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RESUMEN. 

Se conoce que el ácido giberélico y el ácido abscísico -

regulan la síntesis de la a-ami lasa y la proteasa en la capa 

de aleurona de los cereales y se ha propuesto que el mecanis

mo por el cual se efectúa esta regulación es el mismo paraª!!'. 

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 síntesis de a-ami lasa y -

la proteasa, y los resultados obtenidos ser solo coincidencias, 

por lo que es conveniente determinar si los mecanismos de re

gulación de la síntesis de las dos enzimas son el mismo o son 

diferentes. 

Para comprobar que las actividades de la a-amilasa y la 

proteasa aparecen simultáneamente en variedad de trigo emple~ 

da, se siguió la cinética de inducción de ambas enzimas en -

función del tiempo de incubación. 

Para determinar si los mecanismos por los que.se regula 

la síntesis de las dos enzimas hidrolíticas son iguales ó no, 

se hicieron experimentos agregando inhibidores de la síntesis 

de proteínas y de ARN a diferentes tiempos durante la induc

ción con ácido giberél ico y se determinó la actividad proteól.1_ 

tica a un tiempo fijo, y adicionando ácido abscísico a las 15 

horas de incubación con ácido giberélido y determinando la ac 

tividad proteolítica a diferentes tiempos después de la adi" 

ción del ácido abscísico. 
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Los resultados sugieren que son diferentes los mecanis

mos por los cuales los ácidos giberélico y abscísico regulan 

la síntesis de las dos enzimas ya que se encontraron diferen 

cías en cuanto a los efectos del ./cido abscísico y de la -

actinomicina O. En el primer caso no se presenta el período 

lag que se ha reportado para la a-amilasa y en el segundo, se 

determinó que se requiere de la síntesis de ARN durante todo 

el período de la incubación, que difiere con lo descrito pa

ra la ami lasa, cuya síntesis se vuelve insensible a este ti

po de inhibidores después de las 12 horas de incubación con 

ácido giberél ico. 

Por otro lado, se determinó el pH óptimo para la acti

vidad proteolítica de capas de aleurona recien aisladas e -

inducidas con ácido giberél ico durante 50 horas, encóntrando 

diferencias en los pH óptimos, lo que indica que se trata de 

más de una actividad proteolítica, una constitutiva presente 

en las capas de aleurona sin inducir y otra que aparece por 

acción del ácido giberél ico, lo que se refuerza con lo encon 

trado al utilizar activádores de grupos sulfhidrílo. 
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INTRODUCCION Y ANTECEDENTES 

Cuando una semilla viable se coloca en condiciones de 

humedad y temperatura adecuadas, experimenta fenómenos ta

les como la captación de agua, incremento en la respiración, 

en la síntesis de macromoléculas como proteínas, ARN, ADN, 

etc., aumentando también otras actividades metabólicas. Co 

mo resultado de todo ésto, una nueva planta comienza a des

arrollarse. 

Una vez iniciado este proceso, la nueva plántula meta

bol izará las reservas de que dispone, hasta que sea capaz -

de sintetizar por el la misma, todo lo necesario para su cr.!:_ 

cimiento, esto es, que se convierta en un organismo autótr~ 

fo. 

En los cereales, como se mostrará más adelante, las -

reservas se encuentran local izadas en el endospermo almido

noso y en la capa de aleurona, misma que jugará un papel -

preponderante darantc Ja ·gérmt.ñáción y el crecimiento tem

prano, ya que en el la se sintetizan las enzimas hidro! íti

cas que están involucradas en la movilización de las reser-

vas. 

El ácido giberél ico (AG
3

) tiene una función muy impor

tante en la movilización de las substancias almacenadas, ya 

que de alguna forma participa en la síntesis de novo de al

gunas enzimas hidro! íticas como la ~-ami lasa y la proteasa 
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en la capa de aleurona y en Ja secreción de estas enzimas 

al endospermo almidonoso; en tanto que en otros casos, co

mo el de la S-1,3-glucosidasa, aparentemente solo está in-

volucrado en Ja secreción. Además el ácido giberélico tam~ 

bién juega un papel en la activación de enzimas almacenadas 

en el endospermo. 

1. 1 Eét~uetu~a de la éemilla de t~igo 

Las semi! las de las angiospermas están constituídas -

por un embrión y un tejido de reserva, rodeados por una e!!_ 

voltura, Ja testa. En algunas semillas el endospermo pue-

de servir como órgano de reserva en el que se acumulan las 

substancias que servirán al embrión para su germinación y 

primeras etapas de crecimiento, mientras que en otras, las 

reservas se localizan en los cotiledones; en éstas últi-

mas, el endospermo degenera parcial o totalmente, quedando 

como tejido rudimentario. En la figura 1.1 se esquematizan 

la estructura y localización de estos componentes en la se

milla de trigo. 

El embrión de trigo está constituído por la radícula, 

la plúmula o epicotilo, el único cotiledón o escutelo y el 

hipocotilo que conecta Ja radícula con la plúmula. Además 

de estos tejidos existen otros, cuya función es proteger a 
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-Pelos epidermlcos 

Escu1elo 

F 1 GURA 1. 1 ESTRUCTURA DE LA SEM 1 LLA DE TR 1 GO. 

Izquierda 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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la plúmula y a la radícula durante la emergencia: el coleo.e. 

t i 1 o y 1 a ca 1 eo r r iza • 

El endospermo de trigo está constituido por el endos-

permo almidonoso y Ja capa de aleurona. El primero está -

formado por células muertas, llenas de gránulos de almidón. 

La aleurona, que puede tener una o varias capas de células, 

que se caracterizan por est~r vivas aunque no tienen capacl 

dad para replicarse, desempeñan una función muy importante 

durante la germinación y en el desarrollo de la plántula, 

ya que en el la se sintetizan varias enzimas hidrolíticas 

que degradan las substancias de reserva de la semilla(Chri~ 

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 inmedi!!_ 

tamente sobre la capa de aleurona y, en el trigo, se encue~ 

tra el pericarpio o cubierta del fruto, envolviendo a la -

testa, ya que en el caso de este cereal, no existe la pul

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

Las semillas pueden dividirse en dos grandes grupos en 

base al tipo de substancias de reserva que contienen. El 

primero y más abundante, está formado por las semi 1 las de 
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alto contenido de lípidos y el segundo está integrado por 

aquéllas semillas cuyo principal material de reserva lo -

constituyen los carbohidratos. 

La composición cualitativa de las semillas está dete.!:_ 

minada genéticamente, pero las cantidades relativas pueden 

modificarse por factores ambientales como el clima, la nu

trición mineral, etc. 

En la tabla 1.1 se muestra la composición química de 

algunas semillas. En ella se observa que el trigo perten~ 

ce a las semillas cuya principal reserva la constituyen los 

carbohidratos, ya que del 60 al 75% de su peso seco está -

formado por almidón, mientras que de proteínas tiene 13:3% 

y de lípidos una cantidad mucho menor. 

1. 2. 1 Su.boto.1tel0.6 de. ILCHILVO. 

1.2.1.1 Co.1tbohld1to.too 

Las reservas de carbohidratos están formadas principal 

mente por almidón y menos frecuentemente, por otros polisa

cáridos: hemicelulosa y galactomanas. Algunos azúcares se 

encuentran también como reservas menores en varias semi 11as. 

Estas reservas se encuentran local izadas principalmente en 

el endospermo almidonoso de los cereales. 



1'AllLA 1. T COMPOSIC10N QU!MTCA DE LAS SEMTLLAS. 

Porccntaj(! en la semilla seca 

Carbohiclrat.os 

Almidón Azúcares Proteínas Grasas 

Zca may.;J 50-70 1-4 10.0 5.0 
'P i.1Um -1aLi.vum 30-40 4-6 20.0 2.0 
A"ac:ltü hypuyea 8-21 4-12 20-30 40-50 
11 e.U.an.Uiu 1 amwu 1 25 45-40 
Ric..rnu.J cummuni.J o 18 64 
.<lceA. -mcd1a11.inum 42 20 2¡,5 

/,i.LÜciUn 60-75 13. 3 2.0 
F ayvpy,11.um e-1ctd.crt.tum 72,0 10.0 2.0 
Chenvpvdi..wn (luinoa 48.o 19.0 5.0 
Ae.1c:.uÁ.J.1A hi.ppuca.1.tanum 68. o 7,0 5,0 
Ca.ifonea ve.Jea 42.0 4,0 3,0 

QueJ?.cu,, pe(Úutcu)a.ta 47,0 3. o J.O 
Linum u-1i.AaliA-1i.m1un 23.0 23.0 34.0 
8:1.a,,i-Ji.ca 11.apa 25.0 20.0 34.0 
'PapavM ... ,vmn.if_e1wm 19.0 20.0 41. o 
Cannabi.4 .Ja.Uva 21. o 18. o 33, o 
Amyf¡da .luA cammuni....J 8.o 24,0 53,0 
ili.etvtl.te-1 mol.uccana 5.0 21. o 62.0 

Mny(:I', A.M. y Poljakoff\ M.A. Thc Germínation of Secds 1982 Pcrgamon press. p. 12. 
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El polisacárido más abundante en las semillas de los 

cereales es el almidón. Está constituido por dos políme 

ros de 0-(+)-glucosa, uno 1 ineal, la ami losa, formado por 

unidades de glucosa con uniones a-1,4. El otro poi ímero -

es la amilopectina, que además 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 propo~ 

cienes de estos polímeros varía mucho entre las semi 1 las de 

las diferentes especies y aún dentro de las variedades de 

una misma especie. 

El almidón se local iza en cuerpos subcelulares 1 lama

dos gránulos de almidón o amiloplastos que pueden ser esfé 

rícos, angulares o elípticos. 

Los di y oligosacáridos son comunmente reservas me

nores en muchas semillas, en el caso de los cereales, se 

local izan principalmente en el embrión. En trigo, cerca -

del 20% del peso seco del embrión desgrasado lo constitu

yen la sacarosa (58.5%) y la rafinosa, que es un trisacárJ. 

do compuesto por galactosa-glucosa-fructosa (41.5%) (Bewley 

y Black, 1978). 

1.2.1.2 U.p.i.doé 

Los 1 ípidos son un grupo de substancias heterogéneo 
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cuya característica común es su solubilidad en disolventes 

orgánicos no polares. Entre el los se pueden mencionar los 

glicéridos, los esteroles, los fosfolípidos, los gl icolípi_ 

dos y las ceras. 

En las semillas, la mayor parte de las reservas de li, 

pidas las constituyen las grasas neutras, en forma de tri

gl icéridos de ácidos grasos monocarboxíl icos de cadena lar 

ga, la mayoría de los cuales son insaturados. 

Los 1 ípidos se local izan en organelos llamados esfer~ 

somas, que pueden contener las enzimas para la biosíntesis 

y degradación de los ácidos grasos (Mayer y Marbach, 1981 

y Bewley y Black, 1979). 

1.2.1.3 P11.a.teúia~ 

Las proteínas de reserva se encuentran localizadas en 

organelos subcelulares esféricos u ovalados llamados cuer

pos protéicos, que además de las proteínas contienen otras 

substancias como iones inorgánicos, principalmente fosfa

tos, calcio, magnesio y potasio, en forma de fitina. Los 

cuerpos protéicos están limitados por una membrana simple 

y se encuentran en tejidos de almacenamiento haploide, di

ploide, triploide y en el eje embrionario de las monocoti-

ledóneas. La mayoría de las dicotiledóneas no tienen un 
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tejido de reserva especial y los cuerpos protéicos se loe~ 

!izan en los cotiledones (Ashton, 1976). 

En los cereales, del 40 al 60% de las proteínas tota

les de la semilla la constituyen las prolaminas y del 20 -

al 40%, las glutel inas. Estos dos tipos de proteínas se 

consideran la principal reserva de la semilla, el resto -

son albúminas, muchas de las cuales tienen actividad enzi

mática y las globulinas. En la tabla 1.11 se da la compo

sición de aminoácidos de algunas proteínas de semillas. 

Las glutelinas constituyen la fracción de proteínas 

más heterogéneas dentro de las proteínas de reserva, la -

gl iadina del trigo, por ejemplo, puede separarse en cuatro 

fracciones: a, a, y y w y por electroforesis en geles de -

pol iacri lamida y por isoelectroenfoque pueden encontrarse 

has ta 46 componen tes (Wa 11, 1979). 

1. 2. 1. 4 f,U;.lna 

La f i ti na t que es una mezcla de sales del ácido hexa-

fosfoinosítico (ácido f í ti ca), es 1 a principal forma en que 

se almacenan mac roe 1 ementos, como se mencionó anteriormente. 

Se local izan en el endospermo en los globoides de la capa 

de a)eurona. Se ha publicado que 1 a actividad de 1 a fita-

sa se incrementa en la semilla de los cereales durante los 

primeros días de germinación (Peers, 1953) y que si se el i 



TABLA l. 11 COHPOSICION DE ALGUNAS PROTEINAS {g aa/100 g PROTEINA) 

N ITROGENO TOTAL GLIADINA ZEINA GLOBUL 1 NA 
TRIGO HAIZ CEBADA 

N ITROGENO TOTAL 17. 7 16.2 

GLICINA 1.0 o.o 4.2 

ALANINA 2.0 11. 5 6.5 

SERINA 11. 8 7 .8 4 ,3 

TREON lt!A 2.1 3. o 5. 9 

VALI NA 2.6 3. o 9.5 

LEUC 1 NA 6. 7 24.o 11.0 

1SOLEUC1 NA {S. 1) 7. 4 3 ;2 

HETIONINA 1. 6 2 .3 3. 2 

CISTEINA ó C 1ST1 NA 2. 5 1.0 9.4 

PROL 1 NA 13 .2 10.5 13.3 

FEN 1LALAN1 NA 6. 3 6. 5 4. 7 

TRI PTOFANO o.o o.o 3.8 

TIROSINA 3. 3 5.3 8. 5 

HISTIOINA 2.3 1. 7 1. 7 

ARGININA 2. 7 1. 8 2. 7 

LISINA 1. 2 o.o 2.1 

AC 1 DO ASPART 1 CO 3.6 5. 7 8.8 

ACIDO GLUTAHICO 4. 7 27 .o 17.8 ;;', 

AHON IACO 6.2 3.0 2.5 

BROUHULT( S. Y s1llDE~GENf E. {19Á4) En The Protelns. Chemlcal blologlcal Actlvlty and Hethods. Neurath, 
H. Y BAI EY, K. eds Vo. 11-A cademlc Press. lnc. N. y. pp. 511. 
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mina el embrión, este aumento de la actividad se pierde -

(Eastwood y Laidman, 1971). 

l .3 Ge~minaci6n 

Se puede definir la germinación de las semillas de 

las plantas superiores, como el conjunto de eventos cons~ 

cutivos que 1 levan a una semilla quiescente, con un conte

nido de agua bajo, a un incremento en su actividad metabó-

1 ica general y a la iniciación de la formación de una nue

va planta a partir del embrión (Mayer y Poljakoff-Mayber, 

1982). 

Al final de este proceso se consumirán las substancias 

que se almacenaron durante la embriogénesis de la semilla y 

que se describieron en la sección anterior. 

Estas substancias de reserva se encuentran principal

mente en el endospermo y en los cotiledones y servirán pa

ra sustentar el crecimiento de la nueva plántula hasta que 

ésta sea capaz de próducir los compuestos que formarán pa~ 

te de las macromoléculas estructurales y activas, así como 

la energía necesaria para su actividad metabólica. 

Los procesos que se llevan a cabo durante la germina

ción 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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aquí se mencionará en forma resumida. e1 comportamiento -

que muestra el endospermo almidonase y la capa de aleuro

na de los cereales, principalmente durante la movilización 

de las reservas. 

En los cereales la substancia de reserva más abundan

te es el almidón, como se mencionó anteriormente, y es hi

dro! izado principalmente por las <X- y a-ami lasas. La <X-a

mi lasa hidro! iza los enlaces <X-1,4 de ta ami losa y la ami~ 

lopectlna en cualquier punto de la cadena, mientras que la 

a-amitasa 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 hidrotiza la mal

tosa en dos moléculas de glucosa. Además existe la enzima 

desramificante, que rompe los enlaces <X-1,6 de las ramifi

caciones, que no pueden ser atacadas por tas otras enzimas. 

La a-ami lasa se sintetiza durante la embriogénesis de 

la semilla seca, en forma inactiva, unida a glutelinas por 

puentes dlsulfuro. Se ha propuesto que para su activación 

serequiere de una hidrólisis parcial o bien de una reduc

ción con _substancias que disocian grupos sulfhidrilos (Ha~ 

die, 1975 y Tronler y Ory, 1970). Esta activación se rea

l iza durante el proceso de germinación por acción del áci-
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do giberél ico, probablemente debido a la síntesis de prote~ 

sas (Roswell y Goad, 1964), En cuanto a la a-amilasa, se 

sabe que esta enzima se sintetiza de novo en la capa de a

leurona, bajo el control del AG
3 

(Varner, 1964 y Filner y 

Varner, 1967). Esto se tratará con mayor detalle más adeº 

lante. 

Además de estas enzimas existen otras como la S-1,3-

glusosidasa que degrada la hemicelulosa de la pared celu

lar que requiere de AG
3 

para ser 1 iberada de la capa de a

leurona, aunque su síntesis sea independiente de la horma-

na (Tomos y Laidman, 1979'y Mayer y Poljakoff-Mayber, 1982). 

Por otro lado, en las capas de aleurona de cebada, se ha -

descrito que la arabinofuranosidasa, la endo-S-1,4-xilana

sa y la xilanopiranosidasa aumentan su actividad total y -

se 1 iberan al medio de incubación como respuesta al AG
3 

(Taiz y Honigman, 1976). 

1. 3. 2 

Los trigl icéridos de los esferosomas de las semillas 

cuya principal reserva son los lípidos, se hidrol izan por 

la acción de las lipasas produciendo ácidos grasos y glic.!:_ 

rol. Los ácidos grasos se incorporan a las membranas como 

fosfolípidos o producirán acetil-coenzima A en la beta oxi 

dación de estos compuestos. Por el ciclo del gl ioxi lato 
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la acetll-coenzima A se convertirá en succinato, el cual -

se transferirá a la mitocondria, en donde, por el ciclo de 

Krebs, se transforma en oxaloacetato, el cual puede deriva.!:_ 

se hacia la gluconeogénesis produciendo carbohidratos, o -

bien, compuestos oxidables para la cadena respiratoria (H!!_ 

yer y Poljakoff-Hayber, 1982). 

Durante la germinación de las semillas de trigo se van 

consumiendo las reservas de trigl !céridos. Esta degradación 

depende del embrión, ya que si éste se elimina, se produce 

una disminución rápida de los trigl !céridos de la capa de 

aleurona durante las primeras zl¡ horas de imbibición (apr~ 

ximadamente el 20%), después de las cuales no se observa -

mayor degradación. Por otro lado, si se elimina el endos

permo almidonoso, no se produce la hidrólisis de los tri-

gl !céridos de la capa de aleurona, lo que sugiere que se 

requiere de algún compuesto proveniente del endospermo al

midonoso para que se lleve a cabo la hidrólisis. Por es-

tos hechos, en 1972 Tavener y Laidman propusieron que hay 

dos pozas de triglicéridos en la capa de aleurona, una que 

- para ser degradada requiere de algún factor emanado del em 

brlón y otra que depende de algún compuesto proveniente del 

endospermo almidonoso. Utilizando citocininas como la ben 

ciladenina o la cinetina, se observó que estos compuestos 

pueden sust i tuír al factor del endospermo y en el caso de 

la substancia proveniente del embrión se paede sustituir 
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por algunos compuestos nitrogenados como la glutamina o la 

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

AG
3 

(Eastwood, Travener y Laidman, 1969). 

1. 3. 3 Movilizaci6n de p~otelna6 

En las semillas de los cereales las proteínas de rese.!:_ 

va se encuentran local izadas tanto en la capa de aleurona 

como en el endospermo almidonoso. Para su movilización -

requieren ser hidrol izadas 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

lá y Kolehmainen, 1972). 

Los términos que se han utilizado en la literatura -

para denominar a las enzimas proteo] íticas, .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 

sinónimos. Barret en 1980 hace incapié en este problema 

señalando que el término proteasa se usa para describir t~ 

das las enzimas que hidro! izan proteínas, propone que a las 

endopeptidasas se les denomine proteinasas y que a las exo 

peptidasas, se les denomine peptidasas. 

En general, las enzimas proteolíticas se clasifican -



en dos grandes grupos, dependiendo del sitio en que cor

tan a las proteínas: A) las endopeptidasas, que rompen -

en sitios internos y B) las exopeptidasas, que lo hacen -

desde los extremos de la cadena poi ipeptídica y que pueden 

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

En base a las características y requerimientos del me 

canismo catalJtico, se puede dividir a las enzimas prote~ 

líticas en 4 grandes grupos, que son: 

a) Proteasas con serina: son las que contienen se

rina en el sitio activo como tripsina, quimotrip

sina y subtil isina, 

b) Proteasas tiol o sulfhidrilo: aquéllas que re

quieren un grupo SH 1 ibre en su sitio catalítico 

como papaína, bromelina, ficina y catepsina, 

e) Metaloproteasas: requieren iones metál leos como 

cofactores y son inhibidas por quelatos, por e

jemplo termal isina y proteasas neutras, y 

d) Proteasas ácidas, las que son activas a pH ácido, 

como pepsina y catepsina B. 

1.3 .3 .1 Endopept.ldaMó 

La mayoría de las proteinasas encontradas en plantas 
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parecen ser del grupo de las sulfhidrilo proteinasas, aun

que en 1 os ú 1 t i mo s años se ha n des c r i to a 1 g un a s en z 1 mas de 

plantas que no involucran grupos SH para su actividad cat~ 

1 ítica y que se clasifican dentro de dos grandes grupos: 

aquéllas que tienen un pH óptimo entre 3 y 4 y otras que 

se parecen a las serino proteinasas, con un pH óptimo de 

8 ó 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 Ca!Llcaceae, B!Lomellaceae, Moilaceae, G!Lamlnae, Le

gumlnoaae y Vlllenlaeeae. Todas estas enzimas altamente -

purificadas presentan un pH óptimo entre 5 y 7 y casi todas 

tienen un peso molecular entre 25,000 y 30,000 daltones. 

Algunos ejemplos son los siguientes: 

La papaína obtenida del litex y del fruto de Caillea 

papaya, tiene un peso molecular de 23,000 y su pH óptimo -

es de 5.5 a 7.0 (Glazer y Smith, 1971) y se ha utilizado -

como principal modelo para estudiar el mecanismo de acción 

de estas proteinasas (Drenth y cols. 1971 y Schechter y 

Berger, 1962). En la familia Mo1taceae está el género F.l

eua; en el látex de algunas especies se encuentra una con

siderable actividad proteol ítica (Fleua glab!Lata y F. eaill 

ea), A la principal enzima del litex se le llama ficina, 

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

Oe algunos géneros de la familia G~amine.ae se han obtenido 

enzimas altamente purificadas, como una enzima que se ais

ló 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 Hg 2+, iodciacetato (IA) y fluoruro de feni lmeti..!_ 

sulfonilo pero no con p-cloromercuribenzoato (pCMB), se le 

determinó un pH óptimo de 6.6 utilizando hemoglobina desna 

tura! izada como sustrato (Drivdahl y Thlmann, 1977 y 1978). 

En semillas de cebada en germinación se han encontrado 

endopeptidasas, 3 de las cuales son sulfhidriloproteina-

sas y la otra, que es una proteinasa activada por metales 

con pH óptimo de 5.5 y 8.5. De las sulfhidrilo proteinasas 

la principal tiene un peso molecular de 17,000 y un pH óp¡ 

timo entre 3,8 y 6.0, se inhibe con pCMB y con EOTA (Ryan 

y Walker-Simmons, 1981). Durante la germinación la activ.!_ 

dad proteolítica sufre un Incremento notable. Jacobsen y 

Varner en 1967 demostraron que la síntesis de proteasa en 

la capa de aleurona de cebada es producida por la acción -

del AG
3 

y que esta síntesis es de. nova (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 señalan que la enzima proteolítica inducida por el AG
3 

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

Otra enzima que se ha purificado es de endospermo de 

maíz en germinación, tiene un peso molecular de 21 ,000, su 

punto isoeléctrico es igual o menor a 2.3, su pH óptimo es 

de 3.0, utilizando hemoglobina como sustrato; se activa con 

ME, ditiotreitol (DTT) y glutatión reducido (GS); se inhi

be fuertemente con pCMB, IA, pero no se inhibe con di iso

propil fluorofosfato (DIFP) ni pepstatina (Abe y cols., -

1977). 

Ragster y Chrispeels describieron una enzima de hoja -

de soya que digiere hemoglobina a un pH óptimo 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,DOO, un punto isoeléctrl 

co de 3.75 y un pH óptimo, utilizando vicilina como sustr~ 

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-clorometil-cetona (TPCK), in

hibidor de tripsina y EDTA (Baumgartner y Chrispeels, 1977l. 

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 to suficiente. Recientemente se han estudia

do algunas proteinasas que pueden ser de este tipo, tie

nen un pH óptimo mayor de 8 y no se ven afectadas por r~ 

activos que bloquean o activan grupos sulfhidritos, alg~ 

nas se inhiben con OIFP y PMSF, que actúan sobre la serina 

del sitio activo, y otras se inhiben con TLCK y TPCK, que 

reaccionan con las histidinas del sitio catalítico (Oriv

dahl y Thimann, 1978, Du Toit, 1976, Takeda y Tominga, -

1977, Shanon yWallace, 1979). 

Las proteinasas ácidas tienen un sitio catalítico con 

3 residuos de aminoácidos activos; dos de ellos son ácidos 

aspárticos, que comparten un protón común y et otro es ti

rosina (James y cots., 1977), En animales y en hongos, e!_ 

tas proteinasas presentan un pH óptimo de 2 a 3 y rompen la 

cadena pol ipeptídica con cierta especificidad entre dos re

siduos de aminoácidos con cadenas laterales largas e hidro

fóbicas. Como en el caso de las proteinasas con serina, e~ 

tas enzimas no se han caracterizado bien en plantas al gra

do de que, sin lugar a dudas caigan dentro de esta catego

rTa, aunque recientemente se han encontrado algunas enzimas 

que parP.cen ser del tipo ácido, como la reportada en 1978 

por Salmia y cols., que es una de las pocas nnzimas de pla~ 

tas que se inhiben fuertemente por pestatina (Ryan y Walker

Simmons, 1981). 
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1.3 ,3 .2 

Las carboxipeptidasas se encuentran en muchas, posi-

' blemente en todas las plantas y quizá en la mayoría de -

los tejidos vegetales. Las carboxipeptidasas de plantas 

hidro! izan la mayoría de los aminoácidos terminales de -

proteínas y polipéptidos, aunque en general, lo hacen a -

velocidades bajas cuando el aminoácido terminal es gl ici-

naoprolina. 

Todas las carboxipeptidasas de plantas que se han es-

tudiado en detalle son inhibidas por DIFP, no son metaloe~ 

zimas y mecanísticamente parecen ser similares a la catep-

slna A (Doi, 1974). 

En la tabla 1. 111 se resumen algunas características 

de enzimas proteolíticas encontradas en plantas. 

1.3.4 Co1tt~ol ho~mo1tal de la movlllzael61t de ~eae~uaa 
e.1t ee~ealea 

En la movi 1 ización de las reservas local izadas prin-

cipalmente en el endospermo de los cereales, están involu-

eradas varias hormonas, entre el las el ácido giberél ico y 

el ácido abscísico (ABA). Estas dos hormonas desempeñan 

una función muy importante, controlando la degradación de 

las substancias almacenadas, ya que regulan la producción 



TABLA 1.111 CARACTER 1 ST ICAS DE ALGUNAS PRDTEINASAS ENCONTRADAS EN PLANTAS. 

Enzima Tipo Peso pH Actlvador lnhlbidor Fuente Referencia 
Holee.!:!_ Optimo 

----------- ----------_! ~ r _ -----------------------------------------------------------------------------------------
Papaína SH 23. 000 5,5a7.o Reducto res Bloqueadoíes Fruto y latex Glazer y Smith (1971) 

grupos SH grUpos SH de papaya 

Fiel na SH 25,000 6.0 a 7,0 Reductores Bloqueadores Latex (F. ta- Janes y G 1 azer (1970) 
grupos SH grupos SH b!Utta) 

Pro te i nasa SH 76, 000 6.6 HE Hg;+IA, 
~~~~ i :na~:~:~ Orivdahl y Thimann 

PHSF ( 1977 y 1978) 

Pro te inasa SH 17' 000 3.8 y 6.o pCHB, EDTA Cebada (gerrn) Ryan y Wa 1 ker S lnmons 
( 1981) 

Proteinasa Metal o 5,5 y 8.5 Meta 1 es Cebada (ger~) Ryan y Walker Simmons 
( 1981) 

Proteasa NO 43. 700 3 ,5 NO NO A 1 eu rana de Varty y cols. ( 1982) 
trigo 

Protein;i.sa SH 21, 000 3 .o HE, DTT, GS pCHB, 1 A Maiz en ge!_ Abe y co 1 s. ( 1977) 
minaclon 

Proteinasa SH ''·º ,_.- ,-HE CHB, NEH Hoja de soya Ragster y Chrispee\s 

/ (1981 a y b) 

Pro te inasa SH 23' 000 5.1 HE CMB, NEH Cot 11 edones de Boú1J1gartner y Chris--
frijol mungo pee Is (1977) 

Abreviaturas: pCMB,p-cloro-mercuri-benzoato; OTT, dltlotreltol ¡ EDTA, ácido etllén-dlamlno-tetraacétlcO¡ PMSF. f\uo 
ruro de fenil-metán-sulfonilo; GS, glutatlón reducido¡ lA, yodo acetamida; ME, mercapto etanol¡ NEM, N-etil-maleimi:
da; SH, sul fhldri lo, 
NO, no determinado. germ, semilla en germinación. 

..... 
o 
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de algunas enzimas hidrolíticas en la capa de aleurona de 

los cereales. 

Existen dos grupos de enzimas que se ven afectadas por 

la presencia del AG
3

, uno que requiere que la hormona esté 

presente para ser secretado de la capa de aleurona al en

dospermo almidonoso, y otro grupo, que además requiere del 

AG
3 

para ser sintetizado. Entre las enzimas que requieren 

del fitorreguiador para ser 1 iberadas, se pueden mencionar 

la $-1.3-giucosidasa {Bennet y Chrispeels, 1972¡ Pal iard, 

1969 y Taiz y Jones, 1970) y la fosfatasa ácida, 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 1 iberan 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 AG
3

. En cuanto a la tempo

ralidad, esta última 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 1 iberadas al medio están la a-!!. 

miiasa y la proteasa (Varner y Ram Chandra, 1964; Chrispeels 

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

La a-ami lasa está const ituída por dos grupos de iso-
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enzimas de igual peso molecular, pero con diferente pH i

soeléctrico, el grupo 1 entre 6.0 y 6.5 y el grupo 11 en

tre 4.5 y 4.8, que se unen en forma diferencial a los gr! 

nulos de almidón intactos. Las isoenzimas del grupo 1 se 

adsorben y digieren los gránulos de almidón, mientras que 

las del grupo 11 no, pero estas últimas sí son capaces de 

hidro! izar los ol igosacáridos producidos por las primeras 

(Sargent, 1969). 

1. 3. 4. 1 

De las enzimas involucradas en la movilización de ca~ 

bohidratos que se mencionaron con anterioridad, la a-ami I~ 

sa es la que más se ha estudiado. A continuación se descri 

ben algunas características de la síntesis de la enzima en 

capas de aleurona de cebada y trigo: 

Su síntesis está regulada por el AG
3 

y el ABA. En e 1 

caso del ácido giberél ico se sabe que se sintetiza en el em 

brión y que pasa a las células de la capa de aleurona en -

donde estimula la síntesis de la a-ami lasa entre otras en

zimas. Con respecto al ABA, del que no se conoce exactamen 

te el sitio de síntesis, se sabe que es capaz de inhibir la 

síntesis de la a-ami lasa cuando se adiciona a cualquier 

tiempo durante la incubación de aleuronas en presencia de 

AG
3 

(Chrispeels y Varner, 1966 y 1967). 
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A continuación se presentan algunas características · 

del sistema de las capas de aleurona aisladas que lo hace" 

muy atractivo para el estudio de la regulación de los gene: 

involucrados en la producción de la a-ami lasa bajo el con-

trol del AG
3 

(que estimula) y el ABA (que le inhibe). Jo 

nes las enuncia como sigue: 

a) .üt v.lvo el disparador natural de la producción de 

la enzima son las giberelinas, 

b) esta respuesta es debida a sólo esta clase de hor-

monas, 

c) el tejido blanco esti compuesto por un sólo tipo -

de células, 

d) estas células no se dividen, 

e) las capas de aleurona pueden aislarse libres de o

tros tejidos y aún conservan su capacidad para re~ 

pender al AG 30 y 

f) la respuesta de las capas de aleurona aisladas es 

independiente de la adición de substatos (Janes, 

1973). 

La inducción de 1 a síntesis de a-ami 1 asa por AG
3 

pre

senta las siguientes características: 

Un período lag de aproximadamente 8 horas (Yerno y 

Varner, 1971 y Be mal, 1978), seguido de un período de sin 
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tesis da la enzima de cu~ndo menos 16 horas. La secre-

ción de la a-amilasa al endospermo almidonoso también de-

pende de la presencia de AG
3 

(Jacobsen y Knox,1974). Del 

total de enzimas que se sintetizan en la capa de aleurona, 

el 60% aproximadamente es a-ami lasa cuando al fitohormona 

está presente. (Ho y Varner, 1964). El aumento en la acti-

vidad de la hidrolasa es debido a síntesis de nava de la -

cadena polipeptídica ya que si se le agrega cicloheximida 

al sistema, se inhibe el incremento de la actividad (Chri~ 

peels y Varner, 1967). La demostración más contundente de 

este hecho la real izaron Fi lner y Varner en 1967, uti 1 iza!!. 
IB 

do H
2 

O en la incubación de las capas de aleurona de ceb~ 

da en presencia de la hormona, encontrando que la a-ami la-

sa migra a una zona de mayor densidad cuando se le somete 

a centrifugación en un gradiente de clururo de cesio. Es-

to además demostró que los aminoácidos uti 1 izados en la -

síntesis de la a-amilasa provenían de la degradación de las 

proteínas almacenadas, que al ser hidro! izadas incorporaron 
IB 

el O. Ha en 1978 descartó la posibilidad de que se tra-

tara de la activación de un precursor, utilizando aminoáci 
13 

dos e en presencia de broma to de potasio. 

Las primeras evidencias de que se requiere de la sín-

tesis de ARN mensajero para la producción de la enzima en 

capa de aleurona fueron indirectas, empleando inhibidores 
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de la transcripción (Chrispeels y Varner, 1967b¡ Hoy Var

ner, 1974 y Yomo y Varner, 1971). En varios estudios pos

teriores, se aisló ARN poi i A+ (Jacobsen y Zwar, 1974) y -

se tradujo ~lt v~t4o en los sistemas libres de células de -

gérmen de trigo y de reticulocito de conejo (Higgins y 

cols., 1976¡ Okita y col s., 1979¡ Ho, 1980 y Hozer, 1980). 

En estos estudios se obtenía un producto de la traducción 

de peso molecular mayor al de al a-ami lasa, que puede ser 

un precursor de la enzima ya que inmunopreclpita con anti

cuerpos contra n-amilasa. Boston y cols. Introdujeron 

ARN poli A+ aislado de capas de aleurona de trigo en ovo

citos de rana, produciendo una proteína de 41,500 de peso 

molecular que se Identificó como a-ami lasa por inmunopre

cipitación (Boston y cols. 1982) y Higgins y cols. encontra 

ron que cuando se agregan membranas de páncreas de perro al 

sis tema de traducción de gérmen de trigo, el pol ipéptido -

sintetizado es hidrolizado parcialmente (de 46,000 a 44,000) 

identificándolo como a-ami lasa por inmunocromatografía de 

afinidad. Se ha sugerido que el segmento extra de la a-a

mi lasa puede estar involucrado en la secreción de la enzi

ma como se verá más adelante. 

Por los experimentos de traducción ~lt v~t4o, se ha d~ 

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 traducción 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 traducción. 

La explicación de porqué en la capa de aleurona la síntesis 

de la ex-ami lasa representa del 40 al 60% del total de las 

proteínas sintetizadas en presencia de AG
3 

si el ARN men

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

requiere que se hagan más estudios para poder dilucidarlo. 

En los últimos años se han hecho estudios obteniendo 

el ADN complementario al ARN pal i A+. Entre e 1 los e 1 de -

Berna! y col s., en que encuentran que la secuencia de ARN 

mensajero de la ex-ami lasa hibridizable, se incrementa 40 -

veces en al euronas tratadas durante 16 horas con AG
3

. Ro

gers y Mi 11 iman y Muthurishnan y col s., clonaron el ADN 

complementario del ARN obtenido de capas de aleurona de -

cebada incubadas en presencia de AG
3

, en el sitio Pst l -

del plásmido pBR322 de E. c.oU. Por el análisis de los P!!, 

trones electroforéticos de los ARN obtenidos de las clonas, 

concluyeron que existen varios genes estructurales o grupos 

de genes que contienen la información para la ex-ami lasa -

(Berna! y cols., 1981; Rogers y Mil liman, 1983 y Muthurish 

nan y cols., 1983). 
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Por otro lado, Cal 1 is y Ho (1983) y Jacobsen y cols. 

(1982), reportaron que las isoenzimas de la ex-ami lasa, que 

como se mencionó, son dos grupos de lsoenzimas con diferen

tes puntos isoeléctricos, no aparecen simultáneamente, si

no que hay una población de isoenzimas de ex-ami lasa que se 

sintetizan primero, diferentes de las que lo hacen posterio~ 

mente, lo que sugiere que se tienen dos poblaciones de ARN 

mensajeros maduros en las capas de aleurona tratadas con ~ 

AG
3

. 

Recientemente, Hamabata y Berna] (manuscrito en prep~ 

ración), demostraron que el paso 1 imitante en la producción 

de la cx·amilasa inducida por ácido giberélico en capa de~ 

leurona de trigo es la traducción. 

En este momento se puede decir que hay cuando menos -

dos genes estructurales o grupos de genes diferentes, cuya 

expresión está regulada por el ácido giberél ice y que pue

de haber diferencias en los mecanismos por los que esta re 

gulaclón se 1 leva a cabo, 

En cuanto a la secreción de la ex-ami lasa de la capa de 

aleurona al endospermo almidonoso, se han propuesto dos me

canismos diferentes, uno en que la enzima es 1 iberada en 

forma soluble y otra en la que intervienen vesículas 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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creción en forma soluble, Janes (1972) y Chen y Janes, 

(1974), no pudieron encontrar partículas que contuvieran 

la enzima, mientras que Firn (1975), Col borne y col s., -

(1976), Gibson y Paleg (1972 y 1975). sí la encuentran aso 

ciada a membranas. 

Locy y Kende (1978) coofl rmaron que la n-amilasa, del 

40 al 70%, se encuentra asociada a membranas del retículo 

endoplásmico y demostraron que esta asociación no es debida 

al procedimiento de extracción. Janes y Jacobsen (1982), 

localizaron la enzima en el "lúmen" del retículo endoplás

mico, quedando todavía sin respuesta la pregunta de cómo -

la enzima 1 l~ga al exterior de las células de la capa de -

aleurona. 

Otra hormona involucrada en en la 1 iberación de la -

n-amilasa de las capas de aleurona al medio de incubación 

es el etileno. También en este caso se tienen resultados 

contradictorios, algunos autores sugieren que el eti lena 

aumenta la secreción de la enzima y otros afirman que se -

incrementan tanto la síntesis como la secreción de la n-a

mi 1 asa. 

Janes (1968), reporta una mayor secreción significa

tivamente mayor de la a-ami lasa en presencia de etileno. 

Hoy col s. (1977), no encuentran un incremento en la can

tidad de enzima sintetizada, pero sí la mayor secreción de 
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el la. En contraste, Jacobsen (1973) y Eastwel 1 y Spencer 

(1982 a y b), encuentran una mayor producción de la enzimc 

en capas de aleurona de cebada tratadas con ácido giberéll 

co, y una mayor secreción de la enzima, durante las prime

ras 24 horas de la inducción y proponen que la secreción 

aumenta debido al incremento de fa actividad de xilanasa, 

que degrada las paredes celulares de las células de la ca

pa de aleurona. 

Hoy col s. (1982), sugieren que la secreción no es lo 

que se afecta con el etileno sino la liberación de la a-a

milasa de las paredes celulares, que es Independiente del 

paso a través de las membranas, que serían la secreción, 

lo cual está de acuerdo con los resultados obtenidos por 

Eastwefl y Spencer. 

Por último, se ha sugerido que la razón por la que se 

encuentran productos de traducción de mayor peso molecular 

al esperado, en los experimentos de traducción in vlt~o. 

es que haya un precursor de a-ami lasa que contenga un 

"peptido señal", que al ser secretada la enzima sufra una 

hidrólisis, quedando la a-ami lasa con el peso molecular -

conocido (Boston y col s., 1982). 

1.3.4.2 MovlUzac..i.6n de pMte.lna-0 

Las proteínas de reserva del endospermo almidonoso 
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y de la capa de aleurona, para poder ser aprovechadas por 

el embrión en desarrollo y la capa de aleurona, necesitan 

ser hidro! izadas por enzimas proteo! íticas. 

Esta degradación de las proteínas de reserva es de su 

ma importancia, ya que, Ja única fuente de nitrógeno de que 

dispone la planta durante Ja germinación de la semilla y -

las primeras etapas del crecimiento, son los aminoácidos 

que provienen de las proteínas de reserva. Estos aminoá

cidos los emplea directamente en la síntesis de proteínas 

tanto del eje embrionario como de la capa de aleurona, o 

Jos transforma, produciendo todos Jos compuestos nitroge

nados que su metabolismo demanda, como son bases nitroge

nadas, fosfolípidos, coenzimas, etc. 

Se tiene conocimiento de que en las semillas de los 

cereales en germinación existen actividades proteo) íticas 

tanto en la capa de aleurona, en el endospermo almidonoso 

como en el escutelo (Mikola y Kolehmainen, 1972). La fun

ción de estas últimas podría ser terminar de hidro] izar -

los péptidos provenientes del endospermo y translocar Jos 

aminoácidos al embrión en desarrollo. 

Fi lner y Varner en 1967, demostraron que en el caso -

de las capas de aleurona de cebada, la síntesis de proteí

nas depende de los aminoácidos provenientes de las proteí

nas de reserva, lo que indica que debe existir cuando me-
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nos una proteasa, en la capa de aleurona, que sea la -

responsable de proporcionar los aminoácidos necesarios pa

ra la síntesis de otros poi ipépt idos. 

Uno de los pocos estudios de enzimas proteolíticas 

que se han hecho es el de Helville y Scandalios (1972), en 

el que describen 2 varia.ntes de una endopeptidasa de maíz. 

Utilizando técnicasde retrocruza de dos líneas de maíz 

que tienen enzimas con características diferentes, encon

traron que su expresión está regulada a nivel genético. 

Abe y cols. (1977), reportan una proteinasa que se lo 

cal iza en el endospermo de maíz de 5 días de germinación, 

la caracterizan en cuanto a su punto isoeléctrico (2.3 o -

menor), determinan su pH óptimo (3.0 cuando usan hemoglcb.!_ 

na como sustrato) y la clasifican como sulfh.idrilo protei

nasa por su respuesta a substancias que inhiben ó activan 

grupos SH, mientras que no es afectada por pepstatina. Su 

peso molecular es de 21,000. 

En el caso de cebada, podemos mencionar Ja enzima que 

se sintetiza en la capa de aleurona por acción del ácido -

giberél ico, descrita por Jacobsen y Varner en 1967. Estos 

autores desmuestran que la enzima es sintetizada de novo, 

que la actividod proteolítica se induce simultáneamente -

con la a-ami lasa, que si las capas de aleurona se incuban 

en concentraciones diferentes del AG
3

, la cantidad de am-
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bas enzimas guarda una cierta proporción 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 síntesis de proteínas o 

de la transcripción, o con ácido abscísico, además del á

cido giberél ico, no se detecta actividad ni de a-ami lasa -

ni de la proteasa (Jacobsen y Varner, 1967, Chrispeels y 

Varner, 1967). 

Estos datos experimentales 1 levaron a proponer que la 

síntesis de a-ami lasa y de proteasa en capa de aleurona de 

cebada, inducidas por ácido giberél ico, está regulada por 

un mecanismo común, pero no se tienen las evidencias exp~ 

rimentales de que la inducción de la proteasa sea exacta

mente igual a la de la a-ami lasa, ya que los estudios efe~ 

tuados solamente se hicieron agregando los inhibidores des 

de el inicio de la inducción, quedando todavía la pregunta 

de que pasa en el curso de la inducción de la proteasa, ya 

que puede darse el caso de que sean solo coincidenci~s los 

resultados obtenidos previamente. 

Un problema en el estudio de las enzimas proteol íti-

cas en plantas, es que generalmente las actividades son 

muy bajas, lo que dificulta mucho su medición y en conse

cuencia, se tiene muy poca información acerca de las pro

teasas involucradas en la movilización de las proteínas al 



macenadas en 1 as semillas menos aún de la forma en que 

está regulada su síntesis y actividad. 
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OBJETIVOS 

Se ha sugerido que el ácido giberél ico y el ácido abs

císlco controlan la producción de la a-ami lasa 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) Ambas enzimas son sintetizadas de novo por la ac

ción del ácido giberélico. 

2) La síntesis se 1 leva a cabo simultáneamente. 

3) La respuesta en ambos casos depende de la concentra

ción de la hormona. 

4) No se encuentra actividad de a-ami lasa ni de prote~ 

sa cuando se les agrega ABA al Inicio de la incuba

ción. 

5) Si se agregan lnhibidores de la síntesis de proteí

nas o de l\RN, tampoéo se detecta actividad de las 

dos enzimas. 

Sin embargo, estos datos pueden ser sólo coincidencias, 

ya que al desconocer el mecanismo de inducción de la protea

sa por AG
3 

en la capa de aleurona, no se puede asegurar que 

los sistemas que controlan la síntesis de la a-ami lasa 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 producción de ambas enzimas, ya sea que respondan 

a un mismo mecanismo regulado por la fitohormona o que dos 

mecanismos diferentes coincidan en el tiempo y la magnitud 

de la respuesta a la adición del AG
3 

a las capas de aleuro

na. 

De este modo se propuso el estud~o de este fenómeno pa

ra dilucidar si se trata de un mismo mecanismo que regula el 

incremento de las dos enzimas hidro! íticas como respuesta al 

AG 3 , o bien, si la fitohormona hace funcionar varios mecani~ 

mas simultáneamente. 

Se pueden citar ejemplos de ambas posibilidades: El o-

perón de lactosa de E. eoli, responde en forma coordinada a 

la adición del inductor, el isopropi 1 tiogalactósido, dando 

lugar a la síntesis de tres enzimas, mientras que la hidro

cortisona muestra efectos variados, desde el incremento de 

la gluconeogénesis hasta el bloqueo de la lipogénesis; efe~ 

tos que por su diversidad han propiciado que se mencione en 

la literatura que Ja hidrocortisona posea acciones "multi

vectoria1es11. 

Al igual que muchas investigaciones, ésta que se desea 

abordar, no tiene una respuesta simple y única, pero condu

cirá a futuro5'estudios que pretendan profundizar en la so

lución del problema. 
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rante todo el proceso de inducción por el ácido giberél ico -

ya que en el caso de cebada, que es el el que más se ha estu 

diado, la síntesis de la a-ami lasa se vuelve insensible a es 

te tipo de inhibidores después de las 12 horas. 

3) Determinar si se requiere de la síntesis de protei 

nas durante todo el período de induce ión. 

4) Estudiar el efecto que tiene el ABA sobre la indu~ 

ción de la proteasa. En el caso de la a-amilasa se sabe que 

el ABA inhibe la síntesis de la enzima a cualquier tiempo -

queJ se adicione a las capas de aleurona, con un periodo -

lag de aproximadamente 6 horas cuando se agrega a· las 15 ho 

ras de inducción. 

5) Determinar el o los pH óptimos para capas de aleu-

rona recién aisladas e incubadas en presencia de ácido gibe

rél ico, lo que sugerí rá si se trata de una o más 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 AG
3

, para tratar de ca

racterizar parcialmente la especificidad de la o las enzimas 

proteo! íticas. 

7) Medir las pozas de aminoácidos en capas de aleurona 

a diferentes tiempos de inducCción para verificar si los ni

veles de aminoácidos libres se modifican durante la inducción. 
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2 MATERIALES Y METODDS 

2. 1 /.!a.te.1¡.(at b.iot6g.ico 

Para el desarrollo del presente trabajo se uti 1 izaron 

semi 1 las de trigo (T1¡.i.t.icum ae~.t.ivum) de la variedad Potam 

5-70, cosechadas en 1978 y 1982, amablemente proporcionadas 

por PRONASE. 

Esta variedad está clasificada por el Instituto Naci~ 

nal de Investigaciones Agrícolas como trigo doble enano, -

blanco y blando. 

Dentro de lo posible, se trató que las semillas se -

obtuvieran 1 ibres de agentes químicos e insectos. Para -

real izar el trabajo presente se seleccionaron lotes de se

mi! las, eliminando aquéllas de color diferente, quebradas, 

muy pequeñas, sin embrión y en general, todas las que se 

sospechó pudieran estar Infestadas por hongos. 

El lote de semillas seleccionadas mostró una buena ge.!:. 

minación, del 95 al 100% a las 48 horas, cuando se les im

bibió en cajas de petri con una hoja de papel filtro, a -

25ºC y en la obscuridad. 

No se tomaron precauciones especia1es para su almace

namiento durante el periodo experimental. 
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Todos los reactivos utilizados en este trabajo fueron 

grado anal ítlco de las siguientes marcas: 

J. T. BAKER: Acetato de potasio, acetato de sodio, á-

cido acético glacial, ácido fosfórico, ácido tricloroacét.!_ 

co, alcohol etílico, alcohol isopropíl ico y yodo. 

MERCK: Acido clorhídrico, ácido succínico, almidón -

soluble, cloruro de sodio, cloruro de calcio dihidratado, 

hidróxido de potasio, hidróxido de sodio, sulfato cúprico 

pentahidratado, tartrato de sodio y potasio y yoduro de p~ 

tasio. 

SIGMA DE MEXICO: Reactivo de Folín-Ciocalteau. 

SIGMA: Acido abscísico grado IV, ácido giberélico gr!!_ 

do 111, actinomicina D, albúmina de suero de bovino Jracción 

V 1 ibre de ácidos grasos, aminoácidos, azul de Coomassie -

G-250, caseína libre de vitaminas, cicloheximida, cloramfe 

nicol, ditiotreitol, 2-mercaptoetanol. 

Para la desinfección de las medias semillas se utilizó 

una solución de hipoclorito de sodio al 0.3% de cloro acti 

va. Para esto se hizo una dilución 1:20 del blanqueador -

comercial Cloralex con 6% de cloro activo. 

Las soluciones utilizadas en las incubaciones de las 



capas de aleurona fueron esteri 1 izadas a través de membra-

nas Mil 1 ipore tipo HA de 0.4Sµm de poro. 

El material de vidrio y el agua bidesti lada se esteri 

1 izaron en autoclave a 120ºC y 1.1 Kg/cm 2 durante 20 minu

tos. 

2.3 1mblblcl6n de la6 medla6 6emllla6 

Las semillas de trigo seleccionadas se cortaron trans 

versalmente con un bisturí y las mitades sin embrión se ;• 

desinfectaron con la solución de hipoclorito de sodio al -

0.3% de cloro activo, aplicando vacío durante 15 minutos, 

para eliminar la contaminación por hongos y bacterias que 

pudieran 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 diámetro que contenían un disco de papel filtro 

Whatman 40 y 10m1 de agua bidestilada estéril. Las cajas 

pe tri con las medias semi 1 las se envolvieron en papel alu

minio y se dejaron a temperatura ambiente durante 24 horas. 

2.4 Alalamlento de laa capaa de aleu4ona 

Se eliminó cuidadosamente el endospermo al mi donoso de 

las medias semillas embebidas por 24 horas, con la ayuda de 
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dos espátulas. Las capas de aleurona con pericarpio y te~ 

ta, que se denominarán capas de aleurona, se transfirieron 

a una caja pe tri con agua estéri 1, colocada sobre un baño 

de hielo. Esto último se hizo debido a que para obtener el 

ambiente estéril se utilizó un mechero en una campana de ex 

tracción de gases, lo que incrementa mucho la temperatura. 

Cuando se tuvieron aisladas todas las capas de aleur~ 

na necesarias para el experimento, se enjuagaron varias v;:_ 

ces con agua bidestilada estéril y se transfirieron ama· 

traces erlenmeyer con tapón de rosca para efectuar los di

ferentes tratamientos. 

Todas las manipulaciones, desde la desinfección de las 

medias semi 1 las hasta el fin de las incubaciones, se hicie

ron en condiones estériles.y a temperatura ambiente. 

El procedimiento para el aislamiento de las c'apas de 

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

2. 5 111c.ubac..i.6 ri de .f.ctb c.apctb de a.f.eu.11.0 ria 

Por cada 10 capas de aleurona se uti 1 izaron 2ml de me 

dio de incubación y se colocaron en matraces erlenmeyer -

con tapón de rosca de 5Dml. Estos se incubaron en un baño 

a 25~0.5ºC, con agitación moderada. 

El medio de incubación contenía: succinato de sodio -
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Mf.lllAS SEMlLl.AS 
STN f.M!JRTON 

TRATAMIENTO CON llTPOCLORTTO 
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DE SODTO 0.3% 15 MTN. ENJUA 
GADAS CON AGUA ESTER TL 5 VECES. 

MEDIAS SEMILLAS 
DESJNFECTADAS 

TMBIBTCTON EN CAJAS PETRT A 
TEMPERATURA AMBIENTE DURANTE 
24 HORAS. 

MEDT1\S SEM 1 LLA:O 
f.MBEIJTDAS 

ELTMTNACTON DEL ENDOSPERMO 
ALMTDONOSO 

CAPAS DE ALEURONA 
AISLADAS 

ENJUAGAR VARIAS VECES CON 
AGUA UTDESTlLADA ESTERIL 

CAPAS DE ALEURONA 
L 1 STAS PARA LA 
TNCU!JACTON 

ODTENCTON DE LAS CAPAS DE ALEURONA. 
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5mM, pH 5.8, cloruro de calcio 20mM, sulfato de estreptomj_ 

cina SOµg/ml y cloramfenicol 50µg/ml. 

2.6 Induc.c..i611 de .ea a-am.ilaha y pito.tea.ha 

Para la inducción, las capas de aleurona se incubaron 

en el medio antes descrito, en presencia de ácido giberéli

co l0° 6 M, a 25ºC, y se obtuvieron muestras a diferentes 

tiempos de incubación, que se especificarán para cada exp~ 

rlmento, de las capas de aleurona y medio de inducción y -

se determinaron las actividades enzimáticas utilizando los 

métodos que se describirán más adelante. 

2.7. T1ta.ta.m.len.toh de lah c.apah de a.leu1tona. 

' 2. 7. 1 I nduc.c..i6n de la.h c.apM de a.leu1to ita. e.11 p1teh ene.ta. de 

c..ic.lohex.lm.lda 

Se incubaron 20 capas de aleurona con 4m1 de medio de 

-6 incubación en presencia de AG
3 

10 M, a 25ºC. A diferentes 

tiempos de la inducción, ti, se les agregó cicloheximida a 

una concentración final de Sµg/ml y las incubaciones se con 

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

actividad proteol ítica. 



2. 7. 2 

53 

1nducci6n de la-O capa-0 de aleukona en pke-Oencia de 
actlnomicúrn V 

Lotes de 20 capas de al eurona se incubaron con 4ml de 

medio de incubación en presencia de AG
3 

10- 6 M, a 25ºC; a " 

diferentes tiempos, ti, se les agregó actinomicina D (Act

o) a una concentración final de 20µg/ml y las incubaciones 

se prosiguieron hasta las 24 horas, tiempo en que se deter 

mi nó 1 a a c t i v id ad proteo 1 í t i ca. 

2.7,3 1nducci6n de la-O capa-O de aleukona en pke-Oencia de 
ácido ab-Ocl-Oico. 

Lotes de 20 capas de aleurona se incubaron con 4ml de 

-6 medio de incubación en presencia de AG
3 

10 M. Transcurri 

das 15 horas de la inducción se les agregó ácido abscísico 

(ABA) a una concentración final de 10-SM y se persiguió la 

Incubación durante diferentes tiempos. Se determinó la ªE. 

tividad proteolítica cada 2 horas a partir de la adición 

del ABA, hasta las 27 horas. 

2.8 Método-O analltico-O 

2 .8 .1 VetMmúiaci6n de la actividad de la a-amila-0a 

Para esta determinación se siguió el método de Briggs 
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modificado (Bernal, 1978), que consiste en medir la dismi

nución del complejo almidón-yodo debido a la degradación -

del almidón, en función de la actividad de la a-ami lasa y 

del tiempo de incubación. 

Reactivos: 

a) Acetato de calcio 6.SmM pH 6.0, 

b) sustrato: se suspendieron 0.125g de almidón solu-

ble en Sml de agua bidestilada; la suspensión se calentó a 

ebul 1 ición durante 1.Sminutos se enfrió a temperatura a~ 

biente, luego se le agregaron O.Sml de acetato de calcio -

0.65M pH6.0 y O.Sml de cloruro de sodio O.SM, y se aforó a 

50ml con agua bldestilada. La solución de almidón se pre-

paró el día del ensayo. 

c) Solución de yodo-yoduro de potasio. Se disolvieron 

40g de yoduro de potasio en agua bidesti lada, se ie agreg~ 

ron 2.54g de yodo resubl imada en el laboratorio y se afora 

ron a 100ml con agua bidestilada. El día del ensayo se hi 

za una dilución 1:200 con agua bidestilada. 

2.8.1.1 Ob.tenc.i6n del ex.t1ta.c..to pa.1ta. de.te1tmina.1t la. o.c..t.lv(

da.d de la. a-o.milo.-0a. 

Las capas de aleurona se homogeneizaron a 4ºC en un h~ 

mogeneizador tipo Potter con émbolo de teflón por 4 perío" 

de 20 segundos de mol ido 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 6.5mH pH 6.0. El -

homogenado se calentó a 70ºC durante 20 minutos para inac

tivar a la a-ami lasa y se centrifugó .a 4ºC a 17,000 g en un 

rotor Sorval 1 SS-34 durante 15 minutos. El sobrenadante se 

denominó extracto y se uti 1 izó para hacer la determinación 

de la ex-ami lasa. En la figura 2.2 se esquematiza el procedimiento. 

2.8. 1. 2 

A 1.5ml de sustrato se le agregaron 0.5ml del extrac

to a la dilución apropiada, se incubó a temperatura amble~ 

te y a diferentes tiempos (0,2,4,6,8 y 10minutos), se toma

ron alícuotas de 0.2ml, los cuales se transfirieron a tubos 

que contenían IOml de la solución 1 :200 de yodo-yoduro de 

potasio y se leyeron a 565nm. La solución de yodo al mismo 

tiempo que forma el complejo colorido con el almidón, deti.':_ 

ne la actividad enzimática. 

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 1 inearí

dad de la reacción, con respecto al tiempo, se mantiene. 

Se definió la unidad de ex-ami lasa como la cantidad de enzi

ma que cambia la absorbencia en O.OOlunidades de absorben

cia/minuto mg de proteína. 



CAPAS DE ALEURONA 
ATSLADA~ 
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TNCUBACION DURANTE DTfERENiES 
TTEMPOS EN MEDIO~ GA 1 10- M 
A 25ºC Y CON AGITACION 

MEDTO DE TNCUBACJON CAPAS DE ALEURONA 

llOMOGENADO DE ALEURONAS 
Y MEDIO DE TNCUBACION 

EXTRACTO PARA LA 
DETERMINACTON DE 
a-AMIL ASA 

llOMOGENTZACTON 
EN ACETATO DE 
CALCIO 6. 5mM 
pH 6.o, 4x20"a 4ºC 

CALENTAR A 70ºC 
DURANTE 20 MIN., 
CEN1'R TfUGAR A 
17,400 g, 15 MIN. 

FIGURA 2.2 Tncubaci611 de las capas de alcurona y pr·cparac1on 
de los extractos para la dctermi11aci6n de a-amilasa. 
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2.8.2 Vete~minaei6n de ta aetividad p~oteolltiea 

Para la determinación de la actividad proteolítica se 

Utilizó el método reportado por Feller y cols. (1978) modi_ 

ficado, que consiste en medir la degradación de una protei, 

na, en este caso la caseína, midiendo 1 os grupos amino l i

bres que aparecen en el sobrenadante de la precipitación de 

la mezcla de incubación con ácido tricloroacético (TCA) al 

5%. Los grupos amino se cuantificaron por el método de -

Rosen (1957), 

Reactivos: 

a) Medio de extracción. Acetato de potasio 50mM pH -

5.4, con 2-mercaptoetanol lOmM, 

b) sustrato: caseína 1 ibre de vitaminas al 0.5% en a

cetato de potasio 50mM pH 5.4 con ME lOmM, 

c) ácido tricloroacético ar 50% p/v, 

d) amortiguador para la determinación de aminoácidos: 

acetato de sodio 3.SM pH 5.2 a 5.4, 

cianuro de sodio 5mM, 

amortiguador acetato-cianuro: lml de la solu-

ción de cianuro de sodio se 1 leva a 50ml con el amortigua

dor de acetato de sodio, 

e) ninhldrina. Solución al 3% en metilcelosolve. Es

te reactivo debe prepararse el día de la determinacioñ y el 

metil-celosolve debe estar 1 ibre de peróxidos. 
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f) diluyente, isopropanol-agua 1:1 v/v. 

2.8.2.1 Obtencl6n del ext~acto 

Las aleuronas se homogeneizaron en acetato de potasio 

50mM pH 5.4 con ME 10mM, en un homogeneizador tipo Potter de 

\a misma forma que se describió para la obtención del extra~ 

to de \a CL-amilasa, se centrifugó a 17,4009 durante 15 minu

tos a 4ºC, en un rotor Sorvall SS-34. Al sobrenadante se le 

1 lamó extracto y se utilizó para la determinación de la actl_ 

vi dad proteo! ítica. El procedimiento se esquematiza en \a 

figura 2.3. 

2.8.2.2 

Se preincuba lml del sustrato a 30ºC durante 10 minu

tos en un baño con agitación. Se agrega O.Sml del extracto 

y se continúa la incubación a 30ºC durante 60 minutos. Pa

ra detener la reacción se agrega TCA a una concentración fl 
nal de 5% p/v. Inmediatamente se transfieren a un baño con 

hielo y se dejan ahí durante por lo menos 2 horas, después 

de ésto, se centrifugan a 3,000rpm durante 20 minutos en u

na centrífuga IEC modelo PR-2 a 4.°C. El sobrenadante se u

tilizó para hacer la determinación de aminoácidos por el mé 

todo de Rosen (1957). 



CAPAS DE ALEURONA 
AISLADAS 

INCUBACION DURANTE DIFERENTES 
TIEMPOS EN MEDIO + AG- 10-6M 
A 25ºC y CON AGITACTON 

MEDTO DE TNCUBACTON CAPAS DE ALEURONA 

AJUSTAR LA CONCENTR~ 
CTON DE ME A !OmM 

llOMOGENl ZAR f.N ACETATO 
DE POTASIO SDmM, pH 5.4 
CON ME lOmM. 

EXTRACTO DE ALEURONAS 
Y MEDIO DE TNCUBACION 

CENTRIFUGAR A 17,400 g 
DURANTE 20 MINUTOS 

EXTRACTO PARA LA 
DETERMTNACTON DE LA 
ACTIVIDAD PROTEOLITICA 

FIGURA Z.J Incubación de las capas de alcurona y prcparaci6n 
del extracto para la dctcrminaci6n de la activiclad 
protcolítica. 
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SUSTRATO 
( lml) 

PRETNCUBAR A JOºC DURANTE 
10 MINUTOS EN BAÑO ca~ ~ 
AGTTACION 

AGREGAR 0.5ml 
DEL EXTRACTO 

60 

INCUBAR A 30ºC DURANTE O Y 
.60 MINUTOS CON AGITACION 

AGREGAR TCA 
5% p/v (FINAL) 

COLOCAR EN BAÑO CON HIELO 2 
HORAS, CENTRil'UGAR A 3,000 RPM 
20 MINUTOS 

SOBRENADANTE PARA 
DETERMINAR AMTNO
AC:TDOS 

ALICUOTA EN 1 .OML 
+0.5ML DE ACETATO-CIANURO 
+O. 5ML NINllIDRTNA 

CALENTAR A EMBU[LICTON 
DURANTE 15 MINUTOS. 

AGREGAR 5ML DE 
DILUYEIJTES 

LEER A 570NM 

HSPERAR A QUE ESTE A 
TEMPERATURA EMBTENTE 

FIGURA 2.4 Diagr·ama para la clctermi1aci6n de la actividad protcolítica. 
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2.8.2.3 Vete1mLnacL6n de amLnoacLdoa 

A lml de muestra se le agregaron O.Sml del amortigu!'_ 

dor acetatos-cianuro y O.Sml de la solución de ninhidrina, 

se agitaron bien, se taparon con canicas y se pusieron en un 

baño con agua hirviendo durante 15 minutos, se sacaron del -

baño y se les agregaron Sml del diluyente y cuando estuvieron 

a temperatura amoiente, se leyeron a 57Dnm contra un blanco 

preparado de la misma forma, pero con lml de agua en lugar -

de la muestra. Como estándares gl iclna o leucina a una ce~ 

cent ración entre O y lOOnmoles/ml. En la figura 2.4 se mues

tra el diagrama para la determinación de la actividad prote~ 

lítica y en la figura 2.5 la curva patrón de aminoácidos, en 

este caso glicina. 

2. B. 3 Vete1mLnacL6n de laa poza• de amLnoacLdoa. 

Reactivos 

a) ácido perclórico 12% p/v 

b) hidróxido de potasio lN, 

c) soluciones para la determinación de aminoácidos. 

2. B. 3. 1 P1epa1acL6n del ext1aeto 

Lotes de 40 capas de aleurona se homogeneizaron con -

2.Sml de agua bidestilada a 4ºC en un homogeneizador tipo 
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25 50 75 100 

nmol GLICINA 

FIGURA 2.5 CURVA PATRON PARA LA DETERMINACION DE AMINOACIOOS 

La determinación se hizo utl 1 izando el método de -

Rosen (1957), utilizando glicina como estándar. 
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Potter en la misma forma que se describió para la obtención 

del extracto para la Cl-amilasa; se centrifugó a 2.5,400g en -

un rotor Sorval 1 SS-34 durante 2.0 minutos. Al sobrenadante 

se le agregó un volúmen igual de ácido perclórico al 12% p/v 

y se dejó en un baño con hielo durante 2horas, al cabo de las 

cuales se centrifugó a 25,400g a 4ºC durante 2.0 minutos en el 

rotor Sorvall SS-34. Se ajustó el pH del sobrenadante a un 

valor entre 5 y 6 con hidróxido de potasio lN, se dejó en un 

baño con hielo durante 1 hora y se centrifugó a 2.5,400 g du-

rante 2.0 minutos. El sobrenadante se utilizó para determinar 

los aminoácidos por el método de Rosen (1957). 

2.8.4 Vete//.minac..i.611 de. 1'.a ac..t-lvidad p//.ate.al'..Uic.a en ótrnc.i.611 

del'. pH 

Reactivos: 

a) Medio de extracción, acetato de potasio 5mM 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 HE lOmM, 

c) fosfato de potasio 50mH, a los diferentes valore.s 

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

2.8.4.1 Obtenc..i.611 de 1'.a~ ext//.ac.to6 

Un 1 ate de 400 

de medio de inducción 

capas de aleurona incubadas en 100ml -

-6 
con AG

3 
10 M durante 50 horas a 2.5ºC 



se enjuagaron veces con 25ml de acetato de potasio 5 mM 

con 10mM de ME; el primer lavado se agregó al medio de In

ducción y se le ajustó la concentración de ME a lOmM, se -

centrifugó a 17,400g durante 15 minutos y se utilizó para 

determinar la actividad proteolítica. 

Las capas de aleurona se congelaron en nitrógeno 1 í-

qui do, se molieron en un mortero preenfriado hasta obtener 

un polvo fino, que se homogeneizó en un homogeneizador tipo 

Potter con acetato de potasio 5mH pH 5.4 con ME lOmM a 4ºC y 

se centrifugó a 17,400g en un rotor Sorvall SS-34 durante 15 

minutos. El sobrenadan te se ut i 1 izó para determinar la actJ.. 

vi dad proteol ítica y se denominó extracto de aleuronas de 

tiempo 50 horas. 

400 capas de aleurona recién aisladas se congelaron -

en nitrógeno líquido y se homogeneizaron de la misma forma -

que que describió para las aleuronas incubadas durante 50 h~ 

ras con AG
3

• Al sobrenadante obtenido después de la centri

fugación se le denominó extracto de aleuronas de O horas. 

Se hicieron determinaciones de la actividad proteo! í

tica a cada pH para: 

a} Extracto de aleuronas de tiempo O, 

b} extracto de aleuronas de 50 horas ·de Incubación y, 

c} medio de incubación de 50 horas. 



2.8.5 
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E6ecto que tienen eompue•to6 que aetlvan 6ul6hld4L
La• 6ob4e La aetlvldad p4ateal~tlca 

Reactivos: 

al acetato de potasio SmM pH s.4, 

b) sustrato caseína al 0.5% en acetato de potasio -

SOmM al pH escogido~ el compuesto a probar, 

c) acetato de potasio SOmM al pH escogido, con los -

siguientes compuestos: ME (O, 0.1, 1 .O y lOmM); ditiotreitol 

(OTT) (1.0 y lOmM). Los pH a los que se hicieron las deter-

minaciones fueron: 3.5, 4.8 y 5.4. 

2. 8. 5. 1 P4epa4acl6n de Lo• ext4acto• 

Se utilizaron aleuronas inducidas durante 22 horas en 

-6 presencia de AG
3 

10 M y aleuronas recién aisladas (tiempo O 

horas). Los homogenados se prepararon en la forma descrita 

para el caso del efecto del pH sobre la actividad proteolítl 

ca. 

2.8.6 Vete4mlnacl6n de p4ote~na6 po4 el método de LoW4lf 
(1951) 

Reactivos: 

al carbonato de sodio al 2% y tartrato de sodio y po-

tasio al 0.02% en hidróxido de sodio O.lM, 

b) sulfato cúprico pentahidratado al 0.5%, 
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c) mezclar 50ml de la solución a) con lml de la solu

ción b), 

d) reactivo de Fol ín-Ciocalteau diluido 1 :2 con agua. 

2 .8. 6. 1 Mi!:.todo 

A lml de muestra se le agregan 5ml del reactivo c) y 

se deja reposar por aproximadamente 10 minutos. Transcurrí-

do este tiempo se le agregan O.Sml del reactivo d) y se esp!:. 

ra durante 30 minutos. Se lee a 750nm contra un blanco pre-

parado con lml de agua en lugar de la muestra. Como estándar 

se utilizó albúmina de suero de bovino fracción V libre de~ 

cides grasos, en un rango de concentración entre O y lOOµg/ml. 

En la figura 2.6 se muestra la curva patrón de albúmina. 

' 2.8.7 Ve.te4minaei6n de p4ote1na~ po~ et método de 84ad6o4d 
( 197 6} 

Reactivo: 

O.lg de azul de Coomassie G-250 se disolvieron en SOml 

de etanol, se le agregaron IOOml de ácido fosfórico al 85% y 

se aforó a 11 con agua bidestilada. 

2.8.7.1 Método 

A O.lml de muestra se le agregaron Sml del reactivo de 
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20 40 60 80 100 

,U.CJ ALBUMINA 

FIGURA 2.6 CURVA PARA LA DETERMINACION DE PROTEINAS POR EL 

MEDOTO DE LOWRY Y COLS. (1951). 

Para la cuantificación de las proteínas se utilizó 

albúmina de suero de bovino fracción V, libre de -

ácidos grasos, 
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Bradford, se agitó, evitando la formación de espuma y se le· 

yó a 595nm contra un blanco preparado con O.lml de agua en -

lugar de la muestra. Como estándar se utilizó albúmina de -

suero de bovino fracción V 1 ibre de ácidos grasos, en un ran 

go de concentración de O a 100µg/0.1ml. En la figura 2.7 se 

presenta la curva patrón de albúmina. 
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1.0 

o.~ 

o 
20 40 60 80 100 

)A-0 ALBUMlNA 

FIGURA 2. 7 CURVA PARA LA DETERHINACION DE PROTEINAS POR EL 

HETODO DE BRADFORD (1976). 

Para la determinación de proteínas se uti 1 izó albú

na de suero de bovino fracción V, 1 i bre de ácidos 

grasos como estándar. 
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RESULTA DOS 

3. 1 1 nduc.c.-i.6n de a-am.Uaóa y p1w.teaóa en c.apaó de aleul!.o

na a-lóladaó poi!. ~e.ido g-i.be11.él-i.c.o 

En la literatura existen reportes de que el ácido gi-

berél ico Induce la síntesis de enzimas proteo! íticas y de que 

la síntesis de a-ami lasa y proteasa se ! leva a cabo simul táne!!_ 

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 Incubación de capas de aleurona en presencia de AG
3 

10 M, 

tomando muestras a diferentes tiempos durante la incubación. 

Los resultados se muestran en Ja figura 3.1 en que se 

graficaron las actividades de Ja a-amilasa y la proteasa en 

el período comprendido entre las O y las 48 horas.' Los resul 

tados obtenidos en la determinación de la a-ami lasa concuer-

dan con los reportados en la 1 i teratura, ya que se puede ob-

servar que la actividad de la enzima aparece después de las 

6 horas de incubación. 

En el caso de Ja proteasa, se encontró que existe una 

actividad en las capas de aleurona sin incubar (tiempo O), 

que en presencia del AG
3 

tiende a disminuir durante las pri

meras 6 horas de la incubación, incrementándose después de 

las 9 horas . 
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En la figura 3,2 se graficó la actividad proteo! ítica a 

diferentes tiempos de incubación en presencia y en ausencia 

de la hormona, hasta las 27 horas. En las capas de aleurona, 

como ya se mencionó, hay una disminución de la actividad pro

teolítica reproducible, durante las primeras 6 horas. 

La actividad de la proteasa se reporta como equivalentes 

de grupos amino 1 iberados por hora y por mi 1 igramo de proteí

na. Para cada muestra, la determinación de la actividad pro

teolítica se efectuó por tri pi icado. 

En el caso de las capas de aleurona incubadas en ausen

cia de AG
3

, se observa que la actividad proteo! ítica prácti

camente no varía, mientras que en las aleuronas Incubadas en 

presencia de AG
3 

al rededor de las 9 horas se inicia un in

cremento en aa actividad, que es lineal al menos hasta las 4B 

horas de inducción, que fué el tiempo máximo al que se siguió 

la cínética de inducción de la enzima, 

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

de la proteasa en presencia del ácido giberélico. 

3,2 E6ecto de la cicloheximida &ob4e la inducci6n de la 

actividad pnoteoUtica e11 capa& de aleu4a1ta de t4iga -

incubada~ en p4e&encia de ácida gibe4~lica. 

Para comprobar si se requiere de la síntesis de proteí-
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FIGURA 3.1 INDUCCION DE LAS ACTIVIDADES DE et-AMILASA Y PROTEASA 

EN CAPAS DE ALEURONA DE TRIGO 1 NCUBADAS EN PRESENC JA 

DE ACIDO GIBEPELJCO. 

Lot?S de 20 capas de aleurona se incubaron con 4ml de 
medio de inducción que contenía succ inato de sodio -
SmM pH s.8, acetato de calcio, 20mM, estreptomicina 
y cloramfenicol SOµg/ml en presencia de AG3 10-6M. 
Se determinó la actividad de a-ami lasa y de proteasa 
a diferentes tiempos de inducción como se describió 
en materiales y métodos. 
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FIGURA 3.2 INDUCCION DE LA ACTIVIDAD PROTEOLITICA EN CAPAS 

DE ALEURONA DE TR 1 GO 1 NCUBADAS EN PRESENCIA Y EN 

AUSENCIA DE AG
3

. 

Lotes de 20 capas de aleurona se incubaron con ~mi 
del medio de inducción que contenía succinato de -
sodio SmM, cloruro de calcio 2DmM pH 5.8, estrcpto 
micina y cloramfenicol SOµg/ml en presencia y en -
ausencia de AG

3 
10-6M, por diferentes tiempos, D; 

3, 6, 9, 12, 15, 17, 18, 21, 2~ y 27horas. La ac 
tividad proteolítica se determinó por el método -
de Feller y cols. (1978). 



TABLA 3.1 CINETICA DE APARICION DE PROTEASA INDUCIDA POR ACIDO 

G 1BEREL1 CO EN ALEURONAS DE TR 1 GO. 

TIEMPO DE nMOLES DE GURPOS 
INCUBAC ION AMINO/mg PROTEINA 

(HORAS} HORA 

o 190.1 :':.as.o 

131.6 :':_82.6 

6 141.9 :':. 54.8 

9 109.8 :':. 41.7 

12 154.8 :':. 58,7 

1 s 196.3 :':. 51 .o 

17 278.0 :':_128.8 

18 255 .2 :':. 21 .8 

21 3D2.6 :':. 43.0 

24 347.1:':_50.0 

27 411.6 :':. 64.8 

-GA
3 

27 161 ,3 :':. 12. 3 
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Lotes de 20 capas de aleurona se incubaron con 4ml de medio de inducción que 
contenía succlnato de sodio SmM pH S.8, con cloruro de calcio 20mM, sulfato -
de estreptomicina y cloramfenicol 50µg/ml y ácido giberél ico 10-6M a 25+0.5º'!: 
por diferentes tiempos (0,3,6,9,12,15,17,18,21,24 .. y 27 horas} a los que-se de 
terminó la actividad proteolítica por el método de Feller y cols. (1978). ·-
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nas durante todo el proceso de inducción, como ocurre con la 

~-ami lasa, se agregó ciclohexfmida a una concentración final 

de Sµg/ml, a diferentes tiempos de incubación, ti, y se con

tinuó la incubación hasta las 27 horas, tiempo en que se de-

terminó la act lvidad proteo! ítica. 

En la tabla 3. 11 se muestra que hay una disminución en 

la actividad proteol ítica por la adición de la cicloheximida, 

ya que las actividades encontradas a las 27 horas, son aún m~ 

nares que las que se tenían antes de agregar el inhlbidor. 

Este efecto se observó en forma independiente del tiempo de 

adición de la cicloheximida. 

La actividad proteolítica se calculó de la siguiente ma-

nera: A la actividad proteolítica medida del tiempo t 1 a -

las 2/ horas en presencia de ácido giberél ico se le conside

ró como el 100% de la actividad sintetizada de t. a
0

24 horas. 
1 

Al incremento en la actividad proteolítica del tiempo ti 

a las 27 horas, de capas de aleurona incubadas en presencia 

de AG
3 

a las que se les agregó cicloheximida al tiempo ti' se 

le consideró como la actividad proteol ítica sintetizada de ti 

a 27 horas en presencia del inhibidor. 

El % de inhibición se calculo como sigue: 

Se restó la áctividad proteol ítica sintetizada de ti a 

27 horas en presencia del inhibidor de la actividad proteolí-



TABLA 3.11 EFECTO DE LA CICLOHEXIHIDA SOBRE LA ACTIVIDAD PROTEOLITICA INDUCIDA POR ACIDO GIBERELICO 
EN CAPAS DE ALEURONA DE TRIGO VAR. POTAH S-70. 

T IEHPO 
HORAS 

12 

15 

18 

21 

24 

-AG
3 

DE 

ACT 1V1 DAD 
+AG

3 

242.0 

197 ,5 

219,9 

186.3 

192. 4 

214 ,5 

279.4 

325.1 

J67. 5 

O A 27 HORAS 

+AG
3 

DE O A 27 HORAS 

242.0 

411.6 

T 1 EHPO 
DE 

ADICION DE 
CICLOHEXIHIDA 

o 

9 

12 

15 

18 

21 

24 

1 NCREHENTO 
ACTIVIDAD DE 
t. a 27 HORAS 

' +AG3 

169.6 

214. 1 

191. 7 

225. 3 

219.2 

197. 1 

132 .2 

86. 5 

44. 1 

ACTIVIDAD 
HEDIDA A 27H 
EN PRESENC 1 A 

DE 
CICLOHEXIHIDA 

208.3 

159.0 

285. 7 

142.3 

166. 9 

215, 5 

221. 9 

225.0 

289. o 

INCREMENTO % 
ACTIVIDAD INHIBICION 

t ¡ a+~~ H~~AS 
t

1 
a 27 HORAS 

-33. 7 120.0 

-38·.o 117. 7 

+65.8 65. 7 

-411.Q 119.5 

-25.5 116.3 

+ 1.0 99,5 

-58. 1 143 .9 

-70. 1 181.0 

-78.5 278. o 

Lotes de 20 capas de aleurona se incubaron con 4m1 de medio de inducción que contenía succinato de sodio 
5mH pH 5.8, cloruro de calcio 20mM, cloramfenlcol y sulfato de estreptomicina SOµg/ml, ácido giberélfco 
10-6M y a diferentes tiempos de incubación se les agregó cicloheximida a una concentración final de 5µ9/ 
mi. Se determinó la actividad a las 27 horas. La inhibición se calculó de la siguiente manera: A la -
actividad proteolítica encontrada del tiempo t¡ a 27 horas en presencia de ácido glberél feo que se consl 
deró como el 100% de actividad, se le restó la actividad determinada del tiempo t¡ a las 27 horas en pr~ 
sencia del lnhlbidor, se dividió entre la primera y se multiplicó por 100. 
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tica sintetizada de ti a 27 horas en presencia de AG 3 y se -

dividió entre la actividad proteolítica sintetizada de ti a 

27 horas en presencia de AG
3 

y se mu\tipl icó por 100. 

3. 3 E6ec.to de .f.o: ac.tü10m.lc..l11a V <!.obJte .f.o: ü1duc.c..l611 de .f.o: 

ac.t-lv.ldad pJto.te.oU.t-lc.a polt AG 3 e.n c.apa~ de. a.f.euJtol!G: de 

t11..igo 

Una vez que se demostró el requerimiento de la sínte

sis de proteínas durante todo el período de Incubación para 

la producción de la actividad proteolítica, se investigó si 

se trataba de una inducción que procedía desde la transcrl.e_ 

ción de ARN mensajeros. 

Para este estudio se incubaron capas de aleurona en -

-6 presencia de AG
3 

10 M y a diferentes tiempos se les agre-

gó actinomicina D (Act-D), a una concentración final de 

ZOµg/ml; esta concentración de Act-0 inhibe el 80% de la -

síntesis de la a-ami lasa en capas de aleurona del trigo de 

la variedad Potam s-70, que es el uti 1 izado en este trabajo 

(Berna\, 1978) y se determinó la actividad proteolítica a -

las 2~ horas de iniciada la inducción con AG
3

• 

Los resultados se muestran en la tabla 1.111. Se o~ 

serva que hay una inhibición de la actividad proteo\ Ítica 

a cualquier tiempo de adición de la Act-0, lo que indica -

que se requiere de la síntesis de ARN durante todo el pro-
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ceso de inducción. Otra vez, como en el tratamiento ante-

rior, la actividad proteolítica no solo no aumentó desde el 

momento de la adición del inhibidor hasta las 24 horas de -

incubación total, sino que en algunos puntos experimentales, 

se encontró una disminución en la actividad proteol ítica. -

Esto sugiere una inactivación o recambio en la proteasa indu 

cida, sin embargo, no se exploró más allá este hecho. 

Los cálculos para la inhibición que produce la actino

micina O sobre la inducción de la proteasa por ácido giber~ 

1 ico, se hicieron en forma análoga a lo que se describió en 

el caso de la cicloheximida. 

La inhibición se determinó restando la actividad sint~ 

tizada en presencia del inhibidor de la actividad sintetiz.'!_ 

da en ausencia del mismo, se dividió entre la actividad si.!!. 

tetizada en ausencia del inhibidor y se multiplicó por 100, 

dando como resultado el % de inhibición. 

J.4 E6e.cto de.l ácido abócióico óobne la inducci6n de la 

actividad pnoteol.ltica pnomovida pan ácido g.lbenéH

co e.n capaó de ale.anona de tnigo. 

Para tratar de dilucidar si el mecanismo del control -

de la producción de la ex-ami lasa y la proteasa es el mismo, 

el cual, por 1 os datos del experimento anterior con Act-0, 

aparentemente es distinto, se incubaron capas de aleurona 



TABLA 3.111 EFECTO DE LA ACTIUOHICINA O SOBRE LA INOUCCION DE LA ACTIVIDAD PROTEOLITICA PROMOVIDA POR 
EL ACIDO GIBERELICO EN CAPAS DE ALEURONA DE TRIGO VAR. POTAH S-70. 

TI EHPO 
HORAS 

o 

12 

15 

17 

21 

ACTIVIDAD 
+ AGJ 

153 .1 

87 .2 

79.9 

101.6 

123. 3 

235. 7 

277 .o 
368.1¡ 

-AG
3 

OE O A 24 HORAS 

+AG
3 

OE O A 21¡ HORAS 

T IEHPO 
DE 

ADIC ION DE 
ACTINOH IC INA 

161.0 

413.9 

o 

6 

9 

12 

15 

17 

21 

INCREMENTO 
ACTIVIDAD DE 
t 1 A 24 HORAS 

+ GA
3 

260.8 

326. 7 

334.0 

312 .3 

290.6 

178.2 

1J6.0 

45 .5 

ACTI V 1 DAD 
HEDIDA A"24H 
EN PRESENCIA 

DE 
ACTINOHICINA-D 

56.9 

66.9 

57. 9 

117. 9 

119.4 

188.4 

259.8 

305.0 

INCREMENTO 
ACTIVIDAD DE 
ti A 24 HORAS 

+ ACT-D DE 
t

1 
A 24 HORAS 

-96. 1 

-20.3 

-22.0 

16.3 

- 3 .9 

-47 .3 

-18. 1 

-63.4 

% 
INHIBICION 

136.8 

106.2 

106.6 

94 .8 

101. 3 

126 .5 

113 .J 

2J9.3 

Lotes de 20 capas de aleurona se incubaron en 4ml de medio de Incubación que contenía succlnato de sodio SmM 
pH 5,8, cloruro de Cilicio 20mM, sul futo de estreptomicina y cloramfenicol SOµg/ml y ácido giberél ico 10-6M, A 
diferentes tiempos durante la incubación (0,3,6,9, 1'.l, 15, 17 y 21 horas) se les agregó act inomicina-D a una con
centración final de 20µg/ml y se prosiguió la incubación hasta las 24 horas, tiempo en que se determinó la ac
tividad proteolítica. la inhibición se calculó de la siguiente manera: A la actividad proteolítica encontra
da del tiempo t. a 24 horas en presencia de AG , que se consideró como 100% de actividad, se le restó la deter 
minada del tlem~o t¡ a zq horas en presencia d6J inhibldor, se dividió entre el rncremento de actividad en a~ 
sencla del inhibldor y se multiplicó por 100. 

..... 
\D 
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en presencia de ácido giberél ico 10-GM a 25ºC durante 15 ho

ras, tiempo al que se les agregó ácido abscísico (ABA) a una 

concentración final de 10- 5M y se determinó la actividad pr~ 

teol ítica cada 2 horas a partir de la adición y hasta las 27 

horas. 

En el caso de la n-amilasa, se ha reportado que el efec 

to inhibitorio se presenta después de un período lag de 6 ho 

ras, cuando se agrega el ABA a las 15 horas de inducción con 

AG
3 

(García-Maya, 1982) 

Los resultados se muestran en la tabla 3.IV y en la fi

gura 3,3, Se observa que sí hay una inhibición de la activl 

dad proteolítica, y es de mencionarse, que no se presenta el 

período lag, como sucede con la a-ami lasa. 

Los cálculos para determinar la inhibición de la acti-

vi dad proteol ítica se hicieron como a continuación se descri 

be: 

El incremento en la actividad proteo! ítica desde las -

15 horas hasta el tiempo ti' en presencia de ácido giberéli

co se consideraron como el 100% de actividad inducida en las 

capas de aleurona por la acción del ácido giberél ico. 

Al incremento en la actividad determinado de 15 horas 

al tiempo ti' cuando se agregó ABA a las 15 horas, fué el in 

cremento de actividad en presencia del inhibidor. 



TABLA 3. IV EFECTO DE LA ADICION DEL ACIDO ABSCISICO DURANTE LA INDUCCION DE LA PROTEASA EN CAPAS DE 

ALEURONA DE TRIGO INCUBADAS CON ACIDO GIBERELICO. 

TIEMPO 
HORAS 

ti 

ACT 1V1 DAD 
+ AG

3 AL 
TI EHPO 

t 1 

15 165.0 

17 133.8 

19 117. 7 

21 291 ,3 

23 488.8 

25 631.8 

27 821.0 

T 1 EHPO 
DE HEDICION 
ACTIVIDAD 
ABA 15 A 

17 

19 

21 

23 

25 

27 

-AG
3 

DE O A 27 HORAS 136.4 

+ABA DE O A 27 HORAS 194.5 

+AG
3 

+ABA DE O A 27 HORAS 260.9 

INCREMENTO 
ACT 1 VIDAD 

DE 15 A t I 
+ AG

3 

-31. 2 

-47. 3 

126.3 

323.8 

466.8 

656.o 

ACTIV 1 DAD 1 NCREHENTO % 
HEDIDA AL ACT 1V1 DAD INHIBICION 
T 1 EHPO t. DE15At. 
AG

3
o A t; ABA 15 A 

1 

ABA 15A ti t 1 

238.5 73.5 -335. 6 

114 .o -51 .o 7.8 

236.6 71. 3 43.5 

238.9 73 .9 76. 5 

310.6 145.6 68.8 

241 .6 76.6 88.3 

Lotes de 20 capas de a 1 e u rana se incuba ron en 4 m 1 de medio de 1 nducc ión que canten í a suc ci na to de sodio 
5m~6 pHS.8, cloruro de calcio 20mH, sulfato de estreptomicina y cloramfenicol 50µg/ml y ác!go giberél ico 
10 M a las 15 horas de incubación se les agregó ácido abscísico a una concentración de 10 M y se deter
minó la actividad proteolítica a diferentes tiempos (15, 17, 19, 21, 23, 25 y 27 horas. La inhibición se 
calculó de la siguiente manera: al incremento en la actividad proteolltica de 15 horas al tiempo t. se -
consideró como el 100% de actividad. A este incremento se le restó el correspondiente de 15 horas

1
a ti -

en presencia del ABA y se divide entre el incremento de actividad en ausencia de ABA y se multiplica por 
1 OO. 
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FIGURA 3,3 EFECTO DE LA ADICION DEL ACIDO ABSCISICO DURANTE LA 

INDUCC ION DE LA PRDTEASA EN CAPAS DE ALEURONA DE TRIGO 

INCUBADAS CON AG 3. 

Lotes de 20 capas de aleurona de trigo se incub-Jron 
con 4m l de medio de incubación que contenía succ i na 
to de sodio SmM pH 5,8, cloruro de calcio 20mM es-= 
treptomicino y clor;¡mfenicol 50µg/ml y AG

3 
10-iM. A 

las 15 horas de incubación se les agregó ABA a una 
concentración final de 10-SM y se determinó la actl 
vidad cada 2 horas hasta las 27horas. -
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Se restó la actividad proteoiítica en presencia del ABA 

de la actividad proteo! ítica en ausencia del inhibidor, se " 

dividió entre esta última y se multiplicó por 100, para obt!:_ 

ner el % de inhibición. 

3.5 Vete4minaei6n del pH 6ptimo de la aetividad p4oteol~ti

ea en eapaó de aleu4ona de t4igo 4eeién aióladaó e indu 

eidaó eo11 cfoido gibe4éUeo du4ante 50 ho4aó 

Se hizo notar que existía una actividad proteo! ítica 

inicial en las capas de aleurona recién aisladas, figura 3.2 

y tabla 3.1, la que se mantuvo en ausencia del AG
3 

hasta las 

27 horas de incubación. Esto indujo a pensar que fueran va-

rias 1as enzimas proteol ítcas presentes en el sistema exper.!_ 

mental, una que se puede denominar 11 constitutiva 11
, presente 

en las capas de aleurona y otra, que por acción del áfido gl 

berél ico, es inducida. 

Se intentó demostrar si eran varias las enzimas que se 

tenían en las capas de aleurona, determinando el pH óptimo -

de la actividad proteolítica presente en aleuronas recién ai~ 

ladas y en capas de aleurona inducidas durante 50 horas en -

presencia de ácido giberélico, así como también en el medio 

de incubación de éstas últimas. 

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

tados de la actividad proteolítca de los extractos de las ca-
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pas de aleurona de tiempo cero, se encontró que hay un máxi-

mo'de actividad a pH de 4.B. En el caso de las aleuronas de 

50 horas de inducción con ácido giberélico, la máxima activj_ 

dad se localizó a 5.4, con un "hombro" a 4.8, y por último, 

en el medio de inducción de las aleuronas incubadas durante 

50 horas, que es la actividad proteol ítica que se secreta, 

se encontró un pH óptimo a 5.4, con un incremento hacia la -

zona ácida, a pH de J.6 o aún menor. 

3.6 E6eeto de eompueótoó que aetivan g4upo6 SH 6ob4e La a~ 
tividad p4oteoLltica inducida po4 ácido gibe4éLico en 
capaó de aLeMona de t4igo du4ante 22 hMaó lJ de óob4e 

La actividad p4ateoLltica de aLeu4ouaó óin induci4, 

Para tratar de caracterizar parcialmente las activida-

des proteo1íticas presentes en capas de aleurona, se utiliza 

ron dos compuestos que 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 más al tas en el experi-

mento anterior, en presencia y en ausencia de los reactivos 

con sulfhidri los 1 ibres. 

En la tabla J.VI 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 -



o 
e: 

600 1 

500 

•-• aleuronas !•Oh 
x--X aleuronas t•50h 
o-o m. Ind. t•50h 

85 

·e 7 400 

ºº ~; 
§'o 300 ...... 
OIO. 

O OI 
E E 200 
e: 

100 

4,0 5,0 6,0 7.0 

pH 

FIGURA 3.~ Aleur~ga de O ó 50 horas de inducción con ácido giberéli 
co 10 M. se homogeneizaron en acetato de potasio SmH -
pH S.4 con 2 mercapto etanol lOmM. 
Para la incubaciones se ajustaron utilizando acK SOmM. -
al pH requerido y el sustrato también se ajustó al mismo 
pH. 
Las Incubaciones se hicieron a 30+0.SºC en un baño con -
agitación. Se tomaron muestras a-tiempos O y 60 1

, se -
precipitaron con TCA (5% x/v conc. final.) Se dejaron -
en frío por un mínimo de dos horas, se centrifugaron y -
al SN se le determinaron aminoácidos por el método de R~ 
sen. 
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+GA5 
2.0 

1.0 

8 16 24 

TIEMPO (horas) 

F 1 GURA 3. 5 DETERM 1NAC1 ON DE LA POZA DE AM 1NOAC1 DOS 

Lotes de 20 capas de a 1 eu rana se incuba ron en ~uc.ti 
nato de sodio SmM pH 5.8, cloruro de calcio 20mM, :
estreptomicina y cloramfenicol SOµg/ml en presencia 
o en ausencia de ácido giberél ico. A diferentes tlem 
pos se determinó la poza de aminoácidos. -
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TABLA 3.V DETERMINACION DEL pH OPTIMO DE LA ACTIVIDAD PROTEOLITICA 

DE CAPAS DE ALEURONA DE TRIGO RECIEN AISLADAS E 1NDUC1 DAS 

DURANTE 50 HORAS CON ACIDO GIBERELICO. 

pH CAPAS DE CAPAS DE MEO 1 O DE 
ALEURONA ALEURONA 1 NCUBAC ION 
DE O ~OR(lS DE 50 HQRl.lS DE 50. HORAS 

DE INDUCCION DE 1NDUCC1 ON 

3.6 100 238 441 

4.o 130 238 367 

4.4 m 257 305 

4.8 192 334 251 

5.2 151 388 446 

5.4 108 433 575 

5.6 ~9 380 309 

5.7 46 340 314 

6.0 56 289 262 

6.5 27 235 187 

7.0 11 76 ' 62 

Lotes de 40D capas de a 1 eu ron a se homogene 1 za ron en acetato de potasio 

5mM pH 5.4 con ME lOmM, se centrifugaron a 17,1100g, el sobrenadante 

se utilizó para hacer la determinación de actividad a los diferentes 

pH. Las aleuronas fueron a) recién aisladas (tiempo cero) y b) incu-

badas con AG
3 

durante 50 horas. El medio de inducción de estas últimas 

también se centrifugó a 17,400g, habiendo adicionado ·previamente ME a 

una concentraéión final de lOmM. Se uti 1 izaron 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 concentración de SOmM y con ME lOmM. 

y la determinación se real izó a 30ªC como se describió en materiales 

y métodos. 



ME 1.0 y lOmM; en el caso del pH 5.4, también ocurre una acti 

vación, de entre 5 y veces con ME lOmM y DTT lOmM, mientras 

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

En1 cuanto a las actividades encontradas en las aleuronas 

de 22 horas de inducción con AG
3

, se ven menos afectadas por 

los act ivadores 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 proteo! íticas, una local izada en las capas de aleurona -

sin inducir y que posiblemente lengJ una funcion importante 

en la degradación de las proteínas de reserva; y otra que, 

se encuentra en las capas de aleurona inducidas con AG
3

, que 

posiblemente ejerza su acción en el endospermo almidonoso. 

3,7 Vete4mlnacl6n de laa pozaa de amlno4cldoa de capa6 de 
aLeu4ona de t4lgo en p4e6encla if auaencla de AG 3 

Para la determinación de las pozas de aminoácidos se u-

ti 1 izaron lotes de 20 capas de aleurona que se incubaron en 

presencia y ausencia de AG
3 

durante diferentes tiempos, se 

extrajeron los aminoácidos como se describió en materiales y 

métodos y se determinó la cantidad de aminoácidos en el los. 

Los resultados obtenidos se muestran en la figura 3,5, 

de el la podemos decir que el comportamiento de las capas de 



TABLA 3. V 1 EFECTO DE COMPUESTOS ACT IVADORES DE GRUPOS SULFH 1DR1 LOS SOBRE LA ACT 1V1 DAD PROTEOL 1T1 CA DE 

CAPAS DE ALEURONA DE TR 1 GO REC 1 EN A 1 SLADAS E INCUBADAS EN PRESENCIA DE AGJ 

ALEURDNAS REC 1 EN A 1 SLADAS ALEURDNAS 1 NCUBADAS 22 HORAS CON AG
3 

TRATAM 1 ENTO 
pH 3. 5 VECES pH u VECES pH 5.4 VECES pH 3. 5 VECES ~H l¡,8 VECES pH 5. 4 VECES 

ESTIMU EST 1 MU EST 1 MU ESHMU EST IMU EST 1 MU 
LAC IOÑ LACIOÑ LAC IOÑ LAC ION Ll\ClOÑ LAC 1 OÑ 

CONTROL 93 ,3 1.0D 269.6 1.00 99. 7 1.00 659,3 1.00 362 .8 l.00 532;0 1.00 

ME O. lmM 231. 6 2 .48 297. 3 l. lo 245.4 2 ,116 774. 5 1:11 228.9 0.63 557. l l. os 

ME l .OmM 445,9 3,78 300. 7 l. 12 304.2 3,05 824.9 1.25 457 .8 l. 26 650. l l. 17 

ME 10 mM 449.8 4.82 321. 5 l. 19 553. l 5,55 963 .o l. 46 816.2 2.25 1098.4 l.97 

DTT 1.0 mM 396.4 3,98 1117. l 2.00 

DTT 10 mH 619.9 6.22 1142. 7 2.05 

Lotes de 400 capas de aleuronas recién aisladas o incubadas en presencia de AG I0-6M durante 22 horas, -
se oongelaron con nitrógeno líquido y se molieron en un mortero pre enfriado 3hasta Jbtener un polvo fi·no 

que se homogeneizó en un homogeneizador tipo Potter con acetato de potasio 5mM pH 5,4 con ME ID mM a 4'C. 
Se centrifugó a 17,400g en un rotor Sorvall SS-34 durante 15 minutos. El sobrenadante se utilizó para de-
terminar la actividad proteolítica y se denominó extracto de aleuronas de tiempo O ó de 22 horas. Las de
terminaciones se hicieron en acetato de potasio 50mM al pH requerido en presencia o ausencia de los com- -
puestos actlvadores de grupos sulfhidrilos a las concentraciones Indicadas. Las veces de estimulación se 
obtuvieron dividiendo los valores de actividad proteolítica a las diferentes concentraciones de los com- -
puestos entre el valor obtenido en ausencia de los mismos. 

00 

"' 
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aleurona en presencia y ausencia del AG
3

, son prácticamente 

Iguales hasta las 6 horas, tiempo en que comienza ha haber 

diferencias en la cantidad de aminoác:dos libres, lo que p~ 

dría ser un reflejo de la actividad proteo! ítica en las ca

pas de aleurona, que en presencia de AG
3

, sigue un comporta

miento semejante como se mostró en la figura 3.2. 



91 

4 OISCUSION 

En trabajos real izados desde dines de la década de los 

60's a la fecha, se ha ido acumulando información 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 ácido giberél ico tiene una función muy importante e 

en la movilización de las reservas, ya que se requiere des 

su presencia para que algunas enzimas hidrolíticas, cuya -

síntesis no depende de AG
3

, sean secretadas al exterior y 

en otros casos, es necesaria tanto para la síntesis como p~ 

ra la secreción. 

Entre estas últimas se pueden mencionar: la a-ami lasa 

(Varner y Ram Chandra, 1964; Chrispeels y Varner, 1967), la 

proteasa, (Jacobsen y Varner, 1967) y la ribonucleasa (Chri_!!_ 

peels y Varner, 1967), que se sintetizan de. novo. El otro 

grupo de enzimas que requiere de AG
3 

solo para ser libera

das de la capa de aleurona, está representado por la a-1,3-

glucosidasa, cuya secreción se efectúa antes de que comience 

la de la a-amilasa (Taiz y Janes, 1970). 

Estudios hechos en la capa de aleurona de cebada, su-

gieren que la síntesi 1 s de la a-ami lasa se lleva a cabo reg~ 
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lada por un mecanismo común. Las evidencias que sostienen 

esto son: 

1) Ambas enzimas apaeecen simultáneamente cuando capas 

de aleurona son incubadas en presencia de AG
3 

(Ja

cobsen y Varner, 1967). 

2) La síntesis de ambas enzimas es de novo (Filner y 

Varner, 1967 y Jacobsen y Varner, 1967) 

3) El ácido abscísico las inhibe cuando es agregado 

al inicio de Ja incubación con AG
3 

(Chrispeels y 

Varner, y Jacobsen y Varner, 1967) 

~) lohibidores de la síntesis de proteínas y de ARN, 

también bloquean la síntesis de amb"s enzimas,(Ja

cob<en v Varner, 1q67). 

Esto no ec: sorprendente, puesto que existen en 1 a lit.!:_ 

ratura muchos ejemolos dondP varias enzimas se sintetizan 

simultáneamente bajo el control de un mismo mecanismo, ca-

mo por ejemplo, en el caso de las bacterias se conoce muy 

bien la existencia de operones que controlan de manera coa~ 

dinada la expresión fenotípica de varia enzimas. El ejemplo 

clásico es el operón lac, que regula Ja síntesis de ¡:l-gluc~ 

sidasa, su permeasa y la transacetilasa en presencia del in 

ductor, el isopropiltiogalactósido (JPTG), sin embargo, es-

tos ejemplos son raros en células eucariontes. Resulta pues, 

muy interesante dilucidar si el sistema de inducción de a-a 
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mi lasa y proteasa responden a 1 a adición de AG
3 

de una man~ 

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 a~amilasa se producen slmuit! 

neamente por acción del ácido g iberél i·co, sin embargo, como 

se puede observar en la tabla 3.111, cuando se agrega acti

nomicina O a diferentes tiempos durante la inducción, se in 

hibe la síntesis de la proteasa a cualquier tiempo de adí-

e i ón, Es to no concuerda con JI o que sucede con 1 a a-ami 1 asa, 

ya que cuando el inhibidor se agrega después de 12 ó 13 ho

ras de inducción, la síntesis de la enzima amilol ítica con-

tinúa (Berna!, 1978 y Yomo y Varner, 1971). Este dato, 

más el hecho de que si las capas de aieurona inducidas con 

AG
3 

durante 15 horas son lavadas para eliminar el AG
3

, vuel

ven a sintetizar a-ami lasa cuando éste se adiciona nuevame~ 

te al medio de inducción, en condiciones tales que la sínt.!:_ 

sis de ARN está inhibida, lo que indica que el ARN mensaje

ro para la a-ami lasa es estable y funcional por lo menos du 

rante 48 horas de inducción. 

En este trabajo la actinomiclna O inhibió la síntesis 

de la proteasa tanto en las µrimeras 12 horas como después 

de este periodo, lo que sugiere que en este caso el ARN me,12, 
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sajero es de vida media corta, lo que se puede interpretar 

como que el control de la proteasa puede ser fundamentalme.!!_ 

te a nivel de la transcripción y de la regulación de la ve

locidad de recambio de ARN mensajero específico. 

Otros resultados obtenidos que apoyan esta sugestión, 

se puede ver en la tabla 3.2. Se observa que al inhibir la 

síntesis de proteínas con cicloheximida, no sólo no hay un 

incremento en la actividad proteo! ítica al agregar el inhi

bidor, sino que los valores encontrados al final de la inc!!_ 

bación son aún menores a los medidos al tiempo de adición -

del inhibidor, lo que indica que hay una degradación o inaE_ 

tivación de la enzima, en cambio, en el caso de a-ami lasa, 

se observa que la actividad se conserva. Aunque no se in-

vestigó la causa de la pérdida de la actividad, sí sugiere 

también que a este nivel pueden operar otro tipo de,contro-

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

Se puede concluir, que aún cuando la síntesis de estas 

dos enzimas se lleva a cabo al mismo tiempo al inducir capas 

de aleurona con AG
3

, es probable que la regulación de las -

actividades enzimáticas sea diferente. La síntesis de la -

a-amilasa dependería de un control discreto 1 es decir, pri-

mero se sintetiza el ARN mensajero y después se regula la 

síntesis de la enzima, mientras que en el caso de la prote~ 

sa, se requiere de la síntesis continua del ARN mensajero y 
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de la enzima en relación con su inactivación y/o degrada-

ción. 

En la figura 3.3 se observa que el ácido abscísico -

inhibe la síntesis de la proteasa cuando es agregado a las 

1 S horas de incubación con AG
3

. En este caso, no se prese!!. 

ta el período lag que se encuentra en la síntesis de a-ami

lasa, lo que nuevamente nos sugiere, que el mecanismo por -

el cual se regula la síntesis 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 proteol í-

tica inicial, que durante las primeras 6 horas tiende a di~ 

minuir y que en ausencia del AG
3 

se conserva prácticamente 

constante hasta las 27 horas, figura J.2, y otra que se in

duce por la hormona, aparece desde las 9 horas de tratamie!!, 

to. 

Ante la posibilidad de que se tratara de más de una ac 

tividad proteolítica, se determinó el pH óptimo en los ex

tractos de capas de aleurona de O horas y de SO horas de in 

ducción. 

Los resultados se muestran en la figura 3.4 y se puede 

apreciar que, efectivamente se tra~a de varias actividades 

proteol íticas, una con pH óptimo de 4.8 que aparece en los 

extractos de SO horas de inducción, otra con un pH óptimo -
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de 5.4 que sólo aparece en los sistemas inducidos y que, a

parentemente se secretan al medio de incubación, en el que 

se Identificó otra actividad enzimática con un pH óptimo i

gual o menor a 3,6. 

Esta última enzima puede ser Ja misma que estudiaron, 

en capa de aleurona de trigo de la misma variedad, Varty y 

cols. (1983). 

La posibilidad de que se trade de más de una enzima -

proteolítica, se ve reforzada por la estimulacíón que pro

tectores de grupos sulfhidrilo, el 2-mercapto etanol y el 

ditiotreitol, tabla 3.VI, tienen sobre la actividad prote~ 

1 ítica de cero horas, principalmente a pH de 3.5 en que se 

incrementa la actividad 4.8 veces, y de 5.11 en que lo hace 

5.Sveces la actividad encontrada en ausencia de estos gru

pos. 

En el caso de las aleuronas de 22 horas de inducción, 

se observa una activación menor, de aproximadame_,nte dos ve

ces, cuando Ja concentración de ME fué de 10mM. Esta acti

vación puede deberse a Ja presencia de proteasa de cero ho

ras, por lo que serán necesarios más trabajos de caracteri

zación más 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, 



97 

que en ausencia de ácido giberél ico se mantiene constante 

durante la incubación, y en presencia de Ja hormona tiende 

a disminuir y b) una inducible por AG
3

, que comienza a apa

recer al rededor de las 9 horas de inducción y que se sigue 

sintetizando por lo menos hasta las 48 horas. 
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CONCLUSIONES 

Estudios de otros investigadores han sugerido que la i!!_ 

ducción de la a-ami lasa y la proteasa por el ácido giberél i-

co en la capa de aleurona de cereales, se regula a través de 

un mecanismo común. Esta afirmación se basó en que la ciné

tica de inducción y la respuesta a diferentes concentraciones 

de fitorregulador eran muy semejantes para ambas enzimas. 

Además la inhibición presentada por las dos enzimas a la ad.!_ 

ción de ácido abscísico, inhibidores de la síntesis de ARN y 

de proteínas junto con el AG
3

, era también muy semejante (J!!_ 

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

Sin embargo, en el presente trabajo se encontraron datos 

que sugieren que aunque la inducción de ambas enzimas sea s~ 

mejante el control de la cantidad y de la actividad de la 

proteasa puede ser diferente al de la a-ami lasa. 

Los datos que sugieren esto son los siguientes: 

1) La acción inhibitoria de los inhibidores de la sín-

tesis de ARN y de proteínas se manifiesta en cualquier tiem-

po de la inducción con AG
3

. Mientras que varios trabajos han 

mostrado que después de las 12 horas de inducción con AG
3 

la síntesis de la a-amilasa ya no depende de la síntesis de 

ARN, ya que, aparentemente, la síntesis ARN mensajero de 

la a-ami lasa se 1 leva a cabo durante las primeras 12 horas 
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de Inducción con AG
3 

solamente. Esto permite concluir que 

si se considera que el ARN mensajero de a-ami lasa es una mo

lécula muy estable, la correspondiente molécula para la pro

teasa debe mostrar recambio mucho más rápido. Esto se ve a

poyado por el dato de que si la adición de ABA a cualquier -

tiempo muestra un efecto inhibitorio, aún después de las 12 

horas de inducción, sin un período lag, a diferencia del e

fecto que se puede ver en la a-amilasa, en la cual sí se pr~ 

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

2) Además, mientras que Ja a-amilasa es una enzima muy 

estable en presencia de calcio, se puede sugerir que la pr~ 

teasa Inducida por AG
3 

es una molécula que está sujeta a de 

gradación metabólica rápida. Este podría ser otro punto de 

control de la actividad proteolítica, es decir, la regula

ción de la actividad tambíen podría ser a nivel del control 

de Ja cantidad de enzima activa. Esta sugerencia se basa 

en que tanto en la presencia de ABA como de los inhibldores 

de la síntesis de proteínas y de ARN, la actividad proteolí

tica va disminuyendo en función del tiempo de incubación, -

incluso llega por debajo de la actividad presente al tiem-

po de adición de los inhibidores. Este comportamiento co~ 

trasta con el de la a-ami lasa, cuya actividad se mantiene 

constante después de la adición de los inhibidores. 
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P.or otro lado, los experimentos de la determinación de 

la actividad proteolítica en función del tiempo de inducción, 

la medición 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 proteolíticas diferentes, una que se Induce por acción 

del ácido giberél ico y otra que está presente en las capas 

de aleurona antes de ser inducidas con la hormona. 

Las características que se encontraron son las siguien

tes: La actividad proteo! ítica presente en las capas de a

leurona sin inducir presenta1un.pH óptimo a 4.8,que casi no 

se afecta por la adición de grupos reductores, mientras que 

a pH de 3,5 y 5.4, la actividad proteolítica se ve fuerte

mente afectada, ya que se estimula entre 5 y 6 veces. Por 

lo que respecta a las aleuronas inducidas con ácido giberé-

1 ico, estas presentan un pH óptimo a 5.4 y son mucho menos 

afectadas por los compuestos que activan sulfhidrilos. 

Por último, que en las pozas de ami noác í dos se observa 

una diferencia entre el tejido tratado con la hormona y el 

no tratado con el la, después de las 6 horas de incubación, 

lo que coincide con el inicio del incremento de la activi

dad proteolítica. 
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6 PERSPECTIVAS. 

Para continuar con esta 1 ínea de investigación se sugi~ 

re que es necesario purificar tanto la proteasa constitutiva 

como la que se induce por la acción del ácido giberél ico, con 

lo que podría determinarse cuándo aparece la enzima inducida, 

ut i 1 izando anticuerpos contra dichas proteasas, lo que perm.!_ 

ti ría hacer estudios mas finos de la regulación de la expre

sión genética de la proteasa inducida por el ácido giberél i

co. 

También se mencionó que Varty y Col s. purificaron una -

actividad proteolítica de capas de aleurona de trigo con pH 

óptimo de 3.5, cuya actividad disminuye después de las 36 h~ 

ras de inducción con ácido giberélico, lo que es diferente -

de lo encontrado para la actividad proteolítica de 5.4 medi

da en este trabajo, cuya actividad sigue aumentando a las 48 

horas de inducción, lo que podría indicar que se tratara co

mo sucede para a-ami lasa, de diferentes enzimas proteolíticas 

que tuvieran una inducción diferencial en capa de aleurona -

de trigo por acción del ácido giberél ico. 
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