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RESUMEN.

Se conoce que el dcido giberélico y el dcido abscisico -
regulan la sintesis de la a-amilasa y la proteasa en la capa
de aleurona de los cereales y se ha propuesto que el mecanis-
mo por el cual se efectlia esta regulacién es el mismo para am
bas enzimas, sin embargo, no se ha estudiado con detalle el -
caso de la proteasa.

Esto da lugar a pensar que pudieran ser diferentes los =~
mecanismos por los que se regula la sintesis de a-amilasa y -
la proteasa, y los resultados obtenidos ser solo coincidencias,
por lo que es conveniente determinar si los mecanismos de re-
gulacidén de la sintesis de las dos enzimas son el mismo o son
diferentes.

Para comprobar que las actividades de la a-amilasa y la
proteasa aparecen simultdneamente en variedad de trigo emplea
da, se siguid la cinética de induccidén de ambas enzimas en ~--
funcidén del tiempo de incubacién.

Para determinar si los mecanismos por los que.se regula
la sintesis de las dos enzimas hidroliticas son iguales 6 no,
se hicieron experimentos agregando inhibidores de la sintesis
de proteinas y de ARN a diferentes tiempos durante la induc~
cidn con &cido giberélico y se determind la actividad protedli
tica a un tiempo fijo, y adicionando &cido abscisico a las 15
horas de incubacidn con &cido giberélido y determinando la ac
tividad proteolitica a diferentes tiempos después de la adi=

cién del &cido abscisice.



Los resultados sugieren que son diferentes los mecanis-
mos por los cuales los &cidos giberélico y abscisico regulan
la sintesis de las dos enzimas ya que se encontraron diferen
cias en cuanto a los efectos del .dcido abscisico y de la -~
actinomicina D. En el primer caso no se presenta el periodo
lag que se ha reportado para la a-amilasa y en el segundo, se
determind que se requiere de la sintesis de ARN durante todo
el perfodo de la incubacidén, que difiere con lo descrito pa-
ra la amilasa, cuya sintesis se vuelve insensible a este ti-
po de inhibidores después de las 12 horas de incubacidn con
dcido giberélico.

Por otro lado, se determind el pH Gptimo para la acti-
vidad proteoiitica de capas de aleurona recien aisladas e -
inducidas con &cido giberélico durante 50 horas, encontrando
diferencias en los pH Gptimos, 1o que indica que se trata de
mds de una actividad proteolitica, una constitutiva presente
en las capas de aleurona sin inducir y otra que aparece por
accién del acido giberélico, lo que se refuerza con lo encon

trado al utilizar activadores de grupos sulfhidrilo.



1 INTRODUCCION Y ANTECEDENTES

Cuando una semilla viable se coloca en condiciones de
humedad y temperatura adecuadas, experimenta fendmenos ta-
les como la captacién de agua, incremento en la respiracidn,
en la sintesis de macromoléculas como proteinas, ARN, ADN,
etc., aumentando también otras actividades metabélicas. Co
mo resultado de todo ésto, una nueva planta comienza a des-

arrollarse.

Una vez iniciado este proceso, la nueva pléntula meta-
bolizard las reservas de que dispone, hasta que sea capaz -
de sintetizar por ella misma, todo lo necesario para su cre
cimiento, esto es, gue se convierta en un organismo autdtro

fo.

En los cereales, como se mostrard mds adelante, las -
reservas se encuentran localizadas en el endospermo almido-
noso y en la capa de aleurona, misma que jugard un papel -
preponderante dorante )a-germipdcidn y el crecimiento tem-
prano, ya que en ella se sintetizan las enzimas hidroliti-
cas que estdn involucradas en la movilizacién de las reser-

vas.

El dcido giberélico (AGS) tiene una funcién muy impor-
tante en la movilizacién de las substancias almacenadas, ya
que de alguna forma participa en la sintesis de novo de al-

gunas enzimas hidroliticas como la a-amilasa y la proteasa



en la capa de aleurona y en la secrecién de estas enzimas

al endospermo aimidonoso; en tanto que en otros casos, CO-
mo el de la B-1,3-glucosidasa, aparentemente solo estd in-
volucrado en la secrecién. Ademds el dcido giberélico tam=
bién juega un papel en la activacién de enzimas almacenadas

en el endospermo.

1.1 Estructunra de La semifla de trigo

Las semillas de las angiospermas estdn constituidas =~
por un embrién y un tejido de reserva, rodeados por una en
voltura, la testa. En algunas semillas el endospermo pue-
de servir como 6rgano de reserva en el que se acumulan las
substancias que servirdn al embridn para su germinacién vy
primeras etapas de crecimiento, mientras que en otras, las
reservas se localizan en los cotiledones; en éstas Glti-
mas, el endospermo degenera parcial o totalmente, quedando
como tejido rudimentario. En la figura 1.1 se esquematizan
la estructura y localizacién de estos componentes en la se-

milla de trigo.

El embridn de trigo estd constituido por la radicula,
la plimuta o epicotilo, el (nico cotileddn o escutelo y el
hipocotilo que conecta la radicula con la plimula. Ademés

de estos tejidos existen otros, cuya funci6én es proteger a
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FIGURA 1.1 ESTRUCTURA DE LA SEMILLA DE TRIGO.
lzquierda corte longitudinal de la semilla completa{Esau, 1977)

Derecha, corte de la semilla que muestra las partes del endos-

permo y del pericarpio (Fahn, 1977).
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ta plimula y a la radicula durante la emergencia: el coleop

tilo'y la coleorriza.

El endospermo de trigo estd constituido por el endos-
permo almidonoso y la capa de aleurona, El primero estd -~
formado por células muertas, llenas de granulos de almidén.
La aleurona, que puede tener una o varias capas de células,
que se caracterizan por estar vivas aunque no tienen capaci
dad para replicarse, desempeiian una funcidn muy importante
durante la germinacién y en el desarrolio de la plantula,
ya que en ella se sintetizan varias enzimas hidroliticas
que degradan las substancias de reserva de la semilla(thriz
peels y Varner, 1967; Jacobsen y Varner, 1967; Taiz y Jones,

1970 y Taiz y Honigman, 1976).

La testa o cubierta de la semilla se localiza inmedia
tamente sobre la capa de aleurona y, en el trigo, se encuepn
tra el pericarpio o cubierta del fruto, envolviendo a la -
testa, ya que en el caso de este cefeal, no existe la pul-

pa del fruto, o sea, se trata de un fruto caridpside.

1.2 Compodiciln quimica de Las semiflas

Las semillas pueden dividirse en dos grandes grupos en
base al tipo de substancias de reserva que contienen. EI

primero y mds abundante, estd formado por las semillas de
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alto contenido de lipidos y el segundo estd integrado por
aquéllas semillas cuyo principal material de reserva lo =~

constituyen los carbohidratos.

La composicidn cualitativa de las semillas estd detefr
minada genéticamente, pero las cantidades relativas pueden
modificarse por factores ambientales como el clima, la nu-

tricidn mineral, etc.

En la tabla 1.1 se muestra la composicidn quimica de
algunas semillas. En ella se observa que el trigo pertene
ce a las semillas cuya principal reserva la constituyen los
carbohidratos, ya que del 60 al 75% de su peso seco estd -
formado por almidén, mientras que de proteinas tiene 13.3%

y de lipidos una cantidad mucho menor.

1.2.1 Substancias de reserva
1.2.1,1 Carbohidratos

Las reservas de carbohidratos estdn formadas principal
mente por almidén y menos frecuentemente, por otros polisa-
cdridos: hemicelulosa y galactomanas. Algunos azlcares se
encuentran también como reservas menores en varias semillas,
Estas reservas se encuentran localizadas principalmente en

el endospermo almidonoso de los cereales.



TABLA 1.7 COMPOSICION QUIMTCA DE LAS SEMTLLAS.

Porcentaje en la semilla seca

Carbohidratos

Almidén Azticares Proteinas Grasas

Zea maya 50-70 1-4 10.0 5.0
Pisum sativum 30-40 4-6 20.0 2.0
Arachds hypogea 8-21 4~-12 20-30 40-50
Helianthus annuns 0 2 25 45-40
Ricinws communis 0 [\} 18 64
deen saccharinum 42 20 27.5 4
Taddicum 60-75 13.3 2.0
Fagopyaum eacilentim 72.0 10.0 2.0
Chenopod ium quinoa 48.0 19.0 5.0
Aeacwdus hippucastanum 68.0 7.0 5.0
Castunea vesca 42.0 4.0 3.0
Quencus pecdunculata 47.0 3.0 2.0
Linun usitalissimum 23.0 23.0 34.0
Baaasica aapa 25.0 20.0 34.0
Papaven somniferum 19.0 20.0 41.0
Cannabis sativa 21.0 18,0 . 33.0
Anygdalus communis 8.0 24.0 53.0
Alewrites moluccana 5.0 21.0 62.0

Mayer, A.M. y Poljakof{, M.A. The Germination of Sceds 1982 Pergamon press. p. 12,



El polisacirido mds abundante en las semillas de los
cereales es el almidén. Est3d constituido por dos polime
ros de D-(+)-glucosa, uno lineal, la amilosa, formado por
unidades de glucosa con uniones a-1,4. El otro polimero ~
es la amilopectina, que ademds de las uniones a-1,4 tiene
uniones a~1.6. En el caso del trigo, estas ramificaciones
se presentan cada 20 a 25 residuos de glucosa. Las propor
ciones de estos polimeros varia mucho entre las semillas de
las diferentes especies y aldn dentro de las variedades de

una misma especie.

El almiddn se localiza en cuerpos subcelulares llama-
dos grdnulos de almidén o amiloplastos que pueden ser esfé

ricos, angulares o elipticos.

Los di y oligosaciridos son comunmente reservas me-
nares en muchas semillas, en el caso de los cereales, se
localizan principalmente en el embri6n. En trigo, cerca -
del 20% del peso seco del embridon desgrasado lo constitu-
yen la sacarosa (58.5%) y la rafinosa, que es un trisacarj
do compuesto por galactosa-glucosa~-fructosa (41.5%) (Bewley

y Black, 1978).

1.2.1.2  Lipdidos

Los 1ipidos son un grupo de substancias heterogéneo
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cuya caracteristica comin es su solubilidad en disolventes
orgdnicos no polares. Entre ellos se pueden mencionar los
glicéridos, los esteroles, los fosfolipidos, los glicolipi

dos y las ceras.

En las semillas, la mayor parte de las reservas de 17
pidos las constituyen las grasas neutras, en forma de tri-
glicéridos de &cidos grasos monocarboxilicos de cadena lar

ga, la mayoria de los cuales son insaturados.

Los lipidos se localizan en organelos llamados esfero
somas, que pueden contener las enzimas para la bjosintesis
y degradacién de los dcidos grasos (Mayer y Marbach, 1981

y Bewley y Black, 1979).

1.2,1.3 Protelnas

Las protefnas de reserva se encuentran localizadas en
organelos subcelulares esféricos u ovalados 1lamados cuer-
pos protéicos, que ademds de las proteinas contienen otras
substancias como iones inorganicos, principalmente fosfa-
tos, calcio, magnesio y potasio, en forma de fitina. Los
cuerpos protéicos estdn limitados por una membrana simple
y se encuentran en tejidos de almacenamiento haploide, di-
ploide, triploide y en el eje embrionario de las monocoti~

leddneas. La mayoria de las dicotiledoneas no tienen un
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tejido de reserva especial y los cuerpos protéicos se loca

lizan en los cotiledones (Ashton, 1976).

En Jos cereales, del 40 al 60% de las proteinas tota-
les de la semilla la constituyen las prolaminas y del 20 -
al 40%, las glutelinas. Estos dos tipos de proteinas se
consideran la principal reserva de la semilla, el resto -
son albiminas, muchas de las cuales tienen actividad enzi-
mitica y las globulinas. En la tabla 1.1] se da la compo-

sicién de aminodcidos de algunas proteinas de semillas.

Las glutelinas constituyen la fraccién de proteinas
mas heterogéneas dentro de las proteinas de reserva, la -
gliadina del trigo, por ejemplo, puede separarse en cuatro
fracciones: a, B, Y Yy wy por electroforesis en geles de -~
poliacrilamida y por isoelectroenfoque pueden encontrarse

hasta 46 componentes (Wall, 1979).

1.2.1.4 Fitina

La fitina, que es una mezcla de sales del dcido hexa~
fosfoinositico (dcido fitico), es la principal forma en que
se almacenan macroelementos, como se menciond anteriormente.
Se localizan en el endospermo en los globoides de la capa
de aleurona. Se ha publicado que la actividad de la fita~
sa se incrementa en la semilla de los cereales durante los

primeros dfas de germinacién {(Peers, 1953) y que si se el



TABLA 1.11 COMPOSICION DE ALGUNAS PROTEINAS (g aa/100 g PROTEINA)

gl

NITROGENO TOTAL GLIADINA ZEINA GLOBUL INA
TRIGO HAIZ CEBADA
NITROGENO TOTAL 17.7 16.2 .-
GLICINA 1.0 0.0 4.2
ALANINA 2.0 1.5 6.5
SERINA 4.8 7.8 4.3
TREONINA 2.1 3.0 5.9
VALINA 2.6 3.0 9.5
LEUC INA 6.7 24,0 1.0
1SOLEUC INA (5.1) 7.4 3.2
MET IONINA 1.6 2.3 3.2
CISTEINA & CISTINA 2.5 1.0 9.4
PROL INA 13.2 10.5 13.3
FENILALANINA 6.3 6.5 4,7
TRIPTCFAND 0.0 0.0 3.8
TIROSINA 3.3 5.3 8.5
HISTIDINA 2.3 1.7 1.7
ARGININA 2.7 1.8 2.7
LISINA 1.2 0.0 2.1
ACIDO ASPARTICO 3.6 5.7 8.8
ACIDO GLUTAMICO 4.7 27.0 17.8
AMON1ACO 6.2 3.0 2.5

BROUHULT, S. Y SANDERGEN, E. (1954) En The Protelns. Chemical biological Activity and Hethods. Neurath
H. Y BAILEY, K, ?eds vol. 11-A gcademlc Press. Inc. N.Y. pp. 511, !



mina el embridn, este aumento de 13 actividad se pierde -

(Eastwood y Laidman, 1971).

1.3 Germinacibn

Se puede definir la germinacién de las semillas de
las plantas superiores, como el conjunto de eventos conse
cutivos que llevan a una semilla quiescente, con un conte-
nido de agua bajo, a un incremento en su actividad metabd-
lica general y a la iniciacién de la formacién de una nue-
va planta a partir del embrién (Mayer y Poljakoff-Mayber,

1982).

Al final de este proceso se consumirdn las substancias
que se almacenaron durante la embriogénesis de la semilla y

que se describieron en la seccién anterior.

~ Estas substancias de reserva se encuentran principal-
mente en el endospermo y en los cotiledones y servirdn pa-
ra sustentar el crecimiento de la nueva plantula hasta que
ésta sea capaz de producir los compuestos que formarén par
te de las macromoléculas estructurales y activas, asi como

la energia necesaria para su actividad metabdlica.

Los procesos que se llevan a cabo durante la germina-
cidén han sido objeto de varias revisiones, Ching (1972),
Mayer y Poljakoff-Mayber (1982), Mayer y Marbach (1980),

Mayer y Shain (1974) y Tomos y Laidman (1979), por lo que
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aqui se mencionard en farma resumida, el comportamiento -
que muestra el endospermo almidonoso y la capa de aleuro-
na de los cereales, principalmente durante la movilizacidn

de las reservas.

1.3.1 Movilizacibn de carbohidratos

En los cereales la substancia de reserva mas abundan-
te es el almiddén, como se menciond anteriormente, y es hi-
drolizado principalmente por las a- y f-amilasas. La a-a-
mitasa hidroliza los enlaces a-1,4 de la amilosa y la ami=
lopectina en cualquier punto de 1a cadena, mientras que la
B-amilasa rompe las cadenas de tal manera que da como pro-
ducto final unidades de maltosa, comenzando por el extremo
no reductor., La a-glucosidasa o maltasa hidroliza la mal~-
tosa en dos moléculas de glucosa. Ademds existe la enzima
desramificante, que rompe los enlaces a-1,6 de las ramifi-

caciones, gue no pueden ser atacadas por las otras enzimas.

La B-amilasa se sintetiza durante la embriogénesis de
la semilla seca, en forma inactiva, unida a giutelinas por
puentes disulfuro. Se ha propuesto que para su activacidn
serequiere de una hidrdlisis parcial o bien de una reduc-
cién can substancias que disocian grupos sulfhidrilos (HaL
die, 1975 y Tronier y Ory, 13970). Esta activacidn se rea-

liza durante el proceso de germinacién por accién del 3ci-
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do giberélico, probablemente debido a la sintesis de protea
sas {Roswell y Goad, 1964). En cuanto a la a-amilasa, se
sabe que esta enzima se sintetiza de nove en la capa de a-
leurona, bajo el control del AG3 {(varner, 1964 y Filner y

Varner, 1967). Esto se tratara con mayor detalle mds ade*

lante.

Ademds de estas enzimas existen otras como la B-1,3-
glusosidasa que degrada la hemicelulosa de la pared celu-
lar que requiere de AG3 para ser liberada de la capa de a-
leurona, aungue su sintesis sea independiente de la hormo-
na (Tomos y Laidman, 1979y Mayer y Poljakoff-Mayber, 1982).
Por otro lado, en las capas de aleurona de cebada, se ha -
descrito que la arabinofuranosidasa, la endo-B-1,4-xilana~
sa y la xilanopiranosidasa aumentan su actividad total y -
se liberan al medio de incubacif6n como respuesta al AG

3
(Taiz y Honigman, 1976).

1.3.2 Movilizacifn de Ripidos

Los triglicéridos de los esferosomas de las semillas
cuya principal reserva son los lipidos, se hidrolizan por
la accidén de las lipasas produciendo &acidos grasos y glice
rol. Los dcidos grasos se incorporan a las membranas como
fosfolipidos o producirdn acetil-coenzima A en la beta oxi

dacién de estos compuestos. Por el ciclo del glioxilato
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la acetil-coenzima A se convertird en succinato, el cual -
se transferird a la mitocondria, en donde, por el ciclo de
Krebs, se transforma en oxaloacetato, el cual puede derivay
se hacia la gluconeogénesis produciendo carbohidratos, o -
bien, compuestos oxidables para la cadena respiratoria (Mg

yer y Poljakoff~Mayber, 1982).

Durante la germinacidn de las semillas de trigo se van
consumiendo las reservas de triglicéridos. Esta degradacidn
depende del embridén, ya que si éste se elimina, se produce
una disminucién ripida de los triglicéridos de la capa de
aleurona durante las primeras 24 horas de imbibicidn (aprg
ximadamente el 20%), después de las cuales no se observa -
mayor degradacién. Por otro lado, si se elimina el endos-
permo almidonoso, no se produce la hidrélisis de los tri-
glicéridos de la capa de aleurona, lo que sugiere que se
requiere de algin compuesto proveniente del endospermo al-
midonoso para que se lleve a cabo la hidrdlisis. Por es-
tos hechos, en 1972 Tavener y Laidman propusieron que hay
dos pozaé de triglicéridos en la capa de aleurona, una que
para ser degradada requiere de algin factor emanado del em
bridén y otra que depende de algln compuesto proveniente del
endospermo almidonoso. Utilizando citocininas como la ben
ciladenina o la cinetina, se observd que estos compuestos
pueden sustituir al factor del endospermo y en el caso de

la substancia proveniente del embrién se puede sustituir
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por_ algunos compuestos nitrogenados como la glutamina o la

hidroxilamina en presencia de una auxina, pero no por el -

AG, (Eastwood, Travener y Laidman, 1969).

3

1.3.3 Movilizacifn de proteinas

En las semillas de los cereales las proteinas de reser
va se encuentran localizadas tanto en la capa de aleurona
como en el endospermo almidonoso. Para su movilizacidn -
requieren ser hidrolizadas por proteasas que se distribu-
yen en las células de la capa de aleurona, en el escutelo,
en el endospermo almidonoso y en el eje embrionario (Miko-

la y Kolehmainen, 1972).

Los términos que se han utilizado en la literatura -
para denominar a las enzimas proteoliticas, han sido muy -
variados e introducen confusiones, por ejemplo se habla de
proteasas, proteinasas o endopeptidasas sin establecer si
hay diferencias entre estos términos o si en realidad son
sinédnimos. Barret en 1980 hace incapié en este problema
sefialando que el término proteasa se usa para describir to
das las enzimas que hidrolizan proteinas, propone que a las
endopeptidasas se les denomine proteinasas y que a las exo

peptidasas, se les denomine peptidasas.

En general, las enzimas proteoliticas se clasifican -



en dos grandes grupos, dependiendo del sitio en que cor-
tan a las protefnas: A) las endopeptidasas, que rompen -
en sitios internos y B) las exopeptidasas, que lo hacen -
desde los extremos de la cadena polipeptidica y que pueden

ser a su vez: a) carboxipeptidasas y b) aminopeptidasas.

En base a las caracteristicas y requerimientos del me
canismo cataljtico, se puede dividir a las enzimas proteo

Iiticas en 4 grandes grupos, que son:

a) Proteasas con serina: son las que contienen se-
rina en el sjtio activo como tripsina, quimotrip-
sina y subtilisina,

b) Proteasas tiol o sulfhidrilo: aquélias que re-
quieren un grupo SH libre en su sitio catalitico

como papaina, bromelina, ficina y catepsina,

c) Metaloproteasas: requieren iones metdlicos como
cofactores y son inhibidas por quelatos, por e~

Jemplo termolisina y proteasas neutras, y

d) Proteasas acidas, las que son activas a pH acido,

como pepsina y catepsina B,

1.3.3.1 Endopeptidasas

La mayoria de las proteinasas encontradas en plantas
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parecen ser del grupo de las sulfhidrilo proteinasas, aﬁn-
que en los dltimos afios se han descrito algunas enzimas de
plantas que no involucran grupos SH para su actividad cata
lTitica y que se clasifican dentro de dos grandes grupos:
aquéllas que tienen un pH Gptimo entre 3 y 4 y otras que
se parecen a las serino proteinasas, con un pH dptimo de

8 & mayor (Ryan y Walker-Simmons, 1981).

Se han purificado sulfhidriloproteinasas de semillas
y de hojas de varias familias de plantas entre las que se
incluyen Caxndicaceae, Bromeliaceae, Moraceae, Graminae, Le-
guminosae y Dilfendiaceae. Todas estas enzimas altamente -
purificadas presentan un pH Optimo entre 5 y 7 y casi todas
tienen un peso molecular entre 25,000 y 30,000 daltones,

Algunos ejemplos son los siguientes:

La papaina obtenida del Titex y del fruto de Candica
papaya, tiene un peso molecular de 23,000 y su pH éptimo -
es de 5.5 a 7.0 (Glazer y Smith, 1971) y se ha utilizado -
como principal modelo para estudiar el mecanismo de accidn
de estas proteinasas (Drenth y cols. 1971'y Schechter y -
Berger, 1962). En la familia Moraceae estd el género Fi-
cus; en el liatex de algunas especies se encuentra una con-
siderable actividad proteolitica (Ficus glabrata y F. canri
ca). A la principal enzima del ldtex se le 1lama ficina,

su peso molecular es de 25,000 y su pH Sptimo de 6 a 7, es
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td compuesta por varias isoenzimas (Jones y Glazer,1970).

Oe algunas géneros de la familfa Gramineae se han obtenido
enzimas altamente purificadas, como una enzima que se ais-
16 de hojas en senescencia de avena, con un peso molecular
de 76,000, que se activa con 2-mercapto etanol (ME) y se -
inhibe con Hg2+, iodéacetato (1A) y fluoruro de fenilmetil
sulfonilo pero no con p-cloromercuribenzoato (pCMB), se le
determind un pH Gptimo de 6.6 utilizando hemoglobina desna

turalizada como sustrato (Drivdahl y Thimana, 1977 y 1978).

En semillas de cebada en germinacidn se han encontrado
4 endopeptidasas, 3 de las cuales son sulfhidriloproteina~
sas y la otra, que es una proteinasa activada por metales
con pH éptimo de 5.5 y 8.5. De las sulfhideilo proteinasas
la principal tiene un peso molecular de 17,000 y un pH 597
timo entre 3.8 y 6.0, se inhibe con pCHB y con EDTA (Ryan
y Walker-Simmons, 1981). Durante la germinacidn la activi
dad proteolitica sufre un incremento notable. Jacobsen y
Varner en 1947 demostraron que la sintesis de proteasa en
ls capa de aleurona de cebada es producida por lta accién -
del AG3 y que esta sintesis es de nove {(Jacobsen y Varner,
1967), aunque esta enzima no se ha purificado ni estudiado
en detalle, un intento ha sido el de Varty y cols. (1982),
que sefalan que la enzima proteolitica inducida por el AG3

en la capa de aleurona de trigo tiene un peso molecular de
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43,700 y un pH Gptimo de 3.5,

Otra enzima que se ha purificado es de endospermo de
maiz en germinacién, tiene un peso molecular de 21,000, su
punto isoeléctrico es igual o menor a 2.3, su pH Sptimo es
de 3.0, utilizando hemoglobina como sustrato; se activa con
ME, ditiotreito! (DTT) y glutatién reducido (GS); se inhi-
be fuertemente con pCMB, IA, pero no se inhibe con diiso-
propilfluorofosfato (DIFP) ni pepstatina {(Abe y cols., -

1977).

Ragster y Chrispeels describieron una enzima de hoja -
de soya que digiere hemoglobina a un pH éptimo de 4.0, re-
quiere ME para su actividad y es inhibida por pCMB y N-etil

maleimida (NEM) (Ragster y Chrispeels (1981a y b).

En frijol mungo, Baumgartner y Chrispeels describie-
ron otra proteinasa de la clase de las sulfhidriloprotei-
nasas con un peso molecular de 23,000, un punto isoeléctri
co de 3.75 y un pH Sptimo, utilizando vicilina como sustra
to, de 5.1, Esta enzima es activada por ME e inhibida por
pCMB y NEM, mientras que no se inhibe con fluoruro de fenil
metansulfonilo (PMSF), N-tosil-L-lisino-clorometilcetona
(TLCK), N-tosil-L-fenilalanil-cliorometil-cetona (TPCK), in-

hibidor de tripsfﬁa y EDTA (BaumgaFtner y Chrispeels, 1977).

Del grupo de las proteasas con serina en el sitio ac-
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tivo, se han encontrado muy pocas en plantas y no se han
purificado lo suficiente. Recientemente se han estudia-
do algunas proteinasas que pueden ser de este tipo, tie-
nen un pH 6ptimo mayor de 8 y no se ven afectadas por re
activos que bloquean o activan grupos sulfhidrilos, algu
nas se inhiben con DIFP y PMSF, que actlan sobre la serina
del sitio activo, y otras se inhiben con TLCK y TPCK, que
reaccionan con las histidinas del sitio catalitico {Driv-
dakl y Thimann, 1978, Du Toit, 1976, Takeda y Tominga, -
1977, Shanon y Wallace, 1979).

Las proteinasas dcidas tienen un sitio catalftico con
3 residuos de aminodcidos activos; dos de ellos son Jcidos
aspadrticos, que comparten un protdn comin y el otro es ti-
rosina (James y cols., 1977). En animales y en hongos, es
tas proteinasas presentan un pH Sptimo de 2 a 3 y rompen la
cadena polipeptidica con cierta especificidad entre dos re~
siduos de aminodcidos con cadenas laterales largas e hidro-
fGbicas. Como en el caso de las proteinasas con serina, es
tas enzimas no se han caracterizado bien en plantas al gra-
do de que, sin lugar a dudas caigan dentro de esta catego-~
rfa, aunque recientemente se han encontrado algunas enzimas
que parecen ser del tipo dcido, como la reportada en 1378
por Salmia y cols., que es una de las pocas anzimas de plan
tas que se inhiben fuertemente por pestatina (Ryan y Vafker-

Simmons, 1981).
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1.3.3.2 Exopeptidasas

Las carboxipeptidasas se encuentran en muchas, posi-
hlamenke en todas las plantas y quizd en la mayoria de -
los tejidos vegetales. Las carboxipeptidasas de plantas
hidrolizan la mayoria de los aminodcidos terminales de -
proteinas y polipéptidos, aunque en general, lo hacen a -
velocidades bajas cuando el aminodcido terminal es glici-

na o prolina.

Todas las carboxipeptidasas de plantas que se han es-
tudiado en detalle son inhibidas por DIFP, no son metaloen
zimas y mecanisticamente parecen ser similares a la catep~

sina A (Doi, 1974).

En la tabla 1.1l se resumen algunas caracteristicas

de enzimas proteoliticas encontradas en plantas.

1.3.4 Contnol hormonatf de La movilizacibn de nesenvas
en cereales

En la movilizacidn de las reservas localizadas prin-
cipalmente en el endospermo de los cereales, estdn involu-
cradas varias hormonas, entre ellas el dcido giberélico y
el dcido abscisico (ABA). Estas dos hormonas desempefan
una funcién muy importante, controlando la degradacidn de

las substancias almacenadas, ya que regulan la produccién



TABLA 1,111 CARACTERISTICAS DE ALGUNAS PROTEINASAS ENCONTRADAS EN PLANTAS
Enzima Tipo Peso pH Activador Inhibidor Fuente Referencia
Molecu  Optimo
. LY
Papaina SH 23,000 5.5a7.0 Reductores Bloqueadores Fruto y latex Glazer y Smith (1971)
grupos SH griopos SH de papaya
Ficina SH 25,000 6.0 a 7.0 Reductores Bloqueadores Latex (F. fa- Jones y Glazer (1970)
grupos SH grupos SH brata)
Proteinasa SH 76,000 6.6 HE Hg?+lA. Hoja en senes Orivdahl y Thimann
PMSF cencia avena (1977 y 1978)
Proteinasa SH 17,000 3.8y 6.0 pCMB,EDTA Cebada {germ) Ryan y Walker Simmons
(1981)
Proteinasa Metalo 5.5y 8.5 Metales Cebada (germ) ?yan y Walker Simmons
1981)
Proteasa ND 43,700 3.5 ND ND Aleurona de varty y cols. (1982)
trigo
Proteinasa SH 21,000 3.0 ME, DTT, GS pCHB, (A Maiz en ger Abe y cols. (1977
minacion
Proteinasa SH 4.0 _AME CMB, NEM Hoja de soya Ragster y Chrispeels
—
’/// (1981 a y b)
Proteinasa SH 23,000 5.1 ME CMB, NEM Cotliedones de Baumgartner y Chris-=

frijol mungo

peels (1977)

Abreviaturas:

pCMB, p-cloro-mercuri-benzoato; DTT, ditiotreftol; EDTA, &cido etilén-diamino-tetraacético; PMSF. fluo

ruro de fenil-metdn-sulfonilo; GS, glutatién reducido; 1A, yodo acetamida; ME, mercapto etanol; NEM, N-etil-maleimi-

da; SH, sulfhidrilo.

ND, no determinado. germ, semilla en germinacidn.

¢
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de algunas enzimas hidrolfticas en la capa de aleurona de

- los cereales.

Existen dos grupos de enzimas que se ven afectadas por
la presencia detl AGB’ uno que requiere que la hormona esté
presente para ser secretado de la capa de aleurona al en-
dospermo almidonoso, y otro grupo, que ademids requiere del
AG3 para ser sintetizado. Entre las enzimas que requieren
del fitorregulador para ser liberadas, se pueden mencionar
la B-1.3-glucasidasa (Bennet y Chrispeels, 1972} Pollard,
1969 y Taiz y Jones, 1970) y la fosfatasa dcida, las cua-
les se acumulan en grandes cantidades en la pared interna
de las células de la capa de aleurona y que, al adicionar
la hormona se liberan al exterior (Ashford y Jacobsen, -

(1974).

Algo semejante ocurre con la ribonucleasa, aunque en
este caso hay una cierta cantidad de la enzima que se pro-
duce debido a la presencia del AG3. En cuanto a la tempo-
ralidad, esta dGltima se libera después de la a-amilasa de

la capa de aleurona (Chispeels y Varner, 1967).

En el grupo de enzimas que requieren de la fitohormo-
na para ser sintetizadas y liberadas al medio estdn la a-a
milasa y la proteasa (Varner y Ram Chandra, 1964; Chrispeels

y Varner, 1967 y Jacobsen y Varner, 1967).

La a-amilasa estd constituida por dos grupos de iso-
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enzimas de igual peso molecular, pero con diferente pH i~
soeléctrico, el grupo | entre 6.0 y 6.5 y el grupo || en-
tre 4.5 y 4.8, que se unen en forma diferencial a los grd
nulos de almiddn intactos. Las isoenzimas del grupo | se
adsorben y digieren los grdnulos de almidén, mientras que
las del grupo 1l no, pero estas Gltimas si son capaces de
hidrolizar los oligosacdridos producidos por las primeras

(Sargent, 1969).

1.3.4.1 Movifizacién de carbohidratos

De las enzimas involucradas en la movilizacién de car
bohidratos que se mencionaron con anterioridad, la a-amila
sa es 1a que mds se ha estudiado. A continuacidn se descri
ben algunas caracteristicas de la sintesis de la enzima en

capas de aleurona de cebada y trigo:

Su sintesis estd regulada por el AG3 y el ABA. En el
caso del &cido giberélico se sabe que se sintetiza en el em
bridn y que pasa a las células de la capa de aleurona en -
donde estimula la sintesis de la g-amilasa entre otras en-
zimas. Con respecto al ABA, del que no se conoce exactamen
te el sitio de sintesis, se sabe que es capaz de inhibir la
sfntesis de la a-amilasa cuando se adiciona a cualquier -~
tiempo durante la incubacidn de aleuronas en presencia de

AG3 (Chrispeels y Varner, 1966 y 1967).



A continuacidn se presentan algunas caracteristicas -
del sistema de las capas de aleurona aisladas que lo haceu
muy atractivo para el estudio de la regulacién de los gene:
involucrados en la produccidon de la a-amilasa bajo el con-
trol del AG3 ( que estimula) y el ABA (que la inhibe). Jo

nes las enuncia como sigue:

a) 4in vivo el disparador natural de la produccién de
la enzima son las giberelinas,

b) esta respuesta es debida a sélo esta clase de hor-
monas,

c) el tejido blanco estd compuesto por un sélo tipo -
de células,

d) estas células no se dividen,

e) las capas de aleurona pueden aislarse libres de o-
tros tejidos y aln conservan su capacidad para res

ponder al AG3, v

f) la respuesta de las capas de aleurona aisladas es
independiente de la adicidén de substatos (Jones,

1973).

La induccidn de la sintesis de a-amilasa por AG3 pre-

senta las siguientes caracteristicas:

Un perfodo lag de aproximadamente 8 horas (Yomo y -~

Varner, 1971 y Bernal, 1978), seguido de un perfodo de sin
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tesis de la enzima de cuindo menos 16 horas. La secre-
cién de la a-amilasa al endospermo almidonoso también de-

pende de la presencia de AG, (Jacobsen y Knox,1974). Del

3
total de enzimas que se sintetizan en la capa de aleurona,
el 60% aproximadamente es c-amilasa cuando al fitohormona

estd presente.(Ho y Varner, 1964). E! aumento en la acti-
vidad de la hidrolasa es debido a sintesis de novo de la -
cadena polipeptidica ya que si se le agrega cicloheximida

al sistema, se inhibe el incremento de la actividad (Chris
peels y Varner, 1967). La demostracién mds contundente de
este hecho la realizaron Filner y Varner en 1367, utilizan

18
do H 0 en la incubacidn de las capas de aleurona de ceba

2
da en presencia de la hormona, encontrando que la a-amila-
sa migra a una zona de mayor densidad cuando se le somete
a centrifugacidn en un gradiente de clururo de cesio., Es-
to ademds demostrd que los aminodcidos utilizados en la -
sintesis de la a-amilasa provenfan de la degradacidn de las
proteinas almacenadas, que al ser hidrolizadas incorporaron
‘el 180. Ho en 1978 descartd la posibilidad de que se tra-
tara de la activacién de un precursor, utilizando aminodci

13
dos Cen presencia de bromato de potasio.

Ltas primeras evidencias de que se requiere de la sin-
tesis de ARN mensajero para la produccién de la enzima en

capa de aleurona fueron indirectas, empleando inhibidores
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de la transcripcidn (Chrispeels y Varner, 1967b; Ho y Var-
ner,. 1974 y Yomo y Varner, 1971). En varios estudios pos-
teriores, se aisld ARN poli At (Jacobsen y Zwar, 1974) y -
se tradujo {n vditro en los sistemas libres de células de -
gérmen de trigo y de reticulocito de conejo (Higgins y -
cols., 1976; Okita y cols., 1979; Ho, 1980 y Hozer, 1980).
En estos estudios se obtenia un producto de la traduccién
de peso molecular mayor al de al Q-amilasa, éue puede ser
un precursor de la enzima ya que inmunoprecipita con anti-
cuerpos contra ®-amilasa. Boston y cols. introdujeron -
ARN poli A" aislado de capas de aleurona de trigo en ovo-
citos de rana, produciendo una proteina de 41,500 de peso
molecular que se identificd como a-amjlasa por inmunopre-
cipitacién (Boston y cols. 1982) y Higgins y cols. encontra
ron que cuando se agregan membranas de pdncreas de perro al
sistema de traduccidn de gérmen de trigo, el polipéptido =«
sintetizado es hidrolizado parcialmente (de 46,000 a 44,000)
identificandolo como 0-amilasa por inmunocromatograffa de
afinidad. Se ha sugerido que el segmento extra de la a-a-
milasa puede estar involucrado en la secrecidn de la enzi-

ma como se verd mas adelante.

Por los experimentos de traduccidn {n vitho, se ha de
terminado que el ARN mensajero que codifica para la a-ami-

lasa es aproximadamente el 20% del total, asumiendo que -
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todos los ARN mensajeros se traducen con la misma efi~
ciencia en los sistemas de traduccidn libres de células.

Ho encuentra resultados semejantes cuando incuba capas -

de aleurona de cebada en presencia de cicloheximida a -
concentraciones que no inhiben completamente la traduccidn.
La explicacidn de porqué en la capa de aleurona la sintesis
de la o-amilasa representa del 40 al 60% del total de las
proteinas sintetizadas en presencia de AG3 si el ARN men-

sajero es de aproximadamente el 20% adn no es clara y se -

requiere que se hagan mis estudios para poder dilucidarlo.

En los Gltimos afios se han hecho estudios obteniendo
el ADN complementario al ARN poli A+. Entre ellos el de -
Bernal! y cols., en que encuentran que la secuencia de ARN
mensajero de la a-amilasa hibridizable, se incrementa 40 -
veces en aleuronas tratadas durante 16 horas con AGB. Ro-
gers y Milliman y Muthurishnan y cols.,, clonaron el ADN -
complementario del! ARN obtenido de capas de aleurona de -

cebada incubadas en presencia de AG en el sitio Pst 1 -

3
del plasmido pBR322 de E. coli. Por el andlisis de los pa
trones electroforéticos de los ARN obtenidos de las clonas,
concluyeron que existen varios genes estructurales o grupos
de genes que contienen la informacidn para la a-amilasa -

(Bernal y cols., 1981; Rogers y Milliman, 1983 y Muthurish

nan y cols., 1983).
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Por otro lado, Callis y Ho {1983) y Jacobsen y cols.
(1982), reportaron que las isoenzimas de la a-amilasa, que
como se menciond, son dos grupos de isoenzimas con diferen-
tes puntos isoeléctricos, no aparecen simultdneamente, si-
no que hay una poblacidn de isoenzimas de g-amilasa que se
sintetizan primero, diferentes de las que lo hacen posterior
mente, lo que sugiere que se tienen dos poblaciones de ARN
mensajeros maduros en las capas de aleurona tratadas con -

AG3.

Recientemente, Hamabata y Bernal! (manuscrito en prepa
racidn), demostraron que el paso limitante en }a produccidn
de la a-amilasa inducida por acido giberélico en capa de a

leurona de trigo es la traduccidn.

En este momento se puede decir que hay cuando menos -
dos genes estructurales o grupos de genes diferentes, cuya
expresidn estd regulada por el dcido giberélico y que pue-
de haber diferencias en los mecanismos por los que esta re

gulacidn se lleva a cabo.

En cuanto a la secrecidn de la a-amilasa de la capa de
aleurona al endospermo almidonoso, se han propuesto dos me~-
canismos diferentes, uno en que la enzima es liberada en -
forma soluble y otra en la que intervienen vesfculas que -
contienen a la enzima. Se tienen evidencias en ambos senti~

dos pero no son concluyentes, por un lado, apoyando la se-
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crecién en forma soluble, Jones (1972) 'y Chen y Jones,
(1974), no pudieron encontrar particulas que contuvieran
la enzima, mientras que Firn (1975), Colborne y cols., -
(1976), Gibson y Paleg (1972 y 1975), si la encuentran asg

ciada a membranas.

Locy y Kende (1978) confirmaron que la a-amilasa, del
40 al 70%, se encuentra asociada a membranas del reticulo
endoplasmico y demostraron que esta asociacidén no es debida
al procedimiento de extraccién. Jones y Jacobsen (1982),
localizaron 1a enzima en el “ldmen' del reticulo endoplas-
mico, gquedando todavia sin respuesta la pregunta de cdémo =~
ta enzima llega al exterior de las células de la capa de -

aleurona.

Otra hormona involucrada en en la liberacién de la -
a-amilasa de las capas de aleurona al medio de incubacidn
es el etileno. También en este caso se tienen resultados
contradictorios, algunos autores sugieren que el etileno
aumenta la secrecidn de la enzima y otros afirman que se -
incrementan tanto la sintesis como la secrecién de la a-a-

milasa.

Jones (1968), reporta una mayor secrecidn significa-
tivamente mayor de la a-amilasa en presencia de etileno.
Ho y cols. (1977), no encuentran un incremento en la can-

tidad de enzima sintetizada, pero s7 la mayor secrecidn de
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ella. En contraste, Jacobsen (1973) y Eastwell y Spencer
(1982 a y b), encuentran una mayor produccidn de la enzim=
en capas de aleurona de cebada tratadas con &cido giberélj
co, y una mayor secrecién de la enzima, durante las prime-
ras 24 horas de la induccién y proponen que la secrecién
aumenta debido al incremento de la actividad de xilanasa,
que degrada las paredes celulares de las células de la ca-

pa de aleurona.

Ho y cols.(1982), sugieren que la secrecién no es lo
que se afecta con el etileno sino la liberacidn de la a-a-
milasa de las paredes celulares, que es independiente del
paso a través de las membranas, que serfan la secrecibn,
1o cual estd de acuerdo con los resultados obtenidos por

Eastwell y Spencer.

Por Gltimo, se ha sugerido que la razdn por la que se
encuentran productos de traduccidn de mayor peso molecular
al esperado, en los experimentos de traduccidén £Ln vitnro,
es que haya un precursor de a-amilasa que contenga un =~
‘'peptido sefial", que al ser secretada la enzima sufra una
hidrélisis, quedando la a-amilasa con el peso molecular -

conocido {Boston y cols., 1982).

1.3.4.2 Movilizacibn de proteinas

Las proteinas de reserva del endospermo almidonoso
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y de 1a capa de aleurona, para poder ser aprovechadas por
el embrién en desarrollo y la capa de aleurona, necesitan

ser hidrolizadas por enzimas proteolfiticas.

Esta degradacidn de las proteinas de reserva es de su
ma importancia, ya que, la dnica fuente de nitrégeno de que
dispone la planta durante la germinacién de la semiltla y =~
las primeras etapas del crecimiento, son los aminodcidos
que provienen de las proteinas de reserva. Estos aminod-
cidos los emplea directamente en la sintesis de proteinas
tanto del eje embrionario como de la capa de aleurona, o
los transforma, produciendo todos los compuestos nitroge-
nados que su metabolismo demanda, como son bases nitroge-

nadas, fosfolipidos, coenzimas, etc.

Se tiene conocimiento de que en las semillas de los
cereales en germinacidn existen actividades proteoliticas
tanto en la capa de aleurona, en el endospermo almidonoso
como en el escutelo (Mikola y Kolehmainen, 1972). La fun-
cién de estas (ltimas podria ser terminar de hidrolizar -
los péptidos provenientes del endospermo y translocar los

aminodcidos 3] embridn en desarrollo.

Filner y Varner en 1967, demostraron que en el caso -
de las capas de aleurona de cebada, la sintesis de protei-
nas depende de los aminodcidos provenientes de las protei~-

nas de reserva, lo que indica que debe existir cuando me-



41

nos una proteasa, en la capa de aleurona, que sea la -
responsable de proporcionar los aminodcidos necesarios pa-

ra la sintesis de otros polipéptidos.

Uno de los pocos estudios de enzimas proteoliticas
que se han hecho es el de Melvilie y Scandalios (1972), en
el que describen 2 variantes de una endopeptidasa de maiz.
Utilizando técnicasde retrocruza de dos lineas de maiz
que tienen enzimas con caracteristicas diferentes, encon-
traron gue su expresidn estd regulada a nivel genético.

Abe y cols. (1977), reportan una proteinasa que se lo
caliza en el endospermo de maiz de 5 dias de germinacidn,
la caracterizan en cuanto a su punto isoeléctrico (2.3 o -
menor), determinan su pH Gptimo (3.0 cuando usan hemoglebi
na como sustrato) y la clasifican como sulfhidrilo protei-
nasa por su respuesta a substancias que inhiben & activan
grupos SH, mientras que no es afectada por pepstatina. Su

peso molecular es de 21,000,

En el caso de cebada, podemos mencionar la enzima que
se sintetiza en la capa de aleurona por accién del dcido ~
giberélico, descrita por Jacobsen y Varner en 1967. Estos
autores desmuestran que }a enzima es sintetizada de novo,
que la actividad proteolitica se induce simultdneamente -
con la a-amilasa, que si las capas de aleurona se incuban

en concentraciones diferentes del AGB’ la cantidad de am-
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bas enzimas guarda una cierta proporcidén y que es secre-
tada al endospermo almidonoso, al igual que la a-amilasa.
Pur otra parte, si las capas de aleurona son incubadas -
en presencia de inhibidores de la sintesis de proteinas o
de la transcripcién, o con dcido abscisico, ademds del a-
cido giberélico, no se detecta actividad ni de a-amilasa -
ni de la proteasa (Jacobsen y Varner, 1967, Chrispeels y
Varner, 1967).

Estos datos experimentales llevaron a proponer que la
sintesis de a-amilasa y de proteass en capa de aleurona de
cebada, inducidas por &cido giberélico, estd regulada por
un mecanismo comin, pero no se tienen las evidencias expe
rimentales de que la induccién de la proteasa sea exacta-
mente igual a la de la a-amilasa, ya que los estudios efec
tuados solamente se hicieron agregando los inhibidores des
de el inicio de la induccidn, quedando todavia la pregunta
de que pasa en el curso de la induccidén de la proteasa, ya
que puede darse el caso de que sean solo coincidencias los

resultados obtenidos previamente.

Un problema en el estudio de las enzimas proteoliti-
cas en plantas, es que generalmente las actividades son -
muy bajas, 1o que dificulta mucho su medicidén y en conse-
cuencia, se tiene muy poca informacidn acerca de las pro-

teasas involucradas en la movilizacion de las protefnas al
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macenadas en las semillas y menos ain de la forma en que

estd regulada su sintesis y actividad.
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OBJETIVOS

Se ha sugerido que el &cido giberélico y el 8cido abs-

cisico controlan la produccién de la oa-amilasa y la protea~

sa en las células de la capa de aleurona de los cereales.

Esta sugerencia se basa en algunos datos experimentales co-

mo son:

1)

2)

3)

k)

5)

Ambas enzimas son sintetizadas de novo por la ac-
cién del acido giberélico.

La sintesis se lleva a cabo simultdneamente.

La respuesta en ambos casos depende de la concentra-
cién de la hormona.

No se encuentra actividad de g-amilasa ni de protea
sa cuando se les agrega ABA al iniclio de la incuba-
cidn.

Si se agregan inhibidores de la sintesis de protei-
nas o de ARN, tampoco se detecta actividad de las

dos enzimas.

Sin embargo, estos datos pueden ser sdlo coincidencias,

ya que al desconocer el mecanismo de induccidn de la protea-

sa por A63 en la capa de aleurona, no se puede asegurar que

los sistemas que controlan la sintesis de la g-amilasa sean

idénticos a los que controlan los de la proteasa.

Es

indudable el interés que presenta el estudio del con
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trol de la produccién de ambas enzimas, ya sea que respondan
a un mismo mecanismo regulado por ia fitohormona o que dos
mecanismos diferentes coincidan en el tiempo y la magnitud
de la respuesta a la adicién del AG3 a las capas de aleuro-

na.

De este modo se propuso el estudio de este fendmeno pa-
ra dilucidar si se trata de un mismo mecanismo que regula el
incremento de las dos enzimas hidroliticas como respuesta al
AGB’ o bien, si la fitohormona hace funcionar varios mecanis

mos simultdneamente.

Se pueden citar ejemplos de ambas posibilidades: El o-
perdn de lactosa de E. col{, responde en forma coordinada a
la adicién del inductor, el isopropiltiogalactésido, dando
lugar a la sintesis de tres enzimas, mientras que la hidro-
cortisona muestra efectos variados, desde el incremento de
la gluconeogénesis hasta el bloqueo de la lipogénesis; efec
tos que por su diversidad han propiciado que se mencione en
la literatura que Ja hidrocortisona posea acciones "multi-

vectoriales".

Al igual que muchas investigaciones, ésta que se desea
abordar, no tiene una respuesta simple y Gnica, pero condu-
cird a futuros:estudios que pretendan profundizar en la so-

lucién del problema.
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rante todo el proceso de induccién por el dcido giberélico -
ya que en el caso de cebada, que es el el que mds se ha estu
diado, la sintesis de la a-amilasa se vuelve insensible a es

te tipo de inhibidores después de las 12 horas.

3) Determinar si se requiere de la sintesis de protei

nas durante todo el periodo de induccidn.

4) Estudiar el efecto que tiene el ABA sobre la induc
cién de la proteasa. En el caso de la a-amilasa se sabe que
el ABA inhibe la sintesis de la enzima a cualquier tiempo -
que. se adicione a las capas de aleurona, con un periodo -
lag de aproximadamente 6 horas cuando se agrega a’ las 15 ho

ras de induccidn.

5) Determinar e! o los pH Sptimos para capas de aleu-
rona recién aisladas e incubadas en presencia de 3cido gibe-

LY

rélico, lo que sugerird si se trata de una o mis enzimas.

6) Determinar el efecto que tengan substancias que
activen grupos sulfhidrilos en capas de aleurona de tiem-
po cero e incubadas en presencia de AG3, para tratar de ca-
racterizar parcialmente la especificidad de la o las enzimas

proteoliticas.

7) Medir las pozas de aminodcidos en capas de aleurona
a diferentes tiempos de inducécién para verificar si los ni-

veles de aminodcidos libres se modifican durante la induccidn.
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2 MATERIALES Y METODOS

2.1 Matenial biolbégico

Para el desarrollo del presente trabajo se utilizaron
semillas de trigo {(Taditicum aestivum) de la variedad Potam
§-70, cosechadas en 1978 y 1982, amablemente proporcionadas

por PRONASE.

Esta variedad estd clasificada por el Instituto Nacio
nal de Investigaciones Agricolas como trigo doble enano, -

blanco y blando.

Dentro de lo posible, se tratd que las semillas se -
obtuvieran libres de agentes quimicos e insectos. Para -
realizar el trabajo presente se seleccionaron lotes de se-
millas, eliminando aquéllas de color diferente, quebradas,
muy pequefias, sin embridn y en general, todas las que se

sospechd pudieran estar infestadas por hongos.

El lote de semillas seleccionadas mostrd una buena ger
minacién, de! 95 al 100% a las 48 horas, cuando se les im-
bibid en cajas de petri con una hoja de papel filtro, a -

25°C y en la obscuridad.

No se tomaron precauciones especiales para su almace-

namiento durante el periodo experimental.
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2.2 Substancias

Todos los reactivos utilizados en este trabajo fueron

grado analitico de las siguientes marcas:

J.T. BAKER: Acetato de potasio, acetato de sodio, a-
cido acético glacial, dcido fosférico, acido tricloroacéti

co, alcohol etilico, alcohol isopropilico y yodo.

MERCK: Acido clorhidrico, dcido succinico, almidén -
soluble, cloruro de sodio, cloruro de caicio dihidratado,
hidréxido de potasio, hidréxido de sodio, sulfato cidprico
pentahidratado, tartrato de sodio y potasio y yoduro de po

tasio.
SIGMA DE MEXICO: Reactivo de Folin-Ciocalteau.

SIGMA: Acido abscisico grado IV, dcido giberélico gra
do 1!l, actinomicina D, albimina de suero de bovino fraccidn
V libre de dcidos grasos, aminodcidos, azul de Coomassie -
G-250, caseina libre de vitaminas, cicloheximida, cloramfe

nicol, ditiotreitol!, 2-mercaptoetano!l.

Para la desinfeccidon de las medias semillas se utilizé
una solucidn de hipoclorito de sodio al 0.3% de cloro acti
vo. Para esto se hizo una dilucién 1:20 del blanqueador -

comercial Cloralex con 6% de cloro activo.

Las soluciones wutilizadas en las incubaciones de las
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capas de aleurona fueron esterilizadas a través de membra-

nas Millipore tipo HA de 0.45um de poro.

El material de vidrio y el agua bidestilada se esteri
lizaron en autoclave a 120°C y 1.|Kg/cm2 durante 20 minu-

tos.

2.3 Imbibicibn de Las medias semiflas

Ltas semillas de trigo seleccionadas se cortaron trans
versalmente con un bisturi y las mitades sin embrién se i-
desinfectaron con la solucidn de hipoclorito de sodio al -
0.3% de cloro activo, aplicando vacio durante 15 minutos,
para eliminar la contaminacidn por hongos y bacterias que
pudie}an tener las semillas en la superficie. Se enjuaga-
ron cinco veces con agua bidestilada estéril, para lavar el
exceso del desinfectante y se transfirieron a cajas petri
de 9cm de didmetro que contenfan un disco de papel filtro
Whatman 40 y 10ml de agua bidestilada estéril. Las cajas
petri con las medias semillas se envolvieron en papel alu-

minio y se dejaron a temperatura ambiente durante 24 horas.

2.4 Alsfamiento de Las capas de aleurona

Se elimind cuidadosamente el endospermo almidonoso de

las medias semillas embebidas por 24 horas, con la ayuda de
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dos espdtulas. Las capas de aleurona con pericarpio y tes
ta, que se denominardn capas de aleurona, se transfirieron
a una caja petri con agua estéril, colocada sobre un bafo
de hielo. Esto dltimo se hizo debido a que para ohtener el
ambiente estéril se utilizé un mechero en una campana de ex

traccidén de gases, lo que incrementa mucho la temperatura.

Cuando se tuvieron aisladas todas las capas de aleurg
na necesarias para el experimento, se enjuagaron varias ve
ces con agua bidestilada estéril y se transfirieron a ma~
traces erlenmeyer con tapén de rosca para efectuar los di-

ferentes tratamientos.

Todas las manipulaciones, desde la desinfeccidn de las
medias semillas hasta el fin de las incubaciones, se hicie~

ron en condiones estériles.y a temperatura ambiente.

El procedimiento para el aislamiento de las cEpas de

aleurona se muestra en forma de diagrama en la figura 2.1.

2.5 Incubacidn de Las capas de aleurona

Por cada 10 capas de aleurona se utilizaron 2ml de me
dio de incubacidn y se colocaron en matraces erlenmeyer -
con tapdén de rosca de 50ml. Estos se incubaron en un bado

a 25+0.5°C, con agitacidn moderada.

E1 medio de incubacidn contenia: succinato de sodio -
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MEDTAS SEMTLLAS
STN EMBRTON

TRATAMIENTO CON HTPOCLORTTO
DE SODI0 0.3% 15 MIN. ENJUA
GADAS CON AGUA ESTERIL §5 VECES.

MEDIAS SEMTLLAS
DESTNFECTADAS

TMBIBTICTON EN CAJAS PETRT A
TEMPERATURA AMBIENTE DURANTE
24 NHORAS.

EMBEBTDAS

MEDTAS SEMILLAS

ELTMINACTON DEL ENDOSPERMO
ALMIDONOSO

ATSLADAS

CAPAS DE ALEURONA

ENJUAGAR VARTAS VECES CON
AGUA BIDESTTLADA ESTERIL

TNCUBACTON

CAPAS DE ALEURONA
LTSTAS PARA 1A

FIGURA 2.1 OBTENCTON DE LAS CAPAS DE ALECURONA.
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5mM, pH 5.8, cloruro de calcio 20mM, sulfato de estreptomj

cina 50ug/ml y cloramfenicol 50ug/ml.

2.6 Induceién de La a-amifasa y proteasa

Para la induccidn, las capas de aleurona se incubaron
en el medio antes descrito, en presencia de dcido giberéli-

co 1078

M, a 25°C, y se obtuvieron muestras a diferentes -~
tiempos de incubacidn, que se especificardn para cada expe
rimento, de las capas de aleurona y medio de induccidn y -

se determinaron las actividades enzimdticas utilizando los

métodos que se describirdn mds adelante.
2.7. Trhatamientos de Las capas de aleurona

.
2.7.1 Induccibn de Las capas de afeunona en presencia de
ciclohexdimida

Se incubaron 20 capas de aleurona con 4ml de medio de
incubacidén en presencia de A63 10'6M, a 25°C. A diferentes
tiempos de la induccién, t;, se les agregd cicloheximida a
una concentracién final de 5ug/ml y las incubaciones se con

tinuaron hasta las 27 horas, tiempo en que se determind la

actividad proteolitica.
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2.7.2 Induceidn de Las capas de aleurona en presencia de
actinomicina D

Lotes de 20 capas de aleurona se incubaron con A4ml de

medio de incubacidn en presencia de AG 10-6

3

v se les agregd actinomicina D (Act-

M, a 25°C; a -
diferentes tiempos, t
D) a una concentracién final de 20ug/ml y las incubaciones
se prosiguieron hasta las 24 horas, tiempo en que se deter

mind la actividad proteolitica.

2.7.3 Induccibn de Las capas de afeurona en presencia de
dedido absefsico.

Lotes de 20 capas de aleurona se incubaron con 4ml de
medio de incubacidn en presencia de AG3 )0—6M. Transcurri
das 15 horas de la induccidn se les agregé dcido abscisico

5

(ABA) a una concentracidn final de 10 °M y se porsiguié la

incubacidn durante diferentes tiempos. - Se determiné la ac
tividad proteolitica cada 2 horas a partir de la adicifn

del ABA, hasta las 27 horas.
2.8 Métodos analiticos

2.8.1 Determinacidn de La actividad de £a a-amilasa

Para esta determinacién se siguié el método de Briggs
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modificado (Bernal, 1978), que consiste en medir la dismi-
nucidn de! complejo almidén-yodo debido a la degradacién -
del almiddén, en funcidn de la actividad de la a-amilasa y

del tiempo de incubacidn.

Reactivos:

a) Acetato de calcio 6.5mM pH 6.0,

b) sustrato: se suspendieron 0.125g de almiddn solu-
ble en 5ml de agua bidestilada; la suspensidén se calenté a
ebullicidn durante 1.5minutos y se enfrid a temperatura am
biente, luego se le agregaron 0.5m] de acetato de calcio -
0.65M pH6.0 y 0.5ml1 de cloruro de sodio 0.5M, y se aford a
50m! con agua bidestilada. La solucién de almiddn se pre-
pard el dfa del ensayo.

c) Solucién de yodo-yoduro de potasio. Se disolvieron
40g de yoduro de potasio en agua bidestilada, se le agrega
ron 2.54g de yodo resublimado en el laboratorio y se afora
ron a 100ml con agua bidestilada. €l dia del ensayo se hi

zo una ditucidn 1:200 con agua bidestilada.

2.8.1.1 Obtencibn def extracto para determinan La activi-
dad de La a-amilasa

Las capas de aleurona se homogeneizaron a 4°C en un ho
mogeneizador tipo Potter con émbolo de tefldn por 4 perio-

de 20 segundos de molido a 1.800rpm, con intervalos de 10
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segundos de descanso, para evitar el calentamiento de las

muestras, con 3ml de acetato de calcio 6.5mM pH 6.0. EI -
homogenado se calentd a 70°C durante 20 minutos para inac-
tivar a la B-amilasa y se centrifugé.a 4°C a 17,000 g en un
rotor Sorvall $S-34 durante 15 minutos. El sobrenadante se
denomind extracto y se utilizd para hacer la determinacidn

de la a-amilasa. En la figura 2.2 se esquematiza el procedimiento.

2.8.1.2 Ensayo enzimdtice de La a-amilasa

A 1.5m)] de sustrato se le agregaron 0.5m! del extrac-
to a la dilucidn apropiada, se incubé a temperatura ambien
te y a diferentes tiempos (0,2,4,6,8 y 10minutos), se toma-
ron alfcuotas de 0.2ml, los cuales se transfirieron a tubos
que contenian 10ml de la solucién 1:200 de yodo-yoduro de
potasio y se leyeron a 565nm. La solucidn de yodo ;I mismo
tiempo que forma el complejo colorido con el almidén, detie

ne la actividad enzimitica.

En general, los cambios de absorbencia no deben ser ma
yores de 0.0500/10 minutos, porque es el rango de absorben-
cia, determinado en el laboratorio, en el cual la lineari-
dad de la reaccidn, con respecto al tiempo, se mantiene.

Se definid la unidad de a-amilasa como la cantidad de enzi-
ma que cambia la absorbencia en 0.00lunidades de absorben-

cia/minuto mg de proteina.
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ATSLADAS
TNCUBACION DURANTE DIFERENTES
TIEMPOS EN MEDTO + GA, 10-°M
A 25°C Y CON AGITACIOQ
[ 1
[MEDTO DFE TNCUBACIOTJ ICAPAS DE ALEURONﬁJ

I |

HOMOGENADO DE ALEURONAS
Y MEDIO DE TNCUBACION

EXTRACTO PARA 1A
DETERMINACION DE
a-AMILASA

HOMOGENTZACTION

EN ACETATO DE
CALCTO 6.5mM

pH 6.0, 4x20"a 4°C

CALENTAR A 70°C
DURANTE 20 MIN.,
CENTRIFUGAR A
17,400 g, 15 MIN,

FIGURA 2.2 Tncubacién de las capas de aleurona y preparacién
de los extractos para la determinacién de g-amilasa.
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2.8.2 Determinacidn de La actividad proteolitica

Para la determinacién de la actividad proteciitica se
utilizé el método reportado por Feller y céls. (1978) modi
ficado, que consiste en medir la degradacién de una protel
na, en este caso la casefna, midiendo los grupos amino li-
bres que aparecen en el sobrenadante de la precipitacidn de
ta mezcla de incubacidn con dcido triclorcacético (TCA) al
5%. Los grupos amino se cuantificaron por el método de -
Rosen (1957).

Reactivos:

a) Medio de extraccidn. Acetato de potasio 50mM pH -
5.4, con 2-mercaptoetanocl 10mM,

b) sustrato: casefna libre de vitaminas al 0.5% en a-
cetato de potasio 50mM pH 5.4 con ME 10mM,

c) dcido tricloroacético al 50% p/v,

d) amortiguador para la determinacién de aminodcidos:

acetato de sodio 3.5M pH 5.2 a 5.4,

cianuro de sodio 5mM,

amortiguador acetato-cianuro: Iml de la solu-
cién de cianuro de sodio se lleva a 50ml con el amortigua-
dor de acetato de sodio,

e) ninhidrina. Solucidn al 3% en metilcelosolve. Es-~-
te reactivo debe prepararse el dia de la determinaciofi y el

metil-celosolve debe estar libre de perdxidos.
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f) diluyente, isopropanol-agua 1:1'v/v,

2.8.2.1 Obtencidn del extnacto

Las aleuronas se homogeneizaron en acetato de potasio
50mM pH 5.4 con ME 10mM, en un homogeneizador tipo Potter de
la misma forma que se describié para la obtencién del extrac
to de la a-amilasa, se centrifugé a 17,400g durante 15 minu-
tos a 4°C, en un rotor Sorvall $5-34. Al sobrenadante se le
l1amé extracto y se utilizd para la determinacién de la actj
vidad proteolitica. El procedimiento se esquematiza en la

fiqura 2.3.

2,.8.2.2 Ensayo enzdmético de La proteasa

Se preincuba iml del sustrato a 30°C durante 10 minu-
tos en un bafio con agitacidn. Se agrega 0.5ml del extracto
y se continda la incubacién a 30°C durante 60 minutos. Pa-
ra detener 1a reaccidén se agrega TCA a una concentracidn fji
nal de 5% p/v. Inmediatamente se transfieren a un bafio con
hielo y se dejan ahi durante por lo menos 2 horas, después
de ésto, se centrifugan a 3,000rpm durante 20 minutos en u-
na centrifuga IEC modelo PR-2 a 4°C. El1 sobrenadante se u-
tilizé para hacer la determinacidn de aminodcidos por el mé

todo de Rosen (1957).
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CAPAS DE ALEURONA
ATSLADAS

INCUBACTON DURANTE DIFERENTES
TTEMPOS EN MEDIO + AG. 10-0M
A 25°C Y CON AGTTACTOR

[
MEDTO DF TNCUBACTON l

AJUSTAR LA CONCENTRA
CTON DE ME A 10mM

—

LFAPAS DE ALEURONK}

HOMOGENTZAR EN ACETATO
DE POTASTO 50mM, pH 5.4
CON ME 10mM.

EXTRACTO DE ALEURONAS
Y MEDTO DE TNCUBACION

CENTRTFUGAR A 17,400 g
DURANTE 20 MINUTOS

EXTRACTO PARA LA
DETERMINACTON DE LA
ACTIVIDAD PROTEOLTITTCA

FIGURA 2.3 Incubacidén de las capas de alcurona y preparacidn
del extracto para la determinacidén de la actividad

protecolitica.
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SUSTRATO
(iml)

PRETNCUBAR A 30°C DURANTE
10 MINUTOS EN BANO CON £
AGTTACTION

AGREGAR 0.5ml
DEL EXTRACTO

INCUBAR A 30°C DURANTE O Y
.60 MTNUTOS CON AGTITACTON

AGREGAR TCA
5% p/v (FINAL)

COLOCAR EN BANO CON HIELO 2
HORAS, CENTRIFUGAR A 3,000 RPM
20 MTNUTOS

SOBRENADANTE PARA

DETERMINAR AMTINO- <

ACTDOS i
T

ALTICUOTA EN 1.OML

+0.5ML DE ACETATO-CTANURO

+0. SML. NTNHTDRTNA

CALENTAR A EMBULLTCION
DURANTE 15 MINUTOS.

AGRFEGAR S5ML DE
DILUYEBTES

ESPERAR A QUFE ESTE A
TEMPERATURA EMBTENTE

LEER A S570NM

FIGURA 2.4 Diagrama para la determinacidn de la actividad proteolitica.
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2.8.2.3 Determinacibn de aminodcidos

A iml de muestra se le agregaron 0.5m! del amortigua
dor acetatos-cianuro y 0.5ml de la solucidén de ninhidrina,
se agitaron bien, se taparon con canicas y se pusieron en un
bafio con agua hirviendo durante 15 minutos, se sacaron del -
bafio y se les agregaron 5ml del! diluyente y cuando estuvieron
a temperatura ambiente, se leyeron a 570nm contra un blanco
preparado de la misma forma, pero con Iml de agua en lugar -
de la muestra. Como estdndares glicina o leucina a una con
centracidn entre 0 y 100nmoles/mi. En la figura 2.4 se mues-
tra el diagrama para la determinacién de la actividad proteo
VTtica y en la figura 2.5 la curva patrén de aminodcidos, en
este caso glicina.

v

2.8.3  Deteaminacibén de fLas pozas de aminodeddos.

Reactivos
a) dcido percliérico 12% p/v
b) hidréxido de potasio 1IN,

c) soluciones para la determinacién de aminodcidos.

2.8.3.1 Preparacibfn del extracto

Lotes de 40 capas de aleurona se homogeneizaron con -

2.5ml de agua bidestilada a 4°C en un howmogeneizador tipo -



A 570
0.2
0.1+
[}
04 T T T T
(o] 25 50 5 100

nmol GLICINA

FIGURA 2.5 CURVA PATRON PARA LA DETERMINACION DE AMINOACIDOS
La determinacidn se hizo utilizando el método de -

Rosen {1957), utiiizando glicina como estandar.
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Potter en la misma forma que se describié para la obtencidn
del extracto para la G-amilasa; se centrifugd a 25,400g en -
un rotor Sorvall SS-34 durante 20 minutos. Al sobrenadante
se le agregd un volidmen igual de dcido percidrico al 12% p/v
y se dejé en un bafo con hielo durante 2horas, al cabo de las
cuales se centrifugd a 25,4009 a 4°C durante 20 minutos en el
rotor Sorvall $S-34. Se ajusté el pH del sobrenadante a un
valor entre 5y 6 con hidréxido de potasio 1IN, se dej6é en un
bafio con hielo durante 1 hora y se centrifugé a 25,400 g du-
rante 20 minutos. EI»sohrenadante se utilizd para determinar

los aminodcidos por el método de Rosen {1957).

2.8.4 Determinacidn de La actividad proteolitica en funcibn
del pH

Reactivos:

a) Medio de extraccidn, acetato de potasio 5;M pH 5.4

b) acetato de potasio 50mM a los diferentes pH que se
probaron en el rango de 3.6 a 5.6 con ME 10mM,

c) fosfato de potasio 50mM, a los diferentes valores

de pH que se probaron en el rango de 5.7 a 7.0, con ME 10mM.

2.8.4.1 Obtencibn de Los extractos

Un lote de 400 capas de aleurona incubadas en 100ml -

6

de medio de induccidén con AG3 107° M durante 50 horas a 25°C
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se enjuagaron 3 veces con 25ml de acetato de potasio 5 mM
con 10mM de ME; el primer lavado se agregd al medio de in-
duccidn y se le ajustd |la concentracién de ME a 10mM, se -
centrifugé a 17,4009 durante 15 minutos y se utilizé para

determinar la actividad proteolitica.

Las capas de aleurona se congelaron en nitrdgeno 17-
quido, se molieron en un mortero preenfriado hasta obtener
un polvo fino, que se homogeneizd en un homogeneizador tipo
Potter con acetato de potasio 5mM pH 5.4 con ME 10mM a 4°C vy
se centrifugé a 17,4009 en un rotor Sorvall SS-34 durante 15
minutos. EIl sobrenadante se utilizé para determinar la act]
vidad proteolitica y se denomind extracto de aleuronas de -

tiempo 50 horas.

400 capas de aleurona recién aistadas se congelaron -
en nitrdgeno liquido y se homogeneizaron de la misma forma -
que que describid para las aleuronas incubadas durante 50 ho
ras con AG3' Al sobrenadante obtenido después de la centri-
fugacidn se le denomind extracto de aleuronas de O horas.

Se hicieron determinaciones de la actividad protecli-

tica a cada pH para:

a) Extracto de aleuronas de tiempo O,
b) extracto de aleuranas de 50 horas-de incubacidn vy,

c) medio de incubacién de 50 horas.
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2.8.5 Efecto que tienen compuestos que activan sulfhidni-
Los sobre fLa actividad proteolitica

Reactivos:

a) acetato de potasio 5mM pH 5.4,

b) sustrato caseina al 0.5% en acetato de potasio -
50mM al pH escogido * el compuesto a probar,

c) acetato de potasio 50mM al pH escogido, con los -
siguientes compuestos: ME (0, 0.1, 1.0 y 10mH); ditiotreito}
(DTT) {1.0 y 10mM). Los pH a los que se hicieron las deter-

minaciones fueron: 3.5, 4.8 y 5.4,

2.8.5.1 Preparacién de Los extractod

Se utilizaron aleuronas inducidas durante 22 horas en
presencia de AG3 10—6M y aleuronas recién aisladas (tiempo 0
horas). Los homogenados se prepararon en la forma descrita
para el caso del efecto del pH sobre la actividad proteoliti

ca.

2.8.6 Detfenminacién de protelnas por el método de Lowny
(1951}

Reactivos:
a) carbonato de sodio al 2% y tartrato de sodio y po-
tasio al 0.02% en hidréxido de sodio 0.1H,

b) sulfato ciprico pentahidratado al 0.5%,
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c) mezclar 50ml de la solucién a) con 1ml de la solu-
cidén b),

d) reactivo de Folin-Ciocalteau diluifdo 1:2 con agua.

2.8.6.1 Método

A Iml de muestra se le agregan 5ml del reactivo c) y
se deja reposar por aproximadamente 10 minutos. Transcurri-
do este tiempo se le agregan 0.5m! del reactivo d) y se espe
ra durante 30 minutos. Se lee a 750nm contra un blanco pre-
parado con 1ml de agua en lugar de la muestra. Como estdndar
se utilizé albimina de suero de bovino fraccién V libre de 3

cidos grasos, en un rango de concentracién entre 0 y 100ug/ml.

En la figura 2.6 se muestra la curva patrén de albdmina.

2.8.7 Deteaminacibn de protelnas por el método de Bradfond
{1976}

Reactivo:
0.1g de azul de Coomassie G-250 se disolvieron en 50ml
de etanol, se le agregaron 100ml de 3cido fosférico al 85% vy

se aforéd a 11 con agua bidestilada.

2.8.7.1 Método

A 0.im! de muestra se le agregaron 5ml del reactivo de
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A 780 x
0.3 %
x /%
0.2
0.1
0.0 T T T T T
20 40 €0 80 100

A9 ALBUMINA

FIGURA 2.6  CURVA PARA LA DETERMINACION DE PROTEINAS POR EL
MEDOTO DE LOWRY Y COLS. (1951).

Para la cuantificacidn de las protefnas se utilizd
albdmina de suero de bovino fraccién V, libre de -
idcidos grasos.
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Bradford, se agitd, evitando la formacién de espuma y se le-
y6 a 595nm contra un blanco preparado con 0.iml de agua en -
lugar de la muestra. Como estdndar se utilizd albdmina de -
suero de bovino fraccion V libre de dcidos grasos, en un ran
go de concentracidén de 0 a 100ug/0.iml. En la figura 2.7 se

presenta la curva patrdn de albdmina.
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°
o T T T
20 40 60 80 100
A9 ALBUMINA
FIGURA 2.7 CURVA PARA LA DETERMINACION DE PROTEINAS POR EL

METODO DE BRADFORD (1976).

para la determinacidn de proteinas se utilizd albi-
na de suero de bovino fraccidn V, libre de acidos

grasos como estandar.
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3 RESULTADOS

3.1 Induceibn de a-amilasa y proteasda en capas de aleuhro-
na alsLadas por deido gibenélico

En la literatura existen reportes de que el &dcido gi=-
berélico induce la sintesis de enzimas proteoliticas y de que
la sintesis de a-amilasa y proteasa se Ileva a cabo simultdnea

mente en capas de aleurona de cebada (Jacobsen y Varner, 1967).

Para comprobar si esto sucede en las capas de aleuro-
na de la variedad de trigo utilizada en este trabajo, se hizo
6

la incubacidn de capas de aleurona en presencia de AG3 10” M,

tomando muestras a diferentes tiempos durante la incubacidn.

Los resultados se muestran en Ja figura 3.1 en que se
graficaron las actividades de la a-amilasa y la proteasa en
el perfodo comprendido entre las 0 y las 48 horas.' Los resul
tados obtenidos en la determinacidn de la a-amilasa concuer-
dan con los reportados en la literatura, ya que se puede ob-
servar que la actividad de la enzima aparece después de las

6 horas de incubacién.

En el caso de la proteasa, se encontrd que existe una
actividad en las capas de aleurona sin incubar (tiempo 0)

que en presencia del AG, tiende a disminuir durante las pri-

3

meras 6 horas de la incubacidén, incrementindose después de

las 9 horas .
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En la figura 3.2 se graficé la actividad proteolitica a
diferentes tiempos de incubacién en presencia y en ausencia
de la hormona, hasta las 27 horas, En las capas de aleurona,
como ya se menciond, hay una disminucidn de la actividad pro-

teolitica reproducible, durante las primeras 6 horas.

La actividad de la proteasa se reporta como equivalentes
de grupos amino liberados por hora y por miligramo de protefi~
na. Para cada muestra, la determinacidn de la actividad pro-

teolitica se efectud por triplicado.

En el caso de las capas de aleurona incubadas en ausen-
cia de AG}' se observa que la actividad proteolitica practi-
camente no varfa, mientras que en las aleuronas incubadas en
presencia de AG3 al rededor de las 9 horas se inicia un in-
cremento en aa actividad, que es lineal al menos hasta las 48

horas de induccién, que fué el tiempo mdximo al que se siguid

la cinética de induccidn de la enzima.

En la tabla 3.1 se dan los resultados de la induccién -

de la proteasa en presencia del 3cido giberélico.

3.2  Efecto de La cicloheximida sobre La induceién de La
actividad proteolitica en capas de aleurona de thigo -

incubadas en presencia de decido gibenélico.

Para comprobar si se requiere de la sintesis de protefi~-
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200

U.de or amilasa

FIGURA 3.1

©—& Ofamilasa
X—--X protedasa

1000

500

nmol grupos amino
mg proteina-h

48
TIEMPO (horas)

INDUCCION DE LAS ACTIVIDADES DE o-AMILASA Y PROTEASA
EN CAPAS DE ALEURONA DE TRIGO INCUBADAS EN PRESENCIA
DE ACIDO GIBERELICO.

Lot2s de 20 capas de aleurona se incubaron con hml de
medio de induccidn que contenia succinato de sodio =~
5mM pH 5.8, acetato de calcio, 20mM, estreptomicina
y cloramfenicol 50ug/ml en presencia de AG3 1076M.
Se determind la actividad de g-amilasa y de proteasa
a diferentes tiempos de induccidn como se describid
en materiales y métodos.
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0—o -GA,
*xx +GA,

FIGURA 3.2

I2 24
TIEMPO (horas)

INDUCCION DE LA ACTIVIDAD PROTEOLITICA EN CAPAS
DE ALEURONA DE TRIGO INCUBADAS EN PRESENCIA Y EN

AUSENC IA DE AG3'

Lotes de 20 capas de aleurona se incubaron con 4ml
del medio de induccidn que contenia succinato de ~
sodio 5mM, cloruro de calcio 20mM pH 5.8, estrepto
micina y cloramfenicol 50,g/ml en presencia y en
ausencia de AG 10‘5M, por diferentes tiempos, 0;
3,6, 9 12, 1;, 17, 18, 21, 24 y 27horas. La ac
tividad proteolitica se determiné por el método
de Feller y cols., (1978).
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TABLA 3.1  CINETICA DE APARICION DE PROTEASA INDUCIDA POR ACIDO
GIBERELICO EN ALEURONAS DE TRIGO.

TIEMPO DE NMOLES DE GURPOS
INCUBAC |ON AMINO/mg PROTEINA
(HORAS) HORA

0 190.1 + 85.0

3 131.6 + 82.6

6 141.9 + 54.8

9 109.8 + 41.7

12 154.8 + 58.7

15 196.3 + 51.0

17 278.0 +128.8

18 255.2 + 21.8

21 302.6 + 43.0

24 347.1 + 50.0

27 411.6 + 64.8

-Ghy 27 161.3 + 12.3

Lotes de 20 capas de aleurona se incubaron con 4ml de medio de induccidn que
contenia succinato de sodio 5mM pH 5.8, con cloruro de calcio 20mM, sulfato -
de estreptomicina y cloramfenicol 50ug/ml y &cido giberélico 107°M a 25+0.5°C
por diferentes tiempos (0,3,6,9,12,15,17,18,21,24.y 27 horas) a los que se de
termind la actividad proteolitica por el método de Feller y cols. (1978).
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nas durante todo el proceso de induccién, como ocurre con la
a-amilasa, se agregé cicloheximida a una concentracién final
de Spg/mi, a diferentes tiempos de incubacidn, t;y Yy se con-
tinud ia incubacidn hasta las 27 horas, tiempo en que se de-

terminé la actividad proteolitica.

En la tabla 3.!1 se muestra que hay una disminucidn en
la actividad proteolitica por la adicién de la cicloheximida,
ya que las actividades encontradas a las 27 horas, son alin me
nores que las que se tenfan antes de agregar el inhibidor.
Este efecto se observd en forma independiente del tiempo de

adicién de la cicloheximida.

La actividad proteolitica se calculd de la siguiente ma-
nera: A la actividad proteolitica medida del tiempo ty a -
las 27 horas en presencia de dcido giberélico se le conside-

rdé como el 100% de la actividad sintetizada de t; a 24 horas.

Al incremento en la actividad proteolitica del tiempo t;
a las 27 horas, de capas de aleurona incubadas en presencia
de AG3 a las que se les agregd cicloheximida al tiempo ti‘ se
e considerd como la actividad proteolitica sintetizada de t;

a 27 horas en presencia del inhibidor.
El % de inhibicidn se calculo como sigue:

Se restd la actividad proteolitica sintetizada de L, a

27 horas en presencia del inhibidor de la actividad proteoli-



TABLA 3.11  EFECTO DE LA CICLOHEXIM!DA SOBRE LA ACTIVIDAD PROTEOLITICA INDUCIDA POR ACIDO GIBERELICO
EN CAPAS DE ALEURONA DE TRIGO VAR. POTAM S$-70.

TIEMPO ACT1VIDAD TIEMPO INCREMENTO ACTIVIDAD INCREMENTO
HORAS AGy DE ACTIVIDAD DE MEDIDA A 27H  ACTIVIDAD INHIBICION
ADICION DE t; a 27 HORAS  EN PRESENCIA  t; a 27 HORAS
€ICLOHEX IHIDA NGy DE ' 4cH OE
CICLOHEXIMIDA  t, a 27 HORAS
0 242.0 0 169.6 208.3 -33.7 120.0
3 197.5 3 214.1 159.0 -38:.0 117.7
6 219.9 6 191.7 285.7 +65.8 65.7
9 186.3 9 225.3 142.3 -41.,0 119.5
12 . 192.4 12 219.2 166.9 -25.5 116.3
15 214.5 15 197.1 215.5 + 1.0 99.5
18 279.4 18 132.2 221.9 -58.1 143.9
21 325.1 21 86.5 225.0 -70.1 181.0
24 367.5 24 LU 289.0 -78.5 278.0
-AGy DE 0 A 27 HORAS  242.0
*AGy DE 0.A 27 HORAS  411.6

Lotes de 20 capas de aleurona se incubaron con 4ml de medio de induccidn que contenia succinato de sodio
5mM_pH 5.8, cloruro de calcio 20mM, cloramfenicol y sulfato de estreptomicina 50pg/ml, Scido giberélico

1076n y a diferentes tiempos de incubacidn se les agregd cicloheximida a una concentracidn final de Sug/
ml. Se determind la actividad a las 27 horas. La inhibicion se calculd de la siguiente manera: A la -

actividad proteolitica encontrada del tiempo t; a 27 horas en presencia de &cido giberélico que se consi
derd como el 100% de actividad, se le restd la actividad determinada del tiempo t;a las 27 horas en pre
sencia del {nhibidor, se dividié entre la primera y se multiplics per 100.

—

9L
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tica sintetizada de t, a 27 horas en presencia de A63 y se -
"dividié entre 1a actividad proteolitica sintetizada de t; a

27 horas en presencia de AG3 y se multiplicé por 100.

3.3 Efecto de La actinomicina 0 sobre La induccibn de La
actividad proteolitica pon AG3 en capas de afeurona de
tnigo

Una vez que se demostrd el requerimiento de la sinte-~
sis de proteinas durante todo el periodo de incubacién para
la produccidn de la actividad proteolftica, se investigd si
se trataba de una induccidn que procedia desde la transcrip
cién de ARN mensajeros.

Para este estudio se incubaron capas de aleurona en -
presencia de AG3 10-6M y a diferentes tiempos se les agre-
g6 actinomicina D (Act-D), a una concentracién final de -
20pg/ml; esta concentracién de Act-D inhibe el 80% de 1a -
sintesis de la og~-amilasa en capas de aleurona del trigo de
la variedad Potam S-70, que es el utilizado en este trabajo
(Bernal, 1978) y se determind la actividad proteolitica a -

las 24 horas de iniciada la induccidén con AG,.

3
Los resultados se muestran en la tabla 1.l11). Se ob
serva que hay una inhibicién de la actividad proteolfitica
a cualquie} tiempo de adicidén de la Act-D, lo que indica -

que se requiere de la sintesis de ARN durante todo el pro-
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ceso de induccidn. Otra vez, como en el tratamiento ante-
rior, la actividad proteolitica no solo no aumentdé desde el
momento de la adicidén del inhibidor hasta las 24 horas de -
incubﬁcién total, sino que en algunos puntos experimentales,
se encontrd una disminucién en la actividad proteolitica. -
Esto sugiere una inactivacidn o recambio en la proteasa indu

cida, sin embargo, no se explord mids alld este hecho.

Los cdlculos para la inhibicién que produce la actino-
micina D sobre la induccidén de la proteasa por 5cido giberé
lico, se hicieron en forma anidloga a lo que se describid en

el caso de la cicloheximida.

La inhibicidn se determind restando la actividad sinte
tizada en presencia del inhibidor de la actividad sintetiza
da en ausencia del mismo, se dividié entre la actividad sin

tetizada en ausencia del inhibidor y se multiplicé por 100,

dando como resultado el % de inhibicién.

3.4 Efeato del deido abscisico sobre La induccibn de La
actividad proteolitica promovida por deido gibenéli-

co en capas de aleurona de trigo.

Para tratar de dilucidar si el mecanismo del control -
de la produccidn de }a a-amilasa y 1a proteasa es el mismo,
el cual, por los datos del experimento anterior con Act-D,

aparentemente es distinto, se incubaron capas de aleurona



TABLA 3.111  EFECTO DE LA ACTINOMICINA D SOBRE LA INDUCCION DE LA ACTIVIDAD PROTEOLITICA PROMOVIDA POR
EL ACIDO GIBERELICO EN CAPAS DE ALEURONA DE TRIGO VAR. POTAM S-70.

TIEMPO ACTIVIDAD TIEMPO INCREMENTO ACTIVIDAD INCREMENTO %
HORAS + AG DE ACTIVIDAD DE MEDIDA A" 24H ACTIVIDAD DE INHIBICION
3 ADICION DE t, A 2h HORAS  EN PRESENCIA ¢, A 24 HORAS
ACTINGMICINA D + (;A3 DE '+ act-0 ‘DE
ACTINOMICINA-D v, A 24 HORAS
0 153.1 0 260.8 56.9 -96.1 136.8
3 87.2 3 326.7 66.9 -20.3 106.2
6 79.9 6 334.0 57.9 -22.0 106.6
9 101.6 9 312.3 117.9 16.3 94.8
12 123.3 12 290.6 119.4 - 3.9 101.3
15 235.7 15 178.2 188.4 -47.3 126.5
17 277.0 17 136.0 259.8 -18.1 113.3
21 368.4 21 45.5 305.0 -63.4 239.3

-l\G3 DE 0 A 24 HORAS 161.0
+/\G3 DE 0 A 2% HORAS 413.9

Lotes de 20 capas de aleurona se incubaron en ml de medio de Incubacién que contenia succinato de sodio 5mM
pH 5.8, cloruro de calcio 20mM, sulfato de estreptomicina y cloramfenicol 50ug/ml y &cido giberélico 10-6M, A
diferentes tiempos durante la incubacién (0,3,6,9,12,15,17 y 21 horas) se les agregd actinomicina-D a una con-
centracidn final de 20ug/ml y se prosiguié la incubacidn hasta las 24 horas, tiempo en que se determind la ac-
tividad proteolitica. La inhibiclén se calculd de la siguiente manera:
da del tiempo t, a 24 horas en presencia de AG,, que se considerd como
minada del tiempo t; a 2h horas en presencia d%l inhibidor, se dividié
sencia del inhibidor y se multiplicd por 100.

A la actividad proteolitica encontra-
100% de actividad, se le rastd la detgr
entre el [ncremento de actividad en au

fraenam 130 ¥V

6L

LR q183
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6M a 25°C durante 15 ho-

en presencia de dcido giberélico 107
ras, tiempo al! que se les agregdé acido abscisico (ABA) a una
. concentracién final de IO—SM y se determind la actividad pro

teolftica cada 2 horas a partir de la adicién y hasta las 27

horas.

En el caso de la a-amilasa, se ha reportado que el efec
to inhibitorio se presenta después de un perfodo lag de 6 ho
ras, cuando se agrega el ABA a las 15 horas de induccidn con

A63 (GarcfTa-Maya, 1982)

Los resultados se muestran en la tabla 3.1V y en la fi~
gura 3.3. Se observa que si hay una inhibicién de la activi
dad proteolitica, y es de mencionarse, que no se presenta el

periodo lag, como sucede con la a-amilasa.

Los cdlculos para determinar la inhibicidn de }la acti~-
vidad proteolitica se hicieron como a continuacidén se descri

be:

El incremento en la actividad proteolitica desde las -
15 horas hasta el tiempo t;, en presencia de dcido giberéli-
co se consideraron como el 100% de actividad inducida en las

capas de aleurona por la accidn del &cido giberélico.

Al incremento en la actividad determinado de 15 horas
al tiempo t cuando se agregé ABA a las 15 horas, fué el in

cremento de actividad en presencia del inhibidor.



TABLA 3.1V EFECTO DE LA ADICION DEL ACIDO ABSCISICC DURANTE LA INDUCCION DE LA PROTEASA EN CAPAS DE

ALEURONA DE TR!GO INCUBADAS CON AC!DO GIBERELICO.

TIEMPO ACTIVIDAD TIEMPO INCREMENTO ACTIVIDAD INCREMENTO %
HORAS + AG DE MEDICION ACTIVIDAD MEDIDA AL ACTIVIDAD INHIBICION
L. AL ACTIVIDAD DE 15 A t TIEMPO t, DE 15 A t,
! TIEMPO ABA 15 A + AG AG;0 A ‘Iz ABA 15 A
Y ABA 15 t, &
15 165.0 - e e e e
17 133.8 17 -31.2 238.5 73.5 -335.6
19 17.7 19 -57.3 114.0 -51.0 7.8
21 291.3 21 126.3 236.6 71.3 43,5
23 488.8 23 323.8 238.9 73.9 76.5
25 631.8 25 466.8 310.6 145.6 68.8
27 821.0 27 656.0 241.6 76.6 88.3
~AGy DE O A 27 HORAS 136.4
+ABA DE O A 27 HORAS 194.5

+AG, +ABA DE O A 27 HORAS 260.9

3

Lotes de 20 capas de aleurona se incubaron en 4 ml de medio de induccién que contenfa succinato de sodio
5mM, pH5.8, cloruro de calcio 20mM, sulfato de estreptomicina y cloramfenicol 50ug/mi y écjgo giberélico

JO'°M a las 15 horas de incubacién se les agregd acido abscisico a una concentracidon de 10
mind la actividad proteolftica a diferentes tiempos (15, 17, 19, 21, 23, 25 y 27 horas
calculd de la siguiente manera: al incremento en la actividad proteolftica de 15 horas al tiempo t, se --

considerd como el 100% de actividad. A este incremento se le restd el correspondiente de 15 horas a t

en presencia del ABA y se divide entre el incremento de actividad en ausencia de ABA y se multipliica por

100.

My se deter-
La inhibicidn se
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800 T
® o+ GA3

700+ X X ABA agregado ISh,
8 —-GAz 0-27h.
O+ABA 0-27h.

600+ A (+ GAyt ABA) O—27h,

500+

400 ABA

300+

§+GAs+ABA{0-27h)
2004 I L nL-GA,f» ABA (0-27h)

B~GAg (0-27h)

100+

._//I T T

15 20 25
TIEMPO (horas)

FIGURA 3.3 EFECTO DE LA ADICION DEL ACIDO ABSC1SI1CO DURANTE LA
INDUCCION DE LA PROTEASA EN CAPAS DE ALEURONA DE TRIGO
INCUBADAS CON AG}'

Lotes de 20 capas de aleurona de trigo se incubaron ¢
con hml de medio de incubacidn que contenfa succina
to de sodio 5mM pH 5.8, cloruro de calcio 20mM, es-
treptomicina y cloramfenical 50ug/ml vy AG 10'6M. A
Jas 15 horas de incubacidn se les agregd “ABA a una
concentracidén final de 10~5M y se determind la acti
vidad cada 2 horas hasta las 27horas. -
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Se restd la actividad proteolitica en presencia del ABA
de la actividad proteolitica en ausencia del inhibidor, se -
dividié entre esta dltima y se multiplicé por 100, para obte

ner el % de inhibicidn.

3.5  Detenminacibn del pH Gptimo de La actividad proteolfiti-
ca en capas de aleurona de trigo necién aisfadas e indu
cidas con deddo gibenélico durante 50 honras

Se hizo notar que existia una actividad proteol{tica =~
inicial en las capas de aleurona recién aisladas, figura 3.2
y tabla 3.1, la que se mantuvo en ausencia del A63 hasta las
27 horas de incubacién. Esto indujo a pensar que fueran va-
rias las enzimas proteolitcas presentes en el sistema experi
mental, una que se puede denominar '"constitutiva', presente
en las capas de aleurona y otra, que por accidn del 5Fido gl

berélico, es inducida.

Se intentd demostrar si eran varias las enzimas que se
tenifan en las capas de aleurona, determinando el pH Gptimo -
de la actividad proteolitica presente en aleuronas recién ais
ladas y en capas de aleurona inducidas durante 50 horas en -
presencia de dcido giberélico, asi{ como también en el medio

de incubacidén de éstas ditimas.

En la figura 3.4 y en 1a tabla 3.V se muestran los resul

tados de la actividad proteolitca de los extractos de las ca-
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pas de aleurona de tiempo cero, se encontrd que hay un mixi-
mo ‘de actividad a pH de 4.8. En el caso de las aleuronas de
50 horas de induccién con 3cido giberélico, la mixima activj
dad se localizé a 5.4, con un '"hombro" a 4.8, y por Gltimo,
en el medio de induccidn de las aleuronas incubadas durante
50 horas, que es la actividad proteolitica que se secreta,
se encontrd un pH éptimo a 5.4, con un incremento hacia la =

zopa dcida, a pH de 3.6 o ailin menor.

3.6 Efecto de compuestos que activan grupos SH sobre La ac
tividad proteolitica Lnducida porn deido gibernélico en
capas de aleurona de trnigo dunante 22 horas y de sobre

La actividad proteofitica de aleuronas sin Lnducdn,

Para tratar de caracterizar parcialmente las activida-
des proteoliticas presentes en capas de aleurona, se utiliza
ron dos compuestos gue activan grupos SH, el 2-mercaptoetanol
y el ditiotreitol {(DTT).

Las determinaciones se hicieron en acetato de potasio -
50mM a tres diferentes pH. 3.5, 4.8 y 5.4, que fueron los pH
a los que se encontraron actividades mas altas en el experi-
mento anterior, en presencia y en ausencia de los reactivos

con sulfhidrilos tibres.

En la tabla 3.Vl se puede observar lo siguiente:
a) En el caso de las aleuronas no inducidas, a pH de -

3.5 se incrementa la actividad aproximadamente 5 veces con -
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FIGURA 3.4

8
@—® aleuronas t=0h 5

X-——X aleuronas t=50h
0——0 m, Ind. t=50h

600,

500

400+

3004

200+

100+

Aleurgga de 0 & 50 horas de induccién con dcido giberéli
co 10 "M. se homogeneizaron en acetato de potasio 5mM --
pH 5.4 con 2 mercapto etanol 10mM.

Para la incubaciones se ajustaron utilizando acK 50mM. -
al pH requerido y el sustrato también se ajustd al mismo
pH.

Las Incubaciones se hicieron a 30+0.5°C en un bado con -
agitacidn. Se tomaron muestras a tiempos O y 60', se --
precipitaron con TCA {5% x/v conc. final.) Se dejaron -
en frio por un minimo de dos horas, se centrifugaron y -
al SN se le determinaron aminodcidos por el método de Ro
sen.
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+GAy
2.0

"GA;

T |
16 24
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FIGURA 3.5 DETERMINACION DE LA POZA DE AMINGACIDOS

Lotes de 20 capas de aleurona se incubaron en zueci
nato de sodio 5mM pH 5.8, cloruro de calcio 20mM, -
estreptomicina y cloramfenicol 50ug/m! en presencia
o en ausencia de dcido giberélico. A diferentes tiem
pos se determind la poza de aminoécidos. -
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TABLA 3.V DETERMINACION DEL pH OPTIMO DE LA ACTIVIDAD PROTEOLITICA
DE CAPAS DE ALEURONA DE TRIGO RECIEN AISLADAS E INDUCIDAS
DURANTE 50 HORAS CON ACIDO GIBERELICO.

pH CAPAS DE CAPAS DE MEDIO DE
ALEURONA ALEURONA INCUBAC 10N
DE 0 BORAS DE 50 HORAS DE 50..HORAS

DE INDUCCION DE INDUCCION

3.6 100 238 Ly

4.0 130 238 367

L.y 146 257 305

4.8 192 334 251

5.2 151 388 Lh6

5.4 108 433 575

5.6 b9 380 309

5.7 b6 340 314

6.0 56 289 262

6.5 27 235 187

7.0 1 76 . 62

Lotes de 400 capas de aleurona se homogeneizaron en acetato de potasio
5mM pH 5.4 con ME 10mM, se centrifugaron a 17,400g, el sobrenadante

se utilizé para hacer la determinacidn de actividad a los diferentes
pH. Las aleuronas fueron a) recién aisladas (tiempo cero) y b) incu-
badas con AG3 durante 50 horas. El medio de induccidn de estas dltimas
también se centrifugé a 17,400g, habiendo adicionado “previamente ME a
una concentracion final de 10mM. Se utilizaron amortiguadores acetatos
para los pH 3,6, 4.0, 4.4, 4.8, 5.2, 5.4 y 5.6 y fosfatos para los pH
5.7,6.0, 6.5 y 7.0 todos a una concentracidn de 50mM y con ME 10mM.

y la determinacion se realizé a 30°C como se describié en materiales

y métodos.
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ME 1.0y 10mM; en el caso del pH 5.4, también ocurre una actji
vacién, de entre 5 y 6 veces con ME 10mM y DTT 10mM, mientras

que .para el pH de 4.8, practicamente no se modifica.

Entcuanto a las actividades encontradas en las aleuronas
de 22 horas de induccién con AG}' sé ven menos afectadas por
los activadores de grupos SH, ya que se presentan incremen-

tos de 1.5 a 2 veces la actividad del control.

Estos datos sugieren que se trata de diferentes activi-
des proteoliticas, una localizada en las capas de aleurona -
sin inducir y que posiblemente tenga una funcion importante
en la degradacidén de las proteinas de reserva; y otra que,
se encuentra en las capas de aleurona inducidas con AG3, que

posiblemente ejerza su accién en el endospermo almidonoso.

3.7 Deteaminacibn de Las pozas de aminodcidos de ca}JaA de
aleurona de tnigo en presencia y audsencia de AG3

Para la determinacidn de las pozas de aminodcidos se u~
tilizaron lotes de 20 capas de aleurona que se incubaron en
presencia y ausencia de AG3 durante diferentes tiempos, se
extrajeron los aminoidcidos como se describid en materiales vy

métodos y se determind la cantidad de aminoacidos en ellos.

Los resultados obtenidos se muestran en la figura 3.5.

de ella podemos decir que el comportamiento de las capas de



TABLA 3.V! EFECTO DE COMPUESTOS ACTIVADORES DE GRUPOS SULFHIDRILOS SOBRE LA ACTIVIDAD PROTEOLITICA DE
CAPAS DE ALEURONA DE TRIGO RECIEN AISLADAS E INCUBADAS EN PRESENC!A DE AG

3

ALEURONAS RECIEN AlSLADAS ALEURONAS INCUBADAS 22 HORAS CON AG,

TRATAMIENTO
pH 3.5 VECES pH h.8 VECES pH 5.4 VECES  pH 3.5 VECES pH h.8 VECES pH 5.4  VECES

ESTIMU. ESTIMY ESTIMY ESTIMY ESTIMU ESTIMY.

LAC 10N LACION LACION LACION LACION LACI0N
CONTROL 93.3  1.00 269.6 1.00 99.7  1.00  659.3  1.00 362.8  1.00 5320 1.00
HE 0. }mh 231.6 2,48 297.3 1.10 245.h 2,46  774.5  1:11  228.3  0.63 557.1 1.05
ME 1.0mM  445.9  3.78 300.7 1.12 304.2  3.05 824.9  1.25 457.8 .26 650.1 1.17
ME 10 mM  449.8  4.82 3215 1.19 553.1  5.55  963.0  1.46 816.2  2.25 1098.k 1.97
DTT 1.0 @M =-=-- mmem e -=-- 396.4 3,98  ---—- semememen -mm= 17,1 2.00
OTT 10 MM —=--- ceeeeee- ---- 6199 6.22  --m-- cme - === 1142.7 2.05

Lotes de 400 capas de aleuronas recién aisladas o incubadas en presencia de AG IO-GM durante 22 horas, -
ge congelaron con nitrdgeno Iiquido y se molieron en un mortero pre enfriado “hasta obtermer un polvo fino
que se homogeneizd en un homogeneizador tipo Potter con acetato de potasio SmM pH 5.4 con ME 10 mM a 4°C.
Se centrifugd a 17,400g en un rotor Sorvall $$-34 durante 15 minutos. El sobrenadante se utilizé para de-
terminar la actividad proteolitica y se denomind extracto de aleuronas de tiempo 0 6 de 22 horas. Las de-
terminaciones se hicieron en acetato de potasio S0mM al pH requerido en presencia o ausencia de los com- -
puestos activadores de grupos sulfhidrilos a las concentraciones indicadas. Las veces de estimulacidn se
obtuvieron dividiendo los valores de actividad proteolitica a las diferentes concentraciones de los com- -
puestos entre el valor obtenido en ausencia de los mismos.

68
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aleurona en presencia y ausencia del AG3, son pricticamente
iguales hasta las 6 horas, tiempo en que comienza ha haber
diferencias en la cantidad de aminodcidos libres, lo que po
dria ser un reflejo de la actividad proteolitica en las ca-
pas de aleurona, que en presencia de AG3, sigue un comporta-

miento semejante como se mostrd en la figura 3.2.
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L DisSCUSiON

En trabajos realizados desde dines de la década de los
60's a la fecha, se ha ido acumulando informacidn acerca de
los eventos que tienen lugar enlaa capa de aleurona de los
cereales, debido a los que se consumen las substancias de -
reserva acumuladas en el endospermo y que dan como resulta-

do el crecimiento de una nueva planta.

El 4dcido giberélico tiene una funcidn muy importante e
en la movilizacidn de las reservas, ya que se requiere de s
su presencia para que algunas enzimas hidroliticas, cuya -
sintesis no depende de AGB' sean secretadas al exterior y
en otros casos, es necesaria tanto para la sintesis como pa

ra la secrecidn,

Entre estas Gltimas se pueden mencionar: la a-amilasa
(Varner y Ram Chandra, 1964; Chrispeels y Varner, 1967), la
proteasa, (Jacobsen y Varner, 1967) y la ribonucleasa (Chris
peels y Varner, 1967), que se sintetizan de novo. El otro
grupo de enzimas que requiere de AG3 solo para ser libera-
das de la capa de aleurona, estd representado por la B-1,3~
glucosidasa, cuya secrecidén se efectlia antes de que comience

la de la a-amilasa (Taiz y Jones, 1970)

Estudios hechos en 1a capa de aleurona de cebada, su-

gieren que la sintesi's de 1a a-amilasa se lleva a cabo regu
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lada por un mecanismo comin. Las evidencias que sostienen

esto son:

1) Ambas enzimas apaeecen simultdneamente cuando capas
de aleurona son incubadas en presencia de A63 (Ja-
cobsen y Varner, 1967).

2) La sintesis de ambas enzimas es de nove (Filner y
Varner, 1967 y Jacobsen y Varner, 1967)

3) El &cido abscisico las inhibe cuando es agregado
al inicio de la incubacién con /\G3 {(Chrispeels y -
Varner, y Jacobsen y Varner, 1967)

4) Inhibidores de la sintesis de proteinas y de ARN,
también bloquean la sintesis de ambas enzimas,(Ja~

robsen v Varner, 1967).

Esto no e< sorprendente, puesto que existen en la lite
ratura muchos ejemplos donde varias enzimas se sint;tizan
simultdneamente bajo el control de un mismo mecanismo, co-
mo por ejemplo, en el caso de las bacterias se conoce muy
bien la existencia de operones que controlan de manera coor
dinada la expresidn fenotipica de varia enzimas. El ejemplo
clédsico es el operdn lac, que regula la sintesis de B-gluco
sidasa, su permeasa y la transacetilasa en presencia del in
ductor, el isopropiltiogalactésido (IPTG), sin embargo, es-
tos ejemplos son raros en células eucariontes. Resulta pues,

muy interesante dilucidar si el sistema de induccidn de a-a
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milasa y proteasa responden a la adicién de AG3 de una mane

ra coordinada y por el mismo mecanismo o se trata de una -

coincidencia fortuita.

Los resultados obtendos, figuras 3.1, 3.2 y tabla 3.1,
muestran que la proteasa y la gamilasa se producen simultd
neamente por accidn del dcido giberélico, sin embargo, como
se puede observar en la tabla 3.1!l, cuando se agrega acti-
nomicina D a diferentes tiempos durante la induccidn, se in
hibe la sintesis de la proteasa a cualquier tiempo de adi-
cidén. Esto no concuerda conllo que sucede con la a-amilasa,
ya que cuando el inhibidor se agrega después de 12 & 13 ho-
ras de induccidn, la sintesis de la enzima amilolitica con-
tinda (Bernal, 1978 y Yomo y Varner, 1971). Este dato, =~
mis el hecho de que si las capas de aleurona inducidas con
AG3 durante 15 horas son lavadas para eliminar el AGS’ vuel -
ven a sintetizar a-amilasa cuando éste se adiciona nuevamen
te al medio de induccién, en condiciones tales que la sinte
sis de ARN estd inhibida, lo que indica que el ARN mensaje-
ro para la a-amilasa es estable y funcional por lo menos du

rante 48 horas de induccidn.

En este trabajo la actinomicina D inhibid la sintesis
de la proteasa tanto en las primeras 12 horas como después

de este periodo, lo que sugiere que en este caso el ARN men
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sajero es de vida media corta, lo que se puede interpretar
como que el control de la proteasa puede ser fundamentalmen
te a nivel de la transcripcién y de la regulacidn de la ve-

locidad de recambio de ARN mensajero especifico.

Otros resultados obtenidos que apoyan esta sugestidn,
se puede ver en la tabla 3.2, Se observa que al inhibir la
sintesis de proteinas con cicloheximida, no sélo no hay un
incremento en la actividad proteoliitics al agregar el inhi-
bidor, sino que los valores encontrados al final de la incy
bacién son adn menores a los medidos al tiempo de adicidn -
del inhibidor, 1o que indica que hay una degradacidn o inac
tivacién de la enzima, en cambio, en el caso de a-amilasa,
se observa que la actividad se conserva. Aunque no se in-
vestigé la causa de la pérdida de la actividad, si sugiere
también que a este nivel pueden operar otro tipo de-contro-

les, ya que la a-amilasa es una enzima muy estable.

Se puede concluir, que aln cuando la sintesis de estas
dos enzimas se lleva a cabo al mismo tiempo al inducir capas
de aleurona con AG3, es probable que la regulacién de las -
actividades enzimdticas sea diferente. Lla sintesis de la -
a-amilasa dependeria de un control discreto, es decir, pri-
mero se sintetiza el ARN mensajero y después se regula la
sintesis de la enzima, mientras que en el caso de la protea

sa, se requiere de la sintesis continua del ARN mensajero y
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de la enzima en relaqién con su inactivacidén y/o degrada-
cidn.

En la figura 3.3 se observa que el dcido abscisico =
inhibe la sintesis de la proteasa cuando es agregado a las
15 horas de incubacidn con AGB’ En este caso, no se presen
ta el periodo lag que se encuentra en la sintesis de a-ami-
ltasa, lo que nuevamente nos sugiere, que el mecanismo por -

el cual se regula la sintesis de ambas enzimas es diferente.

Por otro lado, es interesante hacer notar que en las -
capas de aleurona sin inducir, en las condiciones que se hi
cieron las determinaciones, aparece una actividad proteoli-
tica inicial, que durante las primeras b horas tiende a dis
minuir y que en ausencia del AG3 se conserva précticamente
constante hasta las 27 horas, figura 3.2, y otra que se in-

duce por la hormona, aparece desde las 9 horas de tratamiepn

to.

Ante la posibilidad de que se tratara de mds de una ac
tividad proteolitica, se determind el pH dptimo en los ex-
tractos de capas de aleurona de 0 horas y de 50 horas de in

duccidn.,

Los resultados se muestran en la figura 3.4 y se puede
apreciar que, efectivamente se trata de varias actividades
proteoliticas, una con pH éptimo de 4.8 que aparece en los

extractos de 50 horas de induccién, otra con un pH Sptimo -
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de 5.4 que s6lo aparece en los sistemas inducidos y que, a-
parentemente se secretan al medio de incubacidn, en el que
se identificd otra actividad enzimitica con un pH Gptimo i-

gual o menor a 3.6.

Esta Gltima enzima puede ser la misma gque estudiaron,
en capa de aleurona de trigo de la misma variedad, Varty y

cols. (1983).

La posibilidad de que se trade de mds de una enzima -
proteolitica, se ve reforzada por la estimulacidon que pro-
tectores de grupos sulfhidrilo, el 2-mercapto etanol y el
ditiotreftol, tabla 3.V}, tienen sobre la actividad proteo
lftica de cero horas, principalmente a pH de 3.5 en que se
incrementa la actividad 4.8 veces, y de 5.4 en que lo hace
5.5veces la actividad encontrada en ausencia de estys gru-

pos.

En el caso de las aleuronas de 22 horas de induccidn,
se observa una activacién menor, de aproximadamente dos ve-
ces, cuando la concentracidn de ME fué de 10mM. Esta acti-
vacidén puede deberse a la presencia de proteasa de cero ho-
ras, por lo que serdn necesarios mas trabajos de caracteri-

zacidén mids dirigidos, para poder esclarecer este hecho..

De los resultados se puede sugerir que se tienen por

lo menos dos proteasas, a) una constitutiva, no inducida,
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que en ausencia de dcido giberélico se mantiene constante

durante la incubacidn, y en presencia de la hormona tiende
a disminuir y b) una inducible por AG3, que comienza a apa-
recer al rededor de las 9 horas de induccién y que se sigue

sintetizando por lo menos hasta las 48 horas.
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5 CONCLUSIONES

Estudios de otros investigadores han sugerido que la in
duccidn de la a-amilasa y la proteasa por el dcido giberéli-
co en la capa de aleurona de cereales, se regula a través de
un mecanismo comin. Esta afirmacidén se basé en que la ciné-
tica de induccidn y la respuesta a diferentes concentraciones
de fitorregulador eran muy semejantes para ambas enzimas.
Ademds la inhibicion presentada por las dos enzimas a la adi
cién de dcido abscisico, inhibidores de la sintesis de ARN y
de proteinas junto con el AGB' era también muy semejante (Ja

cobsen y Varner, 1967 y Chrispeels y Varner, 1967).

Sin embargo, en el presente trabajo se encontraron datos
que sugieren que aunque la induccidn de ambas enzimas sea se
mejante el control de la cantidad y de la actividad de la

proteasa puede ser diferente al de la o-amilasa.

Los datos que sugieren esto son los siguientes:

1) La accidn inhibitoria de los inhibidores de la sin-
tesis de ARN y de proteinas se manifiesta en cualquier tiem=-
po de la induccidén con AG3' Mientras que varios trabajos han
mostrado que después de ltas 12 horas de induccidn con AG3 -
la sintesis de la a-amilasa ya no depende de la sintesis de
ARN, ya que, aparentemente, la sinteslis ARN mensajero de

la g-amilasa se lleva a cabo durante las primeras 12 horas
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de induccién con A63 solamente. Esto permite concluir que
si se considera que el ARN mensajero de a-amilasa es una mo-
-lécula muy estable, la correspondiente molécula para la pro-
teasa debe mostrar recambio mucho mis ripido. Esto se ve a-
poyado por el dato de que si la adicidén de ABA a cualquier -
tiempo muestra un efecto inhibitorio, alGn después de las 12
horas de induccién, sin un periodo lag, a diferencia del e-
fecto que se puede ver en la a-amilasa, en la cual sT se pre

senta este retraso (Ho y Varner, 1976 y Garcia-Maya, 1982).

2) Ademds, mientras que la g-amilasa es una enzima muy
estable en presencia de calcio, se puede sugerir que la pro
teasa inducida por AG3 es una molécula que gsté sujeta a de
gradacidn metabdlica rdpida. Este podria ser otro punto de
control de la actividad proteolitica, es decir, la regula-
cion de la actividad tambien podria ser a nivel del control
de la cantidad de enzima activa. Esta sugerencia se basa
en que tanto en la presencia de ABA como de los inhibidores
de la sintesis de proteinas y de ARN, la actividad proteoli-

N
tica va disminuyendo en funcidn del tiempo de incubacidn, =
incluso llega por debajo de la actividad presente al tiem=
po de adicién de los inhibidores. Este comportamiento con
trasta con el de la @-amilasa, cuya actividad se mantiene

constante después de la adicidn de los inhibidores.
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Por otro lado, los experimentos de la deteéminacién de
la actividad proteolitica en funcién del tiempo de induccidn,
la medicién de la actividad a diferentes pH y del efecto que
tienen los grupos sulfhidrilos, se puede decir que el Siste-
ma de la capa de aleurona posee cuando menos dos activida-
des proteoliticas diferentes, una que se induce por accién
del dcido giberélico y otra que est3 presente en las capas

de aleurona antes de ser inducidas con la hormona.

Las caracteristicas que se encontraron son las siguien-
tes: La actividad proteolitica presente en las capas de a-
leurona sin inducir presentarun.pH éptimo a 4.8,que casi no
se afecta por la adicidén de grupos reductores, mientras que
a pH de 3.5 y 5.4, la actividad proteolitica se ve fuerte-
mente afectada, ya que se estimula entre § y 6 veces. Por
lo que respecta a las aleuronas inducidas con 4cido giberé-
1ico, estas presentan un pH éptimo a 5.4 y son mucho menos

afectadas por los compuestos que activan sulfhidrilos.

Por dl1timo, que en las pozas de aminoidcidos se observa
una diferencia entre el tejido tratado con la hormona y el
no tratado con ella, después de las 6 horas de incubacién,
lo que coincide con el inicio del incremento de la activi-

dad proteolitica.



6 PERSPECTIVAS.

Para continuar con esta linea de investigacidn se sugige
re que es necesario purificar tanto la proteasa constitutiva
como la que se induce por la accidén del 3dcido giberélico, con
lo que podria determinarse cudndo aparece la enzima inducida,
utilizando anticuerpos contra dichas proteasas, lo que permi
tirfa hacer estudios mas finos de la regulacidn de la expre-
sion genética de la proteasa inducida por el acido giberéli-
co.

También se menciond que Varty y Cols. purificaron una -
actividad proteolitica de capas de aleurona de trigo con pH
Sptimo de 3.5, cuya actividad disminuye después de las 36 ho
ras de induccidn con &cido giberélico, lo que es diferente -
de lo encontrado para la actividad proteolitica de 5.4 medi-
da en este trabajo, cuya actividad sigue aumentando a las 48
horas de induccidn, lo que podria indicar que se tratara co-
mo sucede para ad-amilasa, de diferentes enzimas proteoliticas
que tuvieran una induccién diferencial en capa de aleurona -

de trigo por accidn del acido giberélico.
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