar los efectos de los maices considerando la influencia del
de genes mutantes en hibridos de cultivo co- suelo, la planta y la dotacién genética de los
min con el fin de determinar los aspectos que gametos que originan la semilla, para la ob-
regulen el mejoramiento de la calidad protei- tencién de granos con alto rendimiento y con
ca de los maices. ' mejor calidad proteica.
RESUMEN

En el presente trabajo se estudié un método de extraccién de las proteinas de maiz opa-
co-2'y no opaco, en base a solubilidad diferencial.

Las fracciones extraidas fueron sometidas a electroforesis.

Se comprobd un aumento de glutelina y una disminucién de zeina en el maiz opaco-2
respecto al maiz no opaco, en el proceso de extraccion.

El poliacetato de celulosa como soporte de electroforesis es un medio rapido, de facil ma-
nejo y alta resolucion. .

Se obtuvo buenas separaciones de las proteinas acuo-solubles (albiminas) y sal-solubles
(globulinas). Ambas proteinas muestran un electroferograma semejante en el maiz opaco-
2 y no opaco. v '

La fracciéon alcohol-soluble (zeina) es altamente insoluble en los tampones de electrofo-
resis y no se distingue presencia de proteina al revelar el soporte de electroforesis. '

La fraccién alcali-soluble (glutelina) es desdoblada en parte por accion de urea 8 M y
acido tioglicolico 50 mM y presenta un electroferograma parcial en que se aprecia diferen-
cia entre maiz opaco-2'y no opaco.

La ventaja de una rapida y racional extraccién de las proteinas, junto con la facilidad de
trabajar con un soporte de electroforesis mas ventajoso, permite ' estudiar el efecto de los
genes mutantes en la obtencién de maices de mejor calidad proteica, preocupacion. perma-
nente en el desarrollo de nuevas fuentes de proteinas para el consumo animal y humano.

SUMMARY

A method for the extraction of proteins from maize opaque-2 and non opaque on the
basis of differential solubility was studied.

The fractions extracted were subjected to electrophoresis.

Maize opaque-2 showed an increase in glutelin and a decrease in zein with respect to
maize non-opaque, in the extraction process.

Cellulose polyacetate as a support of electrophoresis is rapid, easy to handle and of a
high resolution.

Good separation of the water-soluble proteins (albumins) and salt-soluble proteins (glo-
bulins) was obtained. Both proteins show a similar electropherogram in maize opaque-2
and non-opaque.

The alcohol-soluble fraction (zein) is highly insoluble in electrophoresis buffers and
there is no sign of the presence of protein when the electrophoresis support is revealed.

The alkali-soluble fraction (glutelin) breaksdown, due to the action of urea 8 M and
thioglicolic acid 50 mM, and presents a partial electropherogram. where the difference bet-
ween maize opaque-2 and non-opaque can be appreciated.

The advantage of a rapid and rational extraction of the proteins, together with the con-
venience of working with a more adventageous electrophoresis support, permits the study
of the effect of the mutant genes for the obtention of maize with an improved protein qua-
lity, which is a constant problem for the development of new sources of protein for animal
and human consumption '
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