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La sintr...,sis v sec.rec:i.~·n de .:•·-ami la.s21 por capas de aleuron;:. r:1e 

cebada v por protL•plastos d•_! .;:uti.1.da defp~ndc de la participación de. 

una git·erelina tGA
3

) y de cali::io en e.t mRdio de incubación, 

cc.oncent.racionew mil.im·~•lares ¡o.!::imH d. '..!OmHl Tal circ..unst.ancia 

parece suget·ir, qu~..: Jlf;ur.c• de:! los t.eiidos externos a la célula de 

aleurona debe constituir la fuunte d~l calcio que se emplea en la 

indllcción de u .. .... '1-ami lasa, 

Los valc•res de calcio t.otal oncontrc:iclos en este trabajo para 

los tt::.iidC"'s de la media semilla de trigo capa de aleurona y 

endospermo almidonosol, establecen que l~ mayor proporción del 

cale io total. se encuentra en la copa de a leurona. situación que 

convierte a éste tejido en la reserva más importante de éste 

catión, v por lo tanto, en la fuente m~s probable para aportar el 

ca.lcio requerido en la inducción de la o-arnilasa. 

Aunque en cebada t!l co!cio de la copa de all;;!Urona parece 

ser suficiente para la inducción de la cn=ima. ya que E.e requiere 

de una afluen.::.ici c.:-: terna dG l cati•:.n. para observar la completa 

secreción de la enzima, en trigo segun resultados obtenidos 

~:st.e trat•a.Jo, este no es necesario, indicando que la induccion de 

C1-amilasa puede llevarse a cabo unicamente con el calcio de la 

capa de aleuron21 Los resultados i.nrJican que aunque el endospermo 

almidonoso conciene el 33% del calcio total de la media semilla, 

éste no parece participar en la inducción de la enzima. 

También se d.;:icermi.nó qw=_. c:n los orocesos d.to: irnt..ibi,-::i.•"n 

ecterili::ación de las me(iias !:<•..:mill<:!.s, ~e pierda alrededor de 20'l'~ 

del calcio t.ot:al, el cual paree•? no intervenir en la inducción cte 

la enzima. puez a pesar de esta. perdida. el calcio de la capa de 

aleurona fué suficiente para sostener una inducción con GA.::i. 



CAPl't\JLO ! ' lNTAü1Jü1..:c1ou ArlTECEDENTE.S 

mantenlan en ~stado de latencia v germinar. la 

posibilidad de que se ~stablezca urw. nu~v.a ~~neración, depende 

gran 1nedida de que ocurra 121 serle de proc<::sos oioqu1micos ·1 

fisiolo:..gicos conocidos come· rrt..r..'>t.>l L L~ac Li.!>n. do r6>~~rva.s, con lo que. 

la plantula adqui&re la COP<lCidad para eE-tablecerse corno organismo 

autotrófico CBewley y Black, 1983). En el caco de lc.s cereulo:::s. la: 

~resencia en el end•.:ispermo i3lmidonoso de varias en::.i.mas, 

secre't.adas por la capa de aleurona, como a-amilas<!I, proteasa, 

0-1,3-glucanosa, fDSfa~asa Y ribonucleasa, c~nDtituye un aspecto 

indicativo de que la rnout it:aact:6n dé resq~·uu.s se ha iniciado. Los 

productos de actividad de esto!:> enzimas (a:::t.'.icares, aminoácidos, 

mi.nerale.s, etc. son asimilados por el embrión, en etapas 

posteriores del proceso, favoreciéndose asi el sostenimiento de. 
las primeras etapas de la germinación (Jones y Armstrong, 1971}. 

En el caso particular de la o-amilasa, el inicio de su 

actividad e= pro•jucto di';:! una inducciOn, donde la transcripción 

del gen y su posterior traducción parecen est¿-,r mediados por una 

giberelina (GA 3 ) !Hlggins y c:ol., 1976 y Bernal. 1978). 

AdemAs de la giberelina, la inducción de ~-amilasa requiere. 

la participación del ion calcio en las e~apas de slntesis Y 

secreción de la proteina (Jones y carbonell, 1984), 

No obstante que la celula de aleurona cont:iene reserv.;i.s 

intré'lcelu.lares de calcio en varios de sus org::.rielos, tale!:' como 

mitocondrias, reticulo vacuo las " cuerpos 

proteicos, se ha evjoenciado desde varíos enfoques experimental~s 

que estas reservas no parecen participar la inrjucci6n de 

C4-amilasa, ya que al reproducir el proceso Ln viU·o Y 

adicionar ácido giberálico lGA3 l a capas de aleurona ó a 

protoplastos aislados de c~lulas de alE:urona de cebadz:i., siempre 

es necesario adiclvnar c~1cio al medio de incubación. 



En r··~i<"C.lé.r, e!" T '·' •.1i~.1 me. ¡ 1qg4) 

.U8f)tran qu~ 01 t: t •O!r••:: C.,Udiit'.o:lt:.lVOS 

::11.-1n1~1rrtti.vos on t;1 :·(:!¡.'.uJ,\ci•>1i d".: 1<1 s1nt·~~s1!3 de ,;1-am.il<:'\S<.t. 

que 1,:•!': niv.~lF_.,. •J": 1,, ~11~1m~1 ,_··LL'.•nido~ con ·:.Jpa~.~ d~ "11-:·ur·"":>rt:':I d•" 

i::~bi"ld::i. 1nc.ut«jd.:t~: ~iol.c• r;.r_.n G,'.'.·.·=~.s~.:.- incr•.::-rni;:ntan en El ª,",·, 
adic1011Rr al medio lOmM ~~ • Este aumento 

veceE. al 

uctivicJad 

la sLntesis cl0 las 

isoenzima¡;. d~.:: pl ;:1Jtr•, la~~ que requv~n~n fldem.:..s de 
º• me.jic· .:le ltK1Jt·a·:i.:0n, l-:-t adiCi<.">11 d•O! u.~'mM d~ ca- par<:1 

sint.~sis. 

col .; 198b J usando 

GA
3 

en 

iniciar 

el 

modelo 

experimental prot.ciplastos de ci:Hulas de alcurona de cebada, en el 

estudio del efecto de calcio la slnt:esis y secreción de 

~-amil~sa, encuentran resultados semejantes cualitativamente 

los de Jones y C:arbonelJ t 198.:'..o), los que parecen indicar que 

estas cólulas tienen un mei::anismo de sintesis y secreción para 

~-amilasa que depende de la concentración de calcio en el medio 

externo. 

Bush y Jones (1988) concluyen al estudiar el efec~o de calcio 

externo sot:re los nivel~s de calcio citopL"lsmlco y su relaci6n con 

la secreción de a-amilasa en pn.•toplastos de aleurona de cebada, 

que la secr~ción de la en:::ima varia en función de los niveles de 

calcio int~rno. los cu ale!:: cambie.in en respuesta a la concent1·aci6n 

del calcio ext-erno y del pH. Los autores encuentran que: ai el 
llit::<liu Ue ir1c.ubü..:.!.ór, :.~r:!:icr.<:" :'.(' ::iM •i"O' r:"'lcin lr:. r:oncent:ración de 

calcio citopl~smlco se eleva de ~OOnH a jS011H 

incremento en la liberación de 1~ enzima. 

el consecuente 

Tale~ evidencias tndican que las ~élulas de aleurona deben 

provee1·se: de: ente ion a partir de algun rer:;ervorio externo 

ellas. como pudi0ra ser; la pared celular de la aleurona el 

endospermo almldc.n·JSO. 

Se ha rBportado en cebada, que la capa de aleurona, es la que 

contiene la mavor proporción del calcio de la media semilla 



\Stewart. v c.~l. ,l~B~l, n0 0bstar1t.~ ~st0. ~1 ton debe adjcior1ars~ 

exog.:!namf~nt.I';:: al m8diC· que conti€:r1e capas de a1cur0na 

presente otros t.eJid0s, posibl.~m~nt0 el c011T~n1~,· 

endospermo almid011oso. 

Se ha eno:.ontr3do mediilnte micrusco¡:'-1.21 de f ltK•rt~:-;c•:.:nc 1.Li 

{Tretvn v Kopcewi.cz, 19B81, qu.:: t•Uf.!11':• p~rt.r:: .Je:l c.<:•l.:..ir:· d""-' l•• ::<1~ti 

de aleurona d~ avena paree-:: E:St~1r locali;:ado en 1 a m·.=:mbr<:Jn<J 

pL;1smatica v en las paredes ..:elula.res que rodeari las .::tt>lulos 

Tales resultados sugi8ren, que el calcio necesario p~ra lD 

inducción de o.-amilasa, pudier<::1 proporciona.de• poi· est0~· 

depóSi tos. 

En la semilla de trigo tambión se ha pu~sto de manifieEto que 

la inducción de o-amilasa, requiere calcio {Rodr1gUe:."., 1989) pues 

cuando las capas de aleurona obtenidas de este cereal, se incuban 

a un pH de 4.0, en presencia de GA
3 

pt:!ro en ausencia de calcü• 

adicionado exogenamente, la actividad enzim~tica obtenida con ~J 

calcio presente inherentemente en el tejidc•. disminuye~ 

gradualmente si la incubación se hace en presencia de un quelantP 

especifico dol ion lEGTAJ, logxa11do i·eslaursr el nivel inicial d0 

actividad enzimti.tica si se elimina éste último y SI;? incuba el 

tejido con 20mM de calcio. Tal resultHdo sugiere que el calci0 

presente 0n la capa de aleuron~ de trigo participa en la inducción 

de o-ami.lasa. 

La::i evidenci.:-is pr .. _o;os0ntadas, sugieren la necesidad de anali::¿tr

la distribución de co.lcio en los -c....,.jl0.::0¿; qu~ •".".c-n!=:t:ltuven l,:;. 

media semil.l<:. de -:ri¡::.:., o:sper:.idlm·:::nte ·~ll lo que rt2:sp<'.;o..;:.U.!. al c.<..1:!.ci-:

presente en la capa de aleurona, ya que t".-ste: componente de lo 

semilla, constit~l..lYe el modelo eXPf-.!rimen<.al goneralmente 

en el estudio del efecto del GA
3 

la. inducción de 

empleado 

hidrc-lasas 

t:.ales comi;, et-ami lasa v prote.:isa. puc~; a pef:ar de que la capa de 

aleurona tiene qU<::! .ser scpa?'.3da del resto d~ los; tejidos que 

3 



t..J11lc·rm.:.n :l la S•!milli>. l<:'s :.•'d_tJliJ.S .-;1(~ ¿,l_~2urona siguo::n rttt.erdendc1 

Ja ~-.dpa•:1dad dt<..- respond·'~r a lñ ,tdic:J,>;n •!X1)gena tl•-o !]A:~· ~it:ndo 

1··,s_;1tdr: poi· l•:-· 'toir11_: 1•::r·1·<'~ .. jur:it in >.•Lt1c~ la iridu,,,:.:i~n d,2 ~,n::imúS ·¡ 

hn el cas0 part1~t1Jar de la J11ducción de o-amilasa, se 

íll ', lh\l 

r·r·•,~•":l:':'l•',n ';;!n qu•'. p,1s·:· •:lel proceso participn •~.l calcio, 

~l rnuca111sm1·, segu1d0 pclrd eJ~rcer su efecto, aunque sl 

r,ar~' •"! claro que los nivele~ d(":! la en::ima dependen del ion, por 

le• que el 01->1e~1v.:. general de est·~ trabajo se centrará en 

•.!st¿1t·.1., 1_·~r J._1 .J1!'";1r1t:ou-:i-.':'n •¡ niv-::1 de i:nlcio 1:eJidos de la 

media semilla de trigo la perspectiva de analizar su 

parL1•·1paciOn como una posible ful'!nte de calcio en la inducción 

de u-ami.lasa. 

1 1 l!:STRUCTURA DE LA ::>EM1LLA DE THIGO 

El trigo constit.uve une. d~ lo~ cer1'!'ales mas extendidos en el 

mundo. Es Gimnosperrna y pertcnf?ce la familia de las 

gr·aml11eas. Las est.1·uctt1r·as bAsicas que se reconocen en una semilla 

Je trigo son; 01.-La r .. ~~r,_1, b).-El .:ntdosp .. --.rmo, formado su 

por el endospermo i':tlrnidonosc· y la capa de aleurona y e) . -El 

em.brt<'.'>n. Cada un;, de- t-~;-:t.as •.o:st.ructura~• ti·~nen orlgenes gen.:.ticos 

diferentes. 

localización d·::nt.ro de la s~milla de t.1•igo. 

L~ testa, es la estructura qu~ se encuentra envolviendo al 

endospermo. Cor1sti tu ye una d•:= l<:is barreras f 1sicas que deben 

vencerse durünt.e la et.apn de incorporación de agi..1a f imbibición), 

la que es de sume importancia para el inicio de la germinación. 

La testa es una cubi~rta dura, de naturaleza cerosa, lo que 

le imparte la car~cteristica de ser imperrn~able al agua y/o 



--Pelos epidérmicos 
-- Cubierto del grano 

~:':'·'·,:~- Copo de oleurona 

Escutelo 

Nodo escutelor 
Coleoptilo } 

Radícula Embrión 
Coleorriza 

( a ) ( b) 

• .:rn1-i.,_.t. 

=i•1-: .,,_1;;::: ~' '' l i.•:O ¡:.i<rt-.:: ?C j-:, l 



formación de metabolitos, as• ~l crecimiento d0 los 

tejidos y órg;H1os dt:: la semilla. Uno de ]Of; pos:iblf':F t.:;,ctorer;; qu•-: 

contribuyen a la impermeabilidad de la r.~~!:ta, f:1s l.:> oxidacl.cn do:~ 

compuestos tenólicos 

Poljakoff. 19751. 

el ferulico 

La t..:.>sta tiene su ..:•rig_:en ~.;:n varios tegumentos del óvuJ-::., 

cuenta con "42 cromosomas derivadc.s dir~ctament.e d~ la célul:01 

madre (Flintham y Gale, 19881. 

En el caso de los cereales, que son frutos cariópsides, en 

los que no existe la pulpa del fruto, la testa encuentré1 

fusionada a la cubierta del fruto (p~ricarpio) constituyendo 

ambas estructuras, una unidad. 

E:I. endospermo es el tejido caracteristico las 

Angiospermas. Este se encuentra rodeando al embrión. Es una 

estructura relativamente grande , en el de los cereales 

constituye el sitio principal de las reservas alimenticias, 

aunque en ot:ros casos puede no existir, como es el de la 

familia Orchidae o c•tro!; donde el enclor.;permo puede 

degenerar en la formacion de coti!edoni-:-s come óreanc•s de reserva 

(frijol). Las reservas n1Jt.ritivas del endospermo son utilizadas 

po2· el embrión, en las t::!tapas post.-:?-rion:.~s de la germinacion. 

El endospermo es un teJ ido tri ploide, ya que es •-.:1 produc t.:o 

de la fusión de 3 núcleoe haploid-es: dos núcleos polares < .t42. 

cromosomas) y un núcleo masculino (21 cromosomas), por lo que 

cuenta con 63 cromosomas (Flintham y Gale,1988). 

En cereales, el en.do"Sp¿,rmo esta compuesto por dos tipos de 

t.eJido: el endospermo almidonor:::c v la capa de aleurona (fig. 

I .1. b). El primerc~ esta forrnarJf) rt.•r .:-~lulas muertas, laf; 

que contienen las reservas nutritivas de la ~emilla, que en el 

caso de los cereales, estan constituidas principalmente por 

almidón y una fracción menor de proteinas y mine1·ales. 

6 



Respect0 la CdPa de alouroria, ést.a se encuentra 

recubriendo al ':.:ndc·spen:ic- alm1(Jonoso. Tit:::n<':! BU ori¡:;en en las 

células perifér1.::.'1s de est:e t•:..Ji.do, pu1:-d(• estar .-:.:.nstitulda por 

una o mas cap~~ de cóJulas. Erl el 

aleurond conti8na una ~·~la capd d~ c~lulas. 

Estas c~luJas tienen la caract~rlstica de no poder dividir

se, lo qu~: les c0nt1ere uniformidad en su ciclo celular. Alc~nzan 

su dit.-~renc.iao:.1..::-n final, al 1ntera.:..-:-.ic•nar con el GA 3 , sintetizando 

v secretandc• var.ia~ ~n:·.1mas hidr·:•l l r:icas hacia el endospermo 

a1m1d..:•noso , laz que .iuc,io:an un papel muv importante durf'tnte la 

germinación. ya ·.:¡ue ac ti victad permite que las proteinas, 

c.3.rbohidratos v minerales pres-entes en el endosperr.io almidonoso 

sean hidrolizados a metabolitos 

embrión en crecimiento. 

facilmente asimilables por el 

Dentro de lds car~cterlstjcas cltológ!cas de estas células, 

es importante men1: ionar que poseen una gruesa pared celular, asi 

come· inclusic·nC!':: e:eJulares d•~n.:iminrtdas cuerpos proteLcos 

tfl'·\nulos do al.:·,,1·<~n.a, los que constituyen los depósitos de 

proteinas y min~i·a10~. 

Con ri;:specto Ci.l eml:>rion., éste es el r)roducto del cigoto el 

que ~iguiendo un patrón orientado de divisiones celulares, da 

lugar a que ~st~ adopte 

posible reconc:c•.;!I': e Je 

fc,rma +-:!specl fica, en la que es 

~.;mb:·ionario con un cotiledón 

rudimentEtrin 1 '::'t':t.:!:i.::c;. r.:11 ld case del eje encuentra la 

radiculu , cut•i<:o!rt:.;i por la coleot·riza, mientraf" que ~n la parte 

superior del m1sm0 se tlalla ~1 coleópt:llo, el cual protege a.l 

t:allo (plúmula o .:~r·icr....,tilo). 

Las células del r:-m.b:· ~on po~~en el CC.Jmplemt:nto normal de 42 

cromosomas: 21 crcmosomas derivat:io!.'; d>:! lb ct!-lula madre y 21 

cromosomas prov~nientes del polen. 
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1.2 RESERVAS ALIMEtlTfCltt:S DE LA ::--:tEMILl..4. VE TH1GO. SU Ub!Ct\Clürl 

CEL.ULAR Y TISIJLA~. 

Las reservas a111nenticias de tina s~milla, est~n ccnst1tujda~ 

por grandes cantidades de carb·:ih.idrato:; (c.en°:ales J 6 l 1pidc·s. 

( oleagineosas J , un.;. peq1.1e;.a proror<: 1 ·_::ri d•~ pre.te in:, '.' un3 r_¿¡ rn irl<:id 

aún menor de compuestos inorg/,nic 1)S. Estos cc•mponentes d<':: la 

semilla, apovan el crecimiento v/o desar1·ollo de la pl~ntula 

las primeras etapas d~ lü germiri~ción. 

Aunque la composición qulrnlca de ~Stas reservas 

determinada geneticam~nte, puede modificarse por factores del 

medio ambientf:::: tales como compcis1ci6n química del suelo. clima, 0 

por factores de otro tipo, como es la obtención de variedades 

mejoradas seleccionadas a través de cruzas. 

Estas reservas se localizan como inclusiones intracelulares, 

en forma de a)ct.l~rpos PJ'Ot9icos (depósitos de prot:t:inas y 

minerales), b)es/erosoma.s (acumulos de l!pidos), cJ.am.iloplastos 

(gránulos de almidón). 

Estas inclusiones se pueden encontrar mayor o menor 

proporción en los dos tipos de tejidos que forman el endc•spermo 

(endospermo almidonoso y capa de aleuronaJ. 

En el caso de trigo, el endospermo constituye el ~itio de 

almacenamiento de estas reservas. aunque tambión ~e encuentran 

el embrión y en menor proporción a lo largo de todo el grano. 

En la tabla 1.1 se muestra la composición química de veiri?.s 

semillas. En ella podemos ver que el almidón constituye el 

nutrimento mayoritario Je le,.::; cc:re~•les comC! trigo t 1.=i:?). aunque 

también contienen proteínas {12.ü~J y lipidos i4.0~J. 

Respecto a los carbohidratos, especificamente el almidon que 

es el :nás abundante, se almacena en los amiloplostoE. Estas 

t:structuras sC>lo se observan dentro d~ las células del endospermo 

almidonoso, pero no dentro de lan c•~lulas de aleuroná. 



TABLA 1.1 COMPOSICIUll DE LAS RESEílV1\S NUTRITIVAS DE VARIAS SEMILLAS 
{UE.WLEY Y !ILACK, 1983). 

COllPOS 1 C ION PORCEllTUAL PR I NC 1 PAL Ol!GANO DE 
(!'_E_SQ __ s_r_rcOl _____________ RES_EBV_A ____________ _ 

ESPEC 1 ES PROTEINA GRASA COMPONENTE PRINCIPAL 
DEL ELll. 

Maiz {Zea Mays) 11 5 75 (almidón) Endospermo 
Avena (Avena sativa) 13 a 66 (almidón) Endospermo 
Trigo (T. aes ti vum) 12 2 75 (almidón) Endospermo 
Centeno (Seca 1 e cerca 1 e) 12 2 76 (almidón) Endospermo 
Cebo da (Hordeum vulgare) 12 3 76 {alnidón~ Endospermo 
Soya (Glycine max.) 37 17 26 (almidón Coti 1 edún 
Nabo (Brass ica na pus) 21 48 19 (almidón) Cotiledón 
Palma (Elaeis guinePn<;ic;) g 49 28 Endospermo 
Pino (pinus µinca) 35 4íl 6 Mega tofi to 

ELN (Ex trae to libre de Ni trógcno 1..ons is te bás i e amen te de a 1 midón • azúcares libres 
y dextrinas.) 



identi!"1c..i1r t:ipns 

amiloplastcs, le11ti·:Ul~r0s ~ csféric0E. c01) un 1~1·gc· qu0 V6 de 

3µ .. Ambos tipo~ pueden cont~n0r· tanto ~mila~a cc.mo amilopúctir1~ 

solo uno de los ti.pos dr..:: almid"'.n. Lei pr~ai:-:nc..ia ~::n l.~ semilla él>.: 

otros polisacAridos, alinidán, 

hemicelulosas y gal.ar:.t.ornandrtt1s, 

cuantitativamente, aunque algunos oligosac~ridos son vic~lcs para 

el embrión, ya que son parte de lo re::ervas con qu•:! s•~ i nici.:i l¿1 

germinación. 

Los carbohidratos que se encuentr~n en la cólula de aleurona 

son principalmente sacarosa, rafinosa y fructosa, los qu~ junto 

con otros metabolitos, permiten la r.t.pida proliferación del 

sistema intracelula;r de memb1·a.na y el de s!ntesis de ¡.... r ote!.nas, 

los que proporcionan las proteinas que servir~n como materia 

prima en la e1ntesis de las en~imas hidrol1ticas inducidas por el 

GA3 . 

Las proteínas constituyen un segundo componente de las 

reservan de los cereales. 

se sabe poco respecto a las proteinas de las c~lulas de 

aleurona, aunque su composición parece ser muy diferente las 

proteinas del endospermo almidonoso (Tabla I.2). En amt·os 

casos, las prote1nas parecen ser sintetizadas por polirriboEomas 

unidos a ret1culo endoplásmico, acumulándose en los cuerpos 

proteicos CFincher, 1989). 

Las proteinas del endospermo almidonoso 

basicamente por péptidos sin actividad 

estan constituidas 

metabólica. Se han 

cl~Dificado en bas& a su solubilidad en varios solventes, 4 

grupos como: 5Z.utolina_c; (solubles en alcali 6 ac.idoi, protar..Ln".)"~ 

(solubles en alcohol acuoso~, e~l<"'bul (nrts (solubles en soluciones 

salinas) y atbúminQ.S" (solubles en agua), predominando en trigo, 

las prolaminas y glut~linas, ya que juntas representan 80% de 

la proteina de reserva, mientras que las restantes contribuyen con 

un 15%. Dentro del grupo de las albúminas y globulinas. 

encuentran enzimas como (j-amilasa y proteasa 

proteasas ( Fincher. 1989J. 

10 
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las gliadinas del trigo, q~c por 

esenciales son co11sid~radaE como d~ t·aj~ cdliJad nut1·ici~n&l. 

A través del an~lisis ;Je de 

inmunolóeicos se ha puezto dG: manifiest•.)s que dentro d"; 

C!.::t.IJ·jiCS 

cen~:.:11 

particular la6 prolaminas constituyen mezclas polimórficas, que 

pueden clasificarse en varios grupos. cada cc•nt.eniendo un 

grupo homólogo de protelnas estructuralmente relcicionadas, las que 

derivan de familiar:; de alr(!dedor de 30 genes {Heidecker Y 

Messing, 1986) . 

En cuanto al 'tamar-i.o, los cuerpos prot.eicoo dt::l end.::,zperm•::

e.lmidonoso son diferentes a los que se encuentran en el embrión. 

La comparación de la composición en los aminoAcidos de las 

proteinas del endospermo almidonoso, con los de las proteinas de 

la capa de aleurona (Tabla I.2.) sugiere distribución muy 

diferente de las proteinas que conforman ambos tejidos. 

Los minerales constituyen otro elemento importante para el 

desarrollo de la serniJ Ju. En lC•H cereale<s eEtos se almacenan en 

la forma de salez de calcio, magnesio y potasio del ácido f!tico 

(hexafosfato de mio-inositoll, complejo conocido como /Ltina , el 

que se encuentra inmerso en la matriz de proteLna de la célula de 

aleurona en forma de inclusiones cc•nocidas como tJl.oboid9s. Estas 

inclusiones de minerales ~stán practicamente ausentes de las 

células del endoBpermo almidonase. {Bewley y tHack, 1983j. 

El contenido de fitina y la composición de la misma, varia 

con la especie y variedad de la semilla, pues mientras que la 

fitina de trigo contiene l .S~' de magnesio y 12~~ de calcio, la 

fitina de avena contiene 151~ de magnesic., B. 3~~ de calcio y 5. 77. 

de potasio IAshton y WilliamB, 1959). 

A la fitina se le ha adjudicado ser una fuente de fósforo, 

12 



¡:.t:r•:• t.~u1t.i.:·n , .. .;;;pr•':sr.!nt':. u1w l'<:Z•.:1·v.:. pot~r.r~i;:iJ .j._;,. 1:dl•.~·:·. r.léq:no;:.sici 

'I p•:·ta!-:~l<:•. 10s que :"t~ j.Jt:o·:·r.;.1-1¿1n ,'11 fílf':dt-:• p~1f'¿1l•-::l.::.rn•:c:nt·::: •:.on e..t 

t'óstr•ro. vL~ la ~Gt1vldd··1 do la fiTas~ rYl~ 1 ~1-

Ai tln.=Jltzar· u, Oldduraci..:>n .j..,~ In !:'Amilla, .;,sta ~1d1uiere un 

estad0 de latenci~ caracteri=ado ~nt1·e otros aspectos, por un 

t.aJ·:i cont-:;nidc· di?::! ai;::ua v una tasa metaból tea disminuida, debída 

r~,:.r un l<i'JO. ld 2na~tivac1ón oje ~nzimas asi corno una 

dism1nu:1en gen~raJi~~da en la sLnte~iE de proceinas. No obstante 

t~l situaciori. ~~ta p~1~~e revertirse, si 1~ semilla se coloca 

nu~vamente en condiciones adecundas de agua, luz, temperatura y 

tensión de oxl g<:::rw, con lo que .:icurren serie de eventos 

tiioqu1 micos v f ic i ologicos. que fj naJ mente inducen en el embrión 

·:.ambios morfológicc•s cai·acterizados por la emergencia de la 

radlcula, t'enL">m~no al que se ha llamado convencionalmente 

Aunque el fin d~ la latencia requiere de la participación de 

los f ,':tC tori:cs rn.-..:.-J i ·=· amb ientol <:!; va mt:!nc. ionb-j0i:; (agua. luz, etc_ ) , 

se reali.::a expensas de las 

reservas nutritivas de la .semilla formi:tdas durante el llenado del 

grane cuva util1zor.1,~n €.:!'; -;l prc.ductci de .la acción concerL.ada de 

com¡:.uestos Cúl)C•C idos .e:ener i e aml':!n t.e de 

.sus efect•Js ¡..>ueden .jal'se a varios nivele~. '/'1 que óztas 

pueden acumular~e con e.l fin de prepeira.rse para una subsecuente 

participación er1 ~1 control de la germinación y crecirnien~o 

temprano de Ja ~1~ntula, µtH--:d€!n Pdrt 1cipar tc.mt·iL-n en el 

crecimiento del fruto v su desarrollo, 

de materia sec~ dentr0 de la ~~rnilla 

crecimiento y des6rroll0 de la semilla. 

como en el movimiento 

,:>.dicionalmenlE! el 

E:;tr:•s ~v·::ntr)g parecen estc.r controlados por un balance muy 

fine, de J.as hormonas, donde este balance es mas import.ante que las 

cantidad~s ab~0lu~as de una hormona en particular. 



Fig. I. 2. Reacción catolizado por la titas o 



d.). -,,,.t t l ~~.-,....; 

b). -cLto.;-· r..'-). -.:..ctdc: .1bsc.lstco 

e:>. -at1 

Las estructuras de las pz·incipaJJ_:.:: iitC>11or111c·riDs pued-:;" 

observarse ~n la figu1·• l.~. lMayer y PolJaKoff, 197S). 

AJ GIBERELINAS: Estas hormonas son c.:•nsidt:rarJus quimic.c.mE:nt.:· 

como ácidos di terpenoides derivados del r"n l -Y:tiux·-16- eno. Ei-.. ': ;,¡, 

relacionadas con el acido giberelico (GA 3 J ya que compcirt.en •:;J 

anillo de gibano. La mayorla .je .;?ll.:.5 tienen 20 carbone.s. S1J mc·dv 

,je acción y los efectos metabólicos qu·~ prvducen son de in te res. 

pues conducen al fin de la latencia. (!!gura I. 4) 

Se han aislado alrededor de 50 giberelinas t.ant.o de plantas 

superiores como de semillas, aunque la mavor!a se han obtenido de 

semillas. De las g!berelinas aisladas, solo algunas tienen 

actividad biológica (GA
1

, GA 3 . GA 4 , GA 7 , GA
9

. GA 21 . GA22 l 

(Khan, 1982 y MacmiJ.lan y Takahashi, 1968). 

Mientras que en las plantas producen alargamiento del talle•, 

en las semillas causan la di.solución del contenido del endospermo 

almidonoso, v!a la actividad de varias hidrolaEas. 

Durante la maduraciQn del grano. lan giberelina$ se almacenan 

forma de glucósidos, debiendo hidrolizarce durante el inicio de 

la germinación {Lang, 1970}. 

modelo mas aceptado sobre el proceso donde ellas participan. 

sugiere que éstas pueden formarse en el embrion de la semilla en 

germinación {Yorno y varner, l.971 y RadleY. 1967) y de ah! dif"undir 

a las células de la capa de aleurono donde ejercen la induccion de 

hidrolasas, existen evidencias de que la comunicación hormonal en 

el grano en germinación es mucho m.'ls compJicada que lil 

in.icialmente sugerida por este modelo, ya que la capa de aleurona 

1$ 
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no parece ser el Onico sitio de produccion de hidz·olas~~. ruoG 

también el epitelio escutelar produce un cierto nivel de a-amila~n 

v (1'-glucanJsa (Gibbons, 1981 {citado en Baulcomb·~ v col .. 198.'~i 

v Radle'/, 19b7). 

Adicionalmente Treuavas ( 198:21, se~ala qu<.;: •:.:l nivel de GA 
3 

producidc por el •.::mbrion es inadecuado para expL!_car la curva 

dosis-respuesta de GA3 -a-am1lasa, ya que la con~entr~cion de l~ 

hormona necesaria para la prod~ccion de 8-amilasa, varia en cuandc 

menos L+ ordenes de magnitud, respecto al contenido det~!rminado en 

el embrión. por lo que el autor propone, que 121 fuent~ de 

giberelinas activas radica, la de giberelina~ 

conjugadas del endoS.P•?rmo. 

Atzorn y Weiler e 1983), utilizando anticuerpos ezpeclficos, 

fracciones separadas cromatograficamente de varias r~~gic·ner: 

del grano de cebada, encuentran que la g!berelina GA 4 . es la únic~ 

cuya producción sigue un patrón paralelo con la producción de 

0t-amilasa. Además cuando aplica mediaE 8emillas 

desembrionadas, estimula la slntesis de o-amilasa, a pesar de la 

presencia de inhibidores de la slntes1s de gib·:;:relinas. por lo que 

los autores est:ablccen que debe exist:lr otro factor p1·ovenientr.:! 

del embrión, diferente a GA3 , el que sea el ~ausante de la 

síntesis de hidrolasas, posiblemente GA
1

, ila 

causaba un incremento el nivel de GA,,) 
molécula que inactive al ácido absclsico. 

cual 

tal 

observó 

vez aleunñ 

Bl CITOC!NINAS: Esta~ fitohormonas son derivadas de la adenina. La 

zeatina del maiz. pertenece a este grupo. 

No están claros ni su lugar de sintesis, ni sitio de 

acción, como tampoco mecanismo. aunque parecen tener efecto 

sobre el metabolismo de RNA (Hall y col. 1967). 

Se han involucrado con procesos mitóticvs cltocinéticos. su 

unión calcio, aumenta sinergicamente lb producción 

etileno (Lau y Yang, 1975) 
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Fig. 1. 4. Estructuras de 5 giberelinas comunmente encontradas en semillas (Bewley, 1963) 



d0 121 :.:eat.ina, t'.'tf:tl1 

parece acumula1·se en el embt·1~n IMAYer v Poliakoff. 1975). 

Las semill~s mdduras contier1en baJo~ nivelec de citocininas 

endogenas (Davev y Van Stad~':n, 197-Jl. los que Pt'nman-;-.::en bajos 

durante la germinación 0 elongación de la i·adicula. 

OuE:da aun por estl\t•lccer. estos compuestos 

sintetizados durante el desarrolln de la semilla ó durante la 

germinación. 

Miller f19~8¡ mostró que la cinetina promueve la germinación 

de ~emillas de lechuga v que requiere adicionalmente de luz roja 

para la completa expresiOn de su efecto estimulatorio. 

Cl AUXlNAS: A este grupo pertenecen el ácido indol acético {lAA) y 

sus derivados. se sintetizan a partir de triptófano (Schneider 

y Weghtman, 1974) . 

Pueden estimular la t;errninaci.ón en condicione!: muy especiales 

de luz y temperatura, pero normalmente tienen muy poco efecto. Lo 

que sl parece claro, es que no existe respuesta por las sernill<'Js a 

concentraciones fisiológicas de IAA, aunque sl en partes aisladas 

de la planta. 

Predominan en la semilla en desarrollo, más que en la semilla 

madura. Se acumuldn en el endospermo y disminuyen su nivel al 

alcanzar la madurez (Khan,1982) 

Las auxinas P.n la semilla se encuentran en forma combinada, 

va sea con mio-inositol, arabinos~ 6 enlazadas 

<Nichols, 1967, Shantz 

BandurskY.1972). 

y Stewart, 1957 

(3-1,4-glucanas 

y Piskornik y 

No obstant..; .~xistlr una buena c0rrelación entre los cambios 

en los niveles de auxinas y el desarrollo de la semilla, no se ha 

comprobado una posible relación la germinaci6n. por lo que loE 
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la 

libres. 

conJti~adhs. sobre ~l ~0nt1·01 tl:1l ~re~imient.o de la 

(Veda v .:vl, 19','lll 

form;,,r. 

plAnt.ula 

Dl E:TIL'CNO: Su efect-c:o debí~ S•.o!r considura(10 como el de un factor de 

regulación 'jel cr·~cirnient.o. ya qu•.:i se ha mof;trado que estimula la 

germinación de v~rias sem1llc1s (Jon~s, 1968), aunque no se tiene 

la cert:.e::a si r;u efect.eo es sobre ..-..;-1 fin de la lat.+:o'f1ci.oi o sobre la 

regulación d0l crecimiento lnmedioto lo puesta de la 

germinación. El etilen._• se forrn¿l muy r.\pido en cuanto empieza el 

periodo de imbibición de la Et'!milla tAbel0r: y Lom:kii., 1969). 

El et1leno puede aplicarse a las semillas la forma del 

.\cido 2-cloro-etano fostónicc•, el CUi:!.l se descompone etileno 

presencia de agua v un pH de : •. o lMay~r y PoljaV.off. 1975}. 

E) ACiüO ABSCI SJCO: E1 .'.~cid.:· at,.sci.sico constit.uye un regulador del 

crecimient0 de plctntas importar1to considerar, ya que ha 

comprobado tien•::: un efec.to inbibitc•rio sobre el proceso de 

germinación ! F lintha.m y Ga le. 1 <;11:\l') Adicionalmente parece el 

responsable d0 la Laton~ia de varias semillas, asi como de evlt~r 

la .1erminaci.:.·n prom;,tura al controlar el crecimiento del embrión. 

También inhibe varios fe:n•!>m<O!n•:>S del crecimiento de l.as 

plantas, causando por ejemplo la abr-;cición de las hojas en algunas 

especies como algodón {úhY.Unk1 , .;-.. 0.:., l':"l~::) 

Su efect..~· puede ser revertido por '"l acido giberúlico :1 la luz 

CChrispeels v Varner, 1967). 

Se loca.liza en varias partes de la semilla, y aunque en 

algunc•:. cai:>Uft ~a rece prc•v'2.'nir de l.a planta madre, en T. aest t:vum 

parece sint~ti::arce en el embrión. v e::n el endospermo a partir de 

mevalonato IHilborrow, 1974). 

'¿() 



dehidrofaseico, durante la madi1raci~n de la S'2milL1. Sir--ndc_. 

posible que el absciscc· que sobr~viva & la germin~ción s~d el qu~ 

ejerza Junto con ot.ras horrnon<'l.s (Lj,\'.:I J una frc.cción del c<::>n'trc·l dE: 

la germinaciOr1 (Galsan v col .. l97~1 

I.4. -LA MOVILIZJ\CION DE HESERVAS Y SU HEGULACIOM 

El establecimiento definitivo de la germinación de una 

semilla depende en eran medicta, de que el embrión se abastezca dQ 

nutrientes alternos a loE ya contenidos en ~st~. En el caso de 

granos de cereales, estos nutrientes 

endospermo de la semilla. 

Esta etapa en el desarrollo de una 

m.oul t lzac ión de reservas, es inictad~1 

E!ncuentran en el 

semilla conoce .. como 

y controlada pc.r una 

giberelina, cuya actividad da luear a la s1ntesic y secreci6n al 

endospermo almidonogo de varias hidrolasds. que degradan los 

nutrientes, los que a traVi.;."'s de e:tapas subsecut=.:ntes del proceso de 

rnouili2acLón de reseruas, son asimilados por el embrión. 

El proceso de movLtLzactón do resorvas puede resumirse en las 

siguientes etapas: (figura I .5). 

a) S!ntesls y secrecL6n. al endospermo almidonoso, de enzimas 

hidrol1ticas. 

b) HLdi·oL tsis del contE::nidc del endospermo almidonoso (almidón. 

proteinas, lipidos, minerales). 

e) Adaptación quimLca de los productos de hidrolisis para su 

posterior asimilación. Por ejemplo, el producto final de la 

hidrólisis del almidón, es una ffiéZCla de maltosa y glucosa, 

ambos azucares deben ser tranoform<.ldos a cactirosB en el 

escutelo, antes de ser asimilados por el embrión. 

d) Transporte de los productos de hidrólisis, hacia el embrión. 
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const:.it.uir el inici':' <je .13 ir.outlt::cr.cton. dr:.~ rt?~!?.t't.Jo..5 'I s•:!r •::l \:'~.~~ . .:· 

limitante de éota, su es~udio ecnetituye un pur1to intcres~n~0 

e!:itudiar pues da la opt:•rt.unidad ~.-Jicí.onal •Je :incursic·nar !,·; 

investigac:i.ón sobre el mEicanismv d#O! r•.:.r;u lac ión ser: u ic\c-, por '~ l Gi, 
3

. 

Respect.C• o la forma en la cuaJ 

secreción de hidrolasas S•..:! ac•.!Ptil q•F~. lo 1_;iberellf"u:\ t·r·: 0 veni·~r.t..i:: 

del embrión, al int.eracci·:·nor con las .:.élulas blanr:o, p1·es-:,1;t•.:-.s ·~n 

la capa de aleurona, promuev~ en ellas varios ~umbioz f1sicc•s. 

bioqu1mic0s y fisiológicos, qu~ las ccnduc~n l.o. slnt.csis v 

secreción al endospermo a lmidonr1~;c1. de en::.irnas t1idrol 1t1·:~.s-

o.- ami lasa Est.:~ proceso finaliza, cuand.r~, La ~.l~ntulil ha 

alcanzado el estado auto'tróf o. En la figura l. 6 se rt:!';Um(: lei 

relación entre la producción de GA
3 

por el eJe embrionario y el 

escutelo, la producción de cc-amilasa por la capa. de a.leurona v l.oi 

producción de solutos en el endospermo. 

Al igual que la et-amilasa., .la proteasa, et-glucosida~a.. pent.,-:>

sanasas y dextrinasa limite, son enzimas qua requieren la 

participación del GA
3 

para 

Black, 1983). 

s1nt..asis y secre-~ion tBewlr::y 

Exist~ un segundo grupo de enzimas. cuya slnt.esis es 

independiente de la horm.onri. no asi su liberación. D·~nt.ro de ést~ 

grupo se ubiGan ló n-1,3-glucanasa, la fosfatasa ácida V la 

ribonucleasa (Chrispeels y Varner. 1967 v Pollard, 1969). 

Para. que la ¡;iherelina pueda ejercer su accit!>r•, es necesaric.. 

que la semilla complete su sistema vascular, va que es la vla q\10 

le facilitarA el transporte desde el E:itio de sln'tesis í18sta las 

células blanco tcélulas de la capa de aleur~nal. Esta etap~ toma 

alrededor de 5 horas 

{e~~l~v v Black, 1983}. 

partir del momento de la imbibición 

No se tia establecido, si el GA .3 "t:iene algún efecto directo. 

sobre la actividad de las enzimas que participan la 

movilizacion de las reservas nutritivas contenidas en las c~lula8 
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embrión 

-coleoptilo 

testo y pericarpio 

3 
hidr~s 

AG ~ almid~n y 
6 3 azúcares 5 protemas 

aminoácidos 

-radícula 

de oleurono 

endospermo almidonoso 

F19.I.6 h'elacién er1t.t·o:. le. pr-,:i,j•.ic·=16n de GA;::~ y l~ fo:·t·mac:161 

do: en:.:ime.~ t1i1j1·.;.litic~~: •=C•t"• 1& pr•:•dl1.:o::i6t"1 d.;, -::cduli:•S 
~l endoZF•et·rnc• <-:.lrn1dc•nC•$0 \-Jot·1ez y Arm:str•:•no;;i. l-:i7l 1, 
( 1 > Sin tes i :=: do:: GA

3 
pcn- el o::-rnbr· J ~;. 

'2} M1~ra.c;:16n d·::: CiA.:; 1·,a..::1.:.. le. ..:o.pe. Qe aleur•:•ne< .::on la •::•:·r·,z,e

gr_1ente indLictón de en::.trna'."::: hidn:-lit1ci1$. 
(31 y(4) Hi~r·6l1s1s do:: las del end·~spermo .:..lrnidonoso 
(.;ilrnid6n~ Pr"C•t-"'=lnas,et·=·). 
(5) Util1=.ac10r1 r:"C•r· Ed <;;!mbr16t1. d.;:: lo$ p1·oductc•:: de hi•;tr-6li=. 



de a.1.i::tirona v escutelo, lus que PClr•?Cen ~star Yft pres 1:!nte~ •::n el 

grano no gcrmino.(10 t r·incher, 1YU9). 

El proceso de disolucion del endospermo, llevci apl'1reJ<.1~ilJ., la 

hidróliSiS 'i°::O::il!l~t.i<:a tant.CJ rJF.: las paredes CelLJlare$ de lifG 

cólulas de aleurona como las del endoHpermo alm:ioonc)so. 

Ambeos Lipo!:> <le paredez. e~:;t.\n cl<.-'lsif.icadas c-:-otno P•lr>~de~ 

celulares primaria¡:;. pues no contl.cn~.:!n lir,nlna. Estt.n constituidas 

por hemicelulosas corno arabinoxllan&E y n-1.3 v 1,4-glucanas, que 

el caso del t.rigo alcanzfln p.:-•rcent.ajes del 66?. y 28'7. 

respectivamente (Bacic v Stona. 1981). 

Las enzimas que participan en 1;:1 hidrólisis de ambos t.ipos de 

las paredes celulares son xilanasas y 1,3 y 1,4-glucanasas. su 

actividad es muy importante, ya que permite la entrada al 

endospermo almidonoso de enzimas r;omo o-amilasa y proteasa, lo que 

facilita el ataque de sus sustratos respectivos. 

AdemAs de CA3 , laG giberelinas GA 4 , GA 7 , GA 22 , parecen 

ejercer algún control en la movilización de reservas. 

1. 4 .1. - HOVlLlZACION DE CARBOHIDRATOS, PAPEL DE LA o.-AMILASA 

El almidón que el carbohidrato m~s abundante 

endospermo de los cereales, es degradado via la acción concertada 

de varias enzimas, que incluyen: o.-amilasa, {1-amilasa, enzima 

desrramificadora, fosforilasa y maltasa 

Otro fact.or que influye en la degradacion del nlmidón, 10 

constituye la proporciOn de las dos form~s principales de almidón 

(am11osa y amilopectina) por lo que la ruta de degradación puede 

ser relativament.~ diferente, en las diferentes semillas. La ruta 

propuesta para la degradación del almidón en chlct1aro, parece 

ajustarse a la siguiente secuencia (Swain y Dekker, 1966): 



l\LHIDON __.!__. OLIGOSACARIDOS -
2
-·-,. MALTOSA ~GLUCOSA 

SOLUBLES 

Participando lac sir,uiente~ ~nzimas; 1) 

n-amilasa y 3} maltasa 

a-ami laso. 2) 

A diferencia de la a-amilasa, cuya s1ntesia es d" 1101Jo, las 

demás enzimas que participan en la degradación del almidón, como 

es el caso de la n-amilasa, ya exi~ten dentro del grano seco y 

solo se activan durante la imbibición de la semilla. su actividad 

aunque muy importante, solo explica una peque~a fracción del total 

de la actividad amilol1t1ca, ya que el 90~ de dsta so debe la 

a-amilasa. 

La enzima desrrarnific.adora continua hidrolizando las 

dextrinas limite, ya que tiene la capacidad de romper enlaces 

ot-1,6 glucoaldicos, facilitando el trabajo a las amllaeas. 

De les enzimas cuya s!ntesis depende de GA 3 , la a-amilasa es 

la enzima que se forma en mayor proporción (60?.} {Ho y Varner, 

1974), lo que serla de esperar si tomamos en cuenta que el alrnid6n 

representa el componente mayoritario del endospermo. 

Adicionalmente a lo anterior, el método de medición de la 

actividad enzim~tica resulta 

reproducible (Briggs, 1967). 

rel at i vumentf:: sencillo y 

Por lo anterior, parece Justilicado el emplear a la o-amilasa 

como un monitor en el estudio del efecto del GA 3 sobre la 

movilización de reservas, concretamente en la parte de ósta, que 

se refiero a la s1ntesis y secreción de enzimas. 

El rnodelo experimental 

consistido basicamente en 

empleado en 

el empleo de 

este estudio, ha 

medias semillas 

desembrionadas y especialmente capas de aleurona aisladas. 

Este modelo posee la caracter!stica, de que no obstante 
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~eparar~~ dol r~~tc• de los tejidos d~ la seinilla, laE cbltilas de 

la capa de aleurona ret·ien·~n la cap;;.cidad de reapc·nder-

especificamE.<nte a..1 estl m11l·~· dol Gi-..
3 

¿idlcionc•do ~xor;enumentc, al 

igudJ que e11 lb s~rn1lla c01npl~td. dando la oportunidad de medir en 

el medio de incubación la ~ct1vidod de o3lg11n2\ de las <::nzimq8 

hidroliticas inducid~s por la fi~0hormona. 

1.4.l.1 INL'UCC [ON IJE ..:t-AMlLASA 

Como ha sido mencionado, la s1nt:esis 'I secreción de a-amilasa 

esta bajo el cont:rol dv una r,1Derelina. Cuya s1nt:esis do novo ha 

podido ratificars~. entre otros factores por el analisls del 

efec~o inhibitorio causado en la producción de la enzima, por 

agentes como cicloheximida, la cual inhibe la síntesis de 

proteinas (Chrispeels y Varner, 1967). 

La formación de o-amilasa puede, observarse experimentalmente, 

si se incuban capas de aleurona de ceba.da con GA3 lµM y calcio por 

24 horas, para finalment~ medir la actividad de la enzima el 

medio de incub¿tción y en el tl'!Jid\':., La gr.).fica de la cinética de 

producción de a-a.nlilasa qu.: obtiene bajo las condiciones 

descritas se muestra en la fif.!ura I.7. 

En ellas puedt:. Ob!;:erv."\rs.=:::, que en ambos tejidos l<t enzima 

comienza a sintetizarse al medie• ha::;ta despuóE de 8 l1oras de haber 

adicionado l.;,. h'":!rMr"'lnA. Este perlado se conoce como fase iat1 6 de 

retardo. 

A partir de las gra.ficas de la figura 1. 7, puede observarse 

que en cebada, la mavorla de la enzima se secreta al medio, y que 

no sucede lo mismo con trigo, donde la mayor parte de la enzima 

permanece dentro del tejido a las 2.-. ho1·as. Además ambas gráficas 

indican que no ht1V acumulaci~n de lo enz.imd durante ln f<"se de 

retardo, y que la liberación comienza de::.pue-s de haberse rebasado 

éste periodo. Esta últ:ima observación indicarla que de tratarse 

de una sintesis de novo, durante la fase la15 debe 

mRNA para la e11=ima. 

formarse el 
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Tlrmpo de Intubación llll 

Fig. 1.7. Cinética ae inducclon de r.t-amilasa en cebada y trigo. 

Cebada: Cinética de la producción de ~-amilasa por 10 
capas de aleurona de cebada variedad Himalaya, 

incubadas. La actividad enzim~tica se midió en el medio 
de incubación y en el sobrenadante de un extracto del 
tejido, la activid~d total se refi~re a la Euma d~ 
estas dos actividades CChrispeels y Varner,1967). 
Trigo: 10 capas de alurona de trigo var. Potom S-70 se 
incubaron en 2 ml de medio de incubación en presencia y 
en ausencia de GA~ La actividad amilol1tica 

determinó en el medio de incubación y en el extracto. 
El total representa la suma d~ estas dos actividades. 
(8ernal. 1978). 
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Uespt1és d~l periodo [~¿&, se r:observa una r<~spuE:sta lint.:al. 

durant~ las sigt1ient~s lb h~rau. MJent1·as que ·-~l t"--'J ido la 

Es obvio a partir del analisis de la gr~f ica obtenida PQra 

trigo que la enzima requiere la adición de GA 3 , pues se c-btienen 

niveles muv bajos de en;:imet cuando la hormona no se adiciona. 

Los cambios ultraestructurales obzervados por microEcopia 

electrónica <Evir1s, 1971, J0r1~s. 19bY v Gubler. 1086) durante la 

iase la.tJ son cont;1·u0r1t~c:s ·-:-c·ri l.::.. ~.:dab·1r,ic..ión d(, la maq1Jinari.=i 

celular requerida para la s1ntcs1s del m>::nsa~~ro de C1-amilasa y 

su expresión, pues adem.'lis d<:! que los cuerpos globoides 

desaparecen, los cuerpos proteicos d.::: la aleurona coalecen para 

formar grandes vucuolas, el número de esferosomas disminuye y las 

mitocondrias desarrollan una gran actividad metabólica. indicada 

por la formación de crestas bien definidas, existe una intensa 

proliferación de retículo endopl~smic0 y complejo de Golgi, los 

cuales son sistemas relai:ionados r..:0n ]¡;¡ elaboración del aparato 

encargado de la sl1ltesis de protelnas y de su modificación. 

Basados el t1echo experimental de que la slntesis de 

a-amilasa, corresponde en realidad a una slntesis de 1-iouo CFilner 

y Varner, 1967), se han realizado iOV<;::Stigaciones con e] fin de 

conocer el mecani~mo por el cual el GA3 , causa esta inducción de 

cn::imas, 

Estos trabajos han ido encaminados a ¡·esolver si la hormona 

actua a nivel de a) inducir la traducción 6 b) la transcripción. 

Sigui ende. estaS lineas de traba Jo, ha visto que la 

síntesis de ~-amilasa se detiene, si al medio de incubación de 

capas de aleurona de cebada, se adicionan inhibidores de síntesis 

de proteinas cerno cicloheximida, ratificando que el proceso 

corresponde a una sintesis de nouo (Chrispeels y Varner, 1967). 
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Un.;i ~ituacil')n sind lar e.curre en trigo cuando, se: t1.grer.an 

sintesis de RNA me11saj~ros rcordicepina y ~Gtincmicina Dl, ~~r<· 

no si éstos se ararJen 1:..: horas d>:!spu0s de J.a. :;dici·.::n d;:d ;" 

(8ernal, 1978). Tal resultddo indica que ~1 mRrlA para a-amilas~ 

debe sintetizi:lr durant.=~ l~s prim~~r.:is 1;; h·~:1 a::; d•..:: 1;:1 apli.:u·:i·~·n 

de la hormona. 

Observando la figura 1.7 puede deducirse que éste mensajero 

parece ser relativamente ~st&ble, pues la s1n:ccis de l~ pr0tei11a 

mantiene por 24 horas. 

Basados en el antecedente de que la producción di:: ct-flmilasa 

obedece a una slntesis de nova, Higgins y col. ( 1976), propcnen 

la hipótesis de que la hormona debe afectar los niveleE; del mRNA 

para Q-amilasa, el cual s~ ha visto en otros si~teruas, contiene 

una secuencia poli-A+ en el extremo 3", de manera que los 

autores aislan RNA-poli-A+ de capas de al.eurona de cebada 

estimuladas con GA3 y realizan la traducción t:n vt:tro del 

mensajero encontrando que, efectivamente el GA3 aumenta el nivel 

de mensajero para et-amilasa, a partir de 3-4 horas de adicionad"' 

la hormona. 

Bernal,L. (197Bl utilizando una metodolog1a similar a la de 

Higgins y col ( 1976), corrobora su:-. resultados solo que emplea: 

para la traducción in vítro, mensajero aislado partir de 

capas de aleurona de trigo incubadas con GA
3

. 

Posteriormente, Bernal y col { 1981), mediante el uso de cDNA 

especifico para el mensajero de a-amilasa, determinan que el 

mensajero aumenta alrededor de ~o veces en aleuronas que han sido 

incubadas por 16 horas con GA3 . 

Rogers y Milliman {1983) aislan un clona complementaria al 

mRNA para a-amilasa a partir de capas de aleurona de cebada 

inducidas con GA3 . Del anal is is infieren que existen dos 

poblaciones de mRNA para o.-amilasa derivados de diferentes genes 

estructurales, cuya expresion esta baj<.) el control del GA~~· 
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B.01111<.:üJ:\t":! ·¡ Uu1LH·J {l'-'tJ_il ::':•n·:luv•~n. -•.! tr,'lducir 

'"11 ktlA-¡::•Vli A .. citSl<°!dr·· <jC c.apdS -·t':! ,'ll~_)ur·r_.na ci"-' trl,f.C i~r>t1rnuladi1f." 

con <JA~.· qu•.: •'º•-l•.: n•'.• sol':i c¡umentd 1:1 ~lnt•.:!f::i: ,;¡._-!l m···nea_i•:::rr, r.;..a.ra 

n-:.milPIE-~il. :.:in" t3rut:-1.~n .lit !;;lnt~.::t:i:"; d•_: •:,tr<;•S t- r'•°!'~'t.idC>!S m.'-\~. 

tv1-ici0nt\!m,.·nt•::, ~\ tr,,;•1·'.·::· .J.-_: •_::•q_•'ó:!1-1m--.::nt···f· •J·~ r1ll'l·1di::.acic.r, 

los que empl·~~'"lr-:,n cc-mo sonda~- .!.o~· c!.\Ht\ 0nten1do~~ -.-1~.:: L.:.s RfU,-p.:·11 

A inducid.::-::; rF:or G1\:1· rr:uC~'.'trt1n 'lll•.'.: ··.:l .:'\Ument':• prr.•r.i···vidr:• por la· 

hormona, as m~~ prolon~adc· para el rnongajero de ~-amilasa. que 

para los ot1·os 6 mensa jeras. 

1.4.1.~ 1~0EtlZ1HAS DE a-AMILASA. 

En la actu.:ilidad es bastant:e claro, que la degradación del 

almidón promovida reé.t lment.-;, por di versas isozimas de 

~-ami lasa. Este peiJ.irnorfismo do:? proteínas es el resultado. de la 

expresión de dos familias de genes difercn~es, 1n~s que de 

modificaciones postr~duccion~les (Nishikawa y Nobut1ara, 1971). 

dc-s grupos de 

proteínas que han clasificado de acuerdo su pI' 

inmunogenicidad v control gen·~ticc.~ en: el grup·'..'I isoenzimas de pl 

alto y el crupo de iNoen~1mas de p! baJC. 

En t:rit;o, estas familiüs di.::· genes se d~nominan cc•mo o-..trny1 a 

los que codifican pAra las tsoenzimas de pl alto (6.3-7.SJ y como 

o-Am.y:.2 a lan que codifican para las isoenzimas de pI bajo 

(4.9-6.0J teniéndo, 11 y lb alelos res¡:_,ectivarnente. Estc•s genes 

están codificados en los cr~mosomas 6 y del gencma de trigo 

(A1nsworth v col. ,198~1 

En cet.adu se denomina como et-Arr.yA, al grupo de genes que 

codifican para isoem~imas con un pl bajo ( 4, ':·-5. t l v como c..-AmyB 

a los ~enes ctiva expresión da lugar p1·oteinas de pl alto 

fS.9-6.6). Para cada uno de estos grupos, han aislado y 

caracterizado :?. 1soenz1mas. En el caso del genoma de cebada, 

estos ~ene<; est.;n situados en los cromosomas l Y 6. 



Durante la germinación de la semilla de trigo, los erupos 0~ 

isoenzimas mencionados no ~parecen simultaneamente. yn que eJ 

grupo de pI alto ~o-Amyl ¡ el que apan~c·.:! prim~ro. acumu1:.nd0St=" 

traves de la germinaci.ón, a diferencia del ótrc· grupo (o,-.·!r1~y:'.l qur;;

col, 1985) Una sittJC\cicr, lo hace posteriormente (La~arus y 

similar parece ocurrir con los erupos 

solo que invertida, pues es el grupo 

aparece primero y posteriormente lo 

(Jacobsen y Higgins,1982). 

de isc.H~nzimas de c~t•ada. 

de PI t·njo ( o-Am.yA) el que 

hé\ce el grupo de pl i.d t.:· 

1.4.1.:3. SECHEClON DE 0-AMlLASA 

La relación de los cambios observado~ por microscopio 

electrónica, (proliferación del retlculo endopl.\smico rugosei ( REr) 

y C·::>mplejo de Golgi, destrucción de los grAnulos de aleurona v 

disminución del numero de esíerosomas), con los eventos 

fisiológicos y bioquimicos que ocurren duran~e las primeras 10 

horas de la inducción de o.-amilasa por GA 3 , permiten construi.r un 

esquema de secreción para la enzim~. semP.jante al propuesto para 

otros organismos eucari.ontes: 

~--+ Comp e o 
~ de Golgi 

Veslcu as 
secretorias 

H&mb1·ana 
Plasm..'1.tica 

En plantas, éste modelo no ha podido detallarse, debido 

especialmente a deficiencias en los modelos experimentales, 

quedando por dilucidar muchos aspect.oo, particularr.icn"tc; lo qu~ 

se refiere a los sistemas secretorios específicos , asi como el 

sitio donde éstos ocurren. 

En el caso en el que la fortna de soecreción para a-amilasa 

fuera ve~iculada, como propone la secuencia arriba indicada, 

ha disc:-;ado un modeJ.o basado en loR estudic·s de la necreci:'.'::n de 

o-amilasa empleando tejido escutelar de arra~ (Ver figura l.B). 
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TRAllllCCION 

PROCESAMIENTO 
PROTEOLITICO 

GL ICOS lLACION 

ELlHINAClON DE 
OLIGOSACARIDOS 

l Precursor 1 1 

l'"Péptido eeñn1 

l Precursor 11 l 

± Oli gosncárido 
Tunicamicinn ~X,¡' 

Monensina ~X. 
Gal, Fue 

' 

REr 

COMPl:EJO DE 
GOLGl 

ADlC lDN DE AZUCAR 
TERMINAL 

1 Prcculr~::n:::cl 

i1-A!'t1 LASA HAD\lRA ) 

DESCARGA l -------Ht~!BRANA PLASHATlCA--

- - - - - - -PAREO CELllU.R- - - - - -

~F.tmo5PERMO) 

Figura l.B Mecanismo hipo~ético de la bioslntesis y ~ransporte 

intracelular de Q-amilasa de semilla de arroz (Akaaawa 

y Nishimura, 1985). 

33 



Algunas de las caracteristicas de este modelo, int;luycn (·~ 

hecho de que la proteina sufre una tüdrólisis, en la que se pierd~ 

el péptido sera!, para pütar post:.:=riormcnte por una ,gl ico~ l li\C i~.:n 

ocurriendo ambos p.rccesos durante la traducción. 

(Hiyata y Akasawa, 1982). 

En el caso de arroz. estas etapas parecen ll~varse a cabo en 

los ribosomas del retlculo endopl~smico. Según obs~rva del 

esquema de la figura I. 8, la glicosilación va precedida por la 

proteólisis . En trigo no se ha comprobado que la a-amilasa sea 

una proteina glicosilada. 

Uno de los puntos i.mportantes de comprobcir del modelo de 

secreción propuesto, lo constituye el paso de la proteinn 

glicosilada, desde el REr al compleJo de Golgi. Para tal fin se 

ha hecho uso de m.onens Lna, que cólulas de mam1fero causa 

distención de las cisternas del Golgi, bloquea la 

azúcar terminal y disminuye la velocidad del 

proteinas secretorias. Dcsafortt1nadamente, esto 

adición de.l 

transporte de 

no hei podido 

comprobarse en arroz, ya que es particularmente dificil aislar el 

complejo de Colgi y la incorporación de la droga ha sido pa1~cial. 

Dentro de las perspc~ctivas de investigación dentro de ésta 

area, se ha pensado en la localización dentro del complejo d8 

Golgi, de enzimas relacionadas con la m•Jdificación de azucares 

la proteina, como a-manos idas a y fucosil transfer<)sa, fin de 

comprobar la topograf1a del modelo propuesto para la slntesis de 

Q-amilasa (Akasawa y Nishimura, 1985). 

I.4.2 HOVILIZACION DE HINEHALES 

La capa célula de aleurona contiene la mayor reserva de 

minerales de la semilia ( 70&), la cual encuentra en la for~a 

de una sal mixta del Acido fltico, llamada fitina CTronier 

y col. ,1971). 



Su movili:::.a<::.i6n depende de la activ1d21d de lc"i enzima f1tasa, 

la que hidroli:::.a a la fitina pi-oduciendo i·ost·ato, los cationen 

asociados ica2 + Mg'.t:~, K~ ¡ y rni•~·-.inositol (V•'r fig. l :;.:) 

La fitasa es una enzima qL1e se ha aislado de los cuerpos 

proteicos de la capa de dleurona lt:r..\nulos de aleurcina) 

de los cuerpos protcicof: cleJ. endosperm0 almidonoso. 

pero no 

La t-i tasa va est~ presente -::·n granos de trii;o y cebada sin 

germinar, con una actividad lo suficientemente 

hidrol1:::.ar tadñ la fitina del grano, adem:..s los 

alta para 

asociados la fitlna pueden solubilizarse por 

hidratación del tejido (Eastwood v Laidman, 1971J. Tal 

ca"tiones 

la sola 

s! t:uación 

vuelve para.doj ica la presencia de la f i tci.sa en tales semi! las. 

En trigo, los niveles de la enzima aumentan durante el 

primer dla de la germinación, pero el GA3 no parece intervenir en 

ésta activación. papel que se le ha atribuido a algún otro factor 

proveniente del embrión, presumiblemente algunos 

nitrogenado~ como glutamina iEastwood y Laidman, 1971). 

compuestos 

E::l GA3 s1 purece es-r.ar relaclonadc.• con ln liberacion de los 

iones presen"t.es en 1 a f i t J.11<'-•. pu~s se ha observado qu•.=! ocurr~ 

rápida liberación de K+, Me 2 ·~ v fosfuto, después de 6-8 horas de 

haber adicion~vJo la hurmon¿;. Aunque no.:> se conoce el mec¿111ismo 

tr.;.vés del cual interviene el GA 3 se ha especulado que pudiera 

favorecer la formación de sil1tcma!J acarreadores de 

iones depend.lent:es do eni;.-:r gi a, dent1~0 de la membrana 

celular facilitando así, la liberaci<'".m de lc•s iones dentro de la 

célula de aleurona (Jones, 1973). 

Aunque en el embrión y en el eje eDcutelar, existen reservas 

de fitina, esta:i .son muy peque~a5 comparadas con las de 

de aleurona, considerándose signiticado 

la capa 

paz-et la 

germinación y no obstante que estos tejidos contienen fitasa, 
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ésta permanece continuamente inhibida por 1~1 .:.flue:ncia de iones 

fosfato provenientes de la aleureona {8ianchetti y Sartivar1a, 

1967). 

El hecho de que los iones fosfato sean inhibidoreo de la 

fitasa, indica que la actividad de la enzima presente en l~ 

aleurona debe estar regulada por el nivel de f0r;;f1?1tC•s liberados. 

El movimien'to de los Cflt.iones liborados ctesd·= la ceip.ei de 

aleurona a la plántula, parece suceder por difusión simple a 

través del endospermo. 

I. 5 PAPEL DEL CALCIO EN LA INDUCCIOH DE o-At11LASA 

1.5.1 CALCIO EN LA SECHECION DE a-AHILASA 

En este momento esta bien documentado, que el calcio tienc

un papel definido en el transporte intracelular y en la 

liberación de algunaa proteinas de varios sistemás secretorios 

animales, dentro de los que se ~uecle:n mencionar como ejemplos 

bien conocidos a 1a secreción de insulina y la o.-amil~"\Ba poi· 

células pancreáticas. 

En plantas, Chrispcels y Varner { 1967) fueron de los 

primeros investigadores que estudiaron el efecto de calcio en lb 

inducción de o-amilasa, estableciendo que la adición de 20mH de 

CaC1 2 a capas de aleurona de cebada incubadas con GA 3 , aumenta la 

secreción de ~-amilasa al doble de lo que se incrementa en medias 

semillas incubadas bajo condicivn~B id~ntic.:is. 

Los resultados anteriores indican que, la produccio..">n de 

o.-amilasa por estos sistemós experimentales, requiere de la 

adición exógena de calcio y dado que las medias semillas muestran 

niveles menores de o-amilasa que las capas de aleurona al 

adicionar a ambas la misma concenl:ración de cac1 2 , se puede 

pensar que los tejidos externos a la aleuron~ (presentes en la 
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medici nemilla. p".:!rc· ne· 'O:!n l~'I ·.:ai:,,;;1. de a.h.:!urond 1 poeeen el calcio 

necesario pal·a la inducción. 

Basados en el r1echo de qu~ la ~-amilasa enz.imea de 

<::::xportación. varner v Mens•-=- ( 1972) proponen que la exp·:•rtacion do 

la enzima se da en dos t:'.:t.af·a~ sc:parnbles: al •::!'l tronsp1:0 rt:e de la 

enzima a trbvés de la membrana (secr•.::!'ciónl V b} su liberación 

travt?s de la par~~d de 1-1 a leuron.=:i hacia el endo~permco, siendo 

esta ultima facilitada por •:atl.ones. 

Moll y Jones (1982) empleando el mismo sistema qu~ usan 

Varner v Mense {Capas df::!: aleuronaJ para estudiar el efecto del 

calcio en la secrecion de ~-amilasa, encuentran que la etapa 

limitante en 6st~. e5 el paso por la membrana plasm~tica y no por 

la pared, va que si el paso limitante fuera la difusión de la 

enzima a partir de un gran depósito presente en la pared celular, 

entonces la disminución de !a temperatura o la precencia de un 

osmolito como variables experimentales, no hubieran afectado la 

secreción. como realmente lo hicieron (figura I.9.) Además al 

medir cinéticas de secreción de la enzima, encuentran que la 

sec.reción do ól-.:tmi lasa tiene une. marcada dependencia por calcio, 

pues en su auccnc i.=i, la veloi:: idc1d de la secreción solo un 20~~ a 

30?. de la que se obtiene en la presencia de 10 mM de cacl 2 <figura 

I. lU). 

Los resul tadC's encontrados por ( Rodriguez, 19S9) indican que 

trigo, el calcio también es necesario para la producción de 

la enzima. Lo anterior puede deducirse de la figura I.11 donde se 

pon~ de rna~ificct~ que qu.:: incrementa la 

concentración de EGTA, Cun quelante con una alta especificidad 

para calciol en el medio de contiene capas de aleurona incubadas 

con GA
3

, disminuyen los niveles totales detectados de la enzima, 

los que pueden r-+?stituirse si se elimina el EGTA del medio de 

incubación y se adiciona 20 mM de cloruro de calcio. 

Jones y Jacobsen, (1983) estudian el efecto que tiene el 

calcio en la regulación de la secreción de la o:-amilasa y de 

otras protelnas empleando capas de aleurona de cebada, a las que 

37 



<( 

<( 
V> 

/~~ni ol 
<( 

en -' 
<( 

OmM 
:¡¡ 

-' 10mM s•c <( :¡¡ 1.25 ' ¡ ¡ b- 1.25 
<( IOmM 
1 - ca 2+ 

V> 

t:j V> ,_._,~ 

~~ 
1.00 º- 1.00 z~ 2 _, 

z< U1"J o -' 0.75 ~ o: 0.75 
~~ ,_._, en 
a:: V> m~ ww 0.50 ~ ~0.50 
~~ oz 

JofM 1 
t w- o2 oZ 0.25 ::::> C5 0.25 OM ,, 

o~ 
<( o 
Q o 0.5M 0.5M 
u ºo -' ºo o 2 3 4 5 6 w 2 (' 14 6 8 10 12 -' > ...... ('1) TIEMPO (horas) " TIEMPO (horas l > 

Fi·~· 1.9 Efect.•:• de la to;;.11.p.:1·atlira \a} ~· d•:=: . .-.:.;rnol1t..oz (b' :r:,bn~ la secr.;.:,Clétl a•7f 

et··arn1la~é< íMc·ll v Jone=:.t·:is:.:l. 

(c.) • So;: incubó •.ni& Cl•Pª de: a leLirc0 r1a do::: r::-::badr• c:on GA :i y 1 O mM de: ca i. 0.= t c. J 

de,~pLJé:: d·~ ;o,Jc:a11z~·1· un -=~teo.d.::i e-ztable la sei::rec16n de la c"rnbi0 

r..·:t- 1 vid~~d d.:: o.-¿;1n1 la$a secretada .:..1 medio. 

(L'J. B~·Jú } "".':" int-:-•o~s •::·:·r1d1ciones e~,pe1· 11w::1ü.:. 1-== ·"-'''él11ó ~1 efect.o d~ !;;'l. 

O.::, M d8 

ir.an1t0l. 



<( 

"' <( 

-' ::¡¡ 
<( 

1 
t:j 

w o 
:z: o 
¡:; 
<( 
o:: w 
CD 
::::; 

l!:l 
~ o 
<3 
g 
w 
> 

10mM 
1.50 Co2+ 

1 
1.25 

"' < > 
Ei 1.00 

-' w 
o:: 0.75 

"' OmM w 
~ 0.50 e z+ / o o z 
2 0.25 

ºo 2 3 4 5 6 
TIEMPO (horas) 

la con•=ent.r·ac16t-1 del cc.lcio 

pr·esi:,nt: e en e 1 med lo de i r;cubac i 6n sobre 1 a $eCrE:CJ. 6r1 de 

et-~r11il<"I~,.,. de ceti.:~d<:• (Mo11 y Jone: .• 19821 

hast.a ailcanza.r un n1v~l e!O.tc.bi-=: 

rn1di6 la ::..=.:cr·ec16n de l;; .::-nzirna a los tiempo· . .:. tnd1•-::<0tdO::•';;. 



U> 
e 
e: e 
:::> 
~ 
e 
o 
~ ........ 
e 
U> 
.2 :E 
e 
1 
~ 

Q) 
-o 

"' Q) 
-o 
e 
-o ·e: 
::::> 

EFECTO DE EGTA SOBRE LA SINTESIS DE a-AMILASA 

80 

10 20 
[EGT4) mM 

30 40 

Fig.I.11. Efecto del EGTA sobre la producción de a-amilasa. 

(Rodrlguez,1989}. 

Se midió la actividad total de la o-amilasa producida por 10 capas 

de aleurona de trigo incubadas por 24 h en un medio 

contenía µM de GA3 , 20 mM de aucc!nato y 

concentraciones de EGTA. 

40 

pH que 

dif'erentes 



después de l1abcr sid0 incubadas con GA 3 v ca 2 ~por 24 horas. 

les elimina ~st.e último, observando que la secreciC·n de la enzima 

se reduce en un 70':'·~-Bo':';. reDpectei d~.:: la que se obtierw 

presencia de 

secreción, es 

10 mM de CaC1 2 
pai·alela cor1 ur1a disminución en 

d!~minución 

la secre.:..ión de 

isoenzimas del erupo a (pl oltoJ, mientras quq la del grupo A 

independient.·~ de la presencia de calcio el medio. Estoµ 

resultados se ilustran en la figura I.12. 

I.5.2. El CALCIO EN LA SINTE.SIS DE a-AM1LASA 

Existen algunoa hechos experimentales que indican que el 

calcio participa no solo en la secreción de o-amilasa sino 

también en la slntesis de la enzima, como puede poner en 

evidencia del trabajo de Jones y Carbone!! (1984), en el que 

analizan el patrón de isoen=imas de o-amilasa obtenidas de capas 

de aleurona de cebada, concluyendo que la s1ntesis del isogrupo 

de pl alto ocurre, cuando la composición del medio de incubación 

incluye ademAs de GA
3

, una concentración de 

lográndose la saturación en la secreción 

0.5 mH de CaC12 , 

20mH de cac1 2 . 

mientras que las isoenzimas de bajo pI no parecen requerirlo en 

su slntesis. 

Por su parte, Mitsui y col (1904) miden el efe~to de calcio 

en la slntesis de a-amilasa de tejido escutelar de arroz. al 

determinar la incurporacion de r 35s-l-metinniné'l la enzima, 

encontrando qi:e su sl ntesis se saturo O.SmH de CaC12 , 

mientras qu•.! lo .S(:creción requier~ niveles mayores de lOmH. 

Adicic·nalmente, estudian que el ionóforo de calcio A-23187, 

promueve la bios!ntesis y secreción de la enzima. 

Uiekman y Jones {1985) además de ratificar las evidencias 

obtenidas por otros investigadores, ya presentadas en ésta 

sección, obtienen un cDNA para a-amilasa,con el que miden los 

niveles de mRNA para la enzima, aislados de capas de aleuronas 



MEDIO ORGANELOS 

+ + 
CaCl 2 

Fig. I.12. Efecto de la adición de calcio sobre la secreción de 

las isoenzimas de o-amilasa. 

Capas de aleurona se incubaron en medio con GA 3 y con o sin calcio 

durante 2 h después de haber s1.do incubadas E:n presencia de calcio 

por 22 h. Las proteínas secretadas al medio y presentes en los 

organelos fueron separadas por electroforesis en agar y las 

isoenzimas de a-amilasa fueron visualizadas por su actividad. A la 

derecha de la figura se se~alan las posiciones de los diferentes 

grupos de isoenzimas (Janes y Jacobsen, 1983). 

42 



que fueron incubadas r:•or 13 1-ic.ras con GA
3

, v sin Srr.M d·.: 

cacl 2 , y no encuentran diferencias el nivel d•::l rnens<lJ'.':rc ~n 

ambos tratamientos, por lo que c0n.:.luyen que •.::l ca.lc.io r, 1:• 

promueve un aumente• en los niveles del menDu.Jero de la ''.:m;;ima. 

En arroz, el calcio par-~c. .. : ojerc..i::r un ef,,...!cLo niv.,;;l 

po.st-t.raduccional sot·re:: la producción de la enzima, pu~..::s existen 

evidencias de que itlfluye en la f0rmacicn de dos tipos da en:ima, 

cada una con difereni:.e sensit·ilidad para ln c·::-ncent.ración de 

calcio {forma 5 y forma HJ. 

Se piensa que los dos tipos de proteinas est~n r€:gulddos 

diferencialment.e por ca2 ... 'I cnlmodullnB que cada o:::nzima se 

transporta intracelularmente velocidad caracter1s~icu, 

hasta ser descargada en el endospermo {A~asawa v Nishimura, 

1985}. En trigo este aspecto se desconoce, 

Los efectos generales del calcio en la inducción de 

et-ami lasa, observados en capas de aleurona, parecen repetirse al 

usar como modelo experimental, protc•plastos de aleurona { Bush y 

col, 1986). 

Adicionalmente estos resultados. se reportó que 

concentración de calcio citopl~smico cambia en función del nivel 

de calcio externo, lo que afecta dircctamen~e el nivel d~ 

~-amilasa secretada por prctoplastos de aleurona de cebada 

incubados con GA3 , en ausencia y en presencia de 20 mM de Cacl2 , 

encontrando quo::: -.:.u.:.r.d~ ~v:iste calcio externo, la concentración 

interna de éste es 601{. md.s alta qu~ la que se mide cuando no hoy 

calcio en el medio de incut.ación. Igualmunt·~ la producción de l.9 

enzima se favorece alrededor de 20 veces en el caso de los 

protoplastos incubados con 20 mH de ca 2•. Del mismo trabajo es 

posible deducir que las reservas internas de cnlcio present~s en 

las célula de aleurona, parecen no participar en la producción de 

la enzima, siendo necesario adicionarlo al medio de incubación. 

( Bush y Janes, 1988). 
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calcio externo tiene la protlucclon de 

algunas t1J.dr(•l..'..t:o;as prc.ducidas pc•r lü ·.:apo de aleurona de r.ebadc v 

trigo estimuladas por GA~, requiriéndose éste a un nivel que va 

de lll -a 20 mM para ot·t~ner una c·:.'mpl•:-ta secr~ción d~ o::staS 

enzimas, por lo que t•a.sad1..-. en ectos antecedentes Stc1-1art y col. 

(1988). establec~n empleando lü tl.-cnlca de activación de 

neutrones, que en la semilla de c.•.:bod.::i, la capa de aleurona es la 

que contiene la mavor proporcion del calcio total de la semilla, 

resultadc que sugie1·e qu& 0;;:ste tt:jldo, Junto con el endospermo 

almidonoso pudieran a..:.t.uar como reservorios del ion, factibles de 

usarse para la inducción de o-amilasa. 



CAPITULO II OBJETIVUS 

El esl:udio del mecanismo de la regulac:i.:on p,-,r GA 
3 

\¡, 

slntesis y secreci.:>n de enzima.E' hidrc·llt:ica!" .. dent:1·c, d··! l<is q1.1.-· 

se encuentra la a-amilasa. proporciona la oportunidad de abordar· 

el proceso desde un punte• de vista t•ioqulmicc1 , .::uvo me.:an:tsmo 

antoja pudiera ser parte cte una estt·21t·-·¡_:i.:. ¡,:._;·n-::r:1l del m.-::t . .;.t·:)lis;::,-

eucariontes, incluyendo a las planta.!:>. 

En alguna parte del proceso de indu·::civn de <.:-1-dmilast1 mediadr

por Acido giberélico, se requiere calcio. Según las cvidenci~E 

antes presentadas. el calcio tiene 

secreción y slntesis de la enzima, y 

mensajero. 

papel clar·:) nivel ele 

no en la sintesis del 

El hecho de que con cualquiera de los dift~rentef.' modelos 

experimentales que se emplean en el estudio del efecto d .. :l ácido 

giberélico {capas de aleurona de trigo, cebada, escutelo de 

y protoplastos de cebada), es necesario adicionar calcir:i al medio 

de incubación en un rango que va de lOmM a 20mM, sugi~re que éste 

debe de provenir de alguna fuente externa a la aleurona. Siendo 

posible atribuir este papel a alguno de los tejjdos que rodea a la 

célula. 

Mientras que en cebada, se conoce que el calcio ejerce una 

influencia marcada sobre todo en lo que respecta a la síntesis y 

secreción de las isoenzímas de pI alto, trigo esto 

desconoce, no obstante que tiene la evidencia de que la 

producción de la enzima al igual que en cebada, requiere calcio. 

No obstante que, la célula de aleurona contiene reservorios 

internos de calcio Cmitocondrias, REr, fitina), el calcio empleado 

en la inducción no parece ser éste. En caso de serlo, debe 

inmediatamente reemplazado, posiblemente a par~ir de alguna fuente 

externa. 



Bas~dos en la premiso ant.erj or, s·:: h,"'i pJ anteado que el 

espacio extracelular pudiera s~rvir ~om0 fu"'=!nt~ rJe culc1c· 

Se han realizado po<:os int"onros para medir ·~.l calcio de loo 

espacios que rodean a la aleurona. En uno de ellc.s .-~s t ablece, 

que en el grano de cebada, la capa de aleur·ona .<;::s la que contfene 

la mavor proporctór1 do calc1~ ~o la medj, &emilla, sigulendo 

orden de importancia el •::ndosp8rmo al mi deonr•so ( St~wrsrt Y col. , 

1988}. 

A la fecha n·-· ex:ir.t'="n report•~!:: n~sp,,_.-.,:-to a lü dlstrit:..uc1ón de 

calcio la somilla de trico. 

Asimismo es 1mportant<:! no soslayar el hecho de que para 

obtener las capas de aleurona. se sigue una metodologia que 

incluye, una esteril1zación superficial con hipoclorito de sodio y 

una imbibición en agua por 24 horas en el caso de trigo y de 3 

dias en el caso de cebada. Tal proc~..?dimiento podria tener un 

efecto sobre la solubili::acion de calcio, él que pudiera tener 

casualmente. alguna ingerencia en ~1 Preoce¡::;c• de inducci on de la 

o.-amilasa. 

~asados en las evid~ncias presentadas se han planteado los 

siguientes obJeti vos; 

a) Determinar los niveles de calcio total en diferentes 

regiones de la media semilla desembrionada de tri

go. 

b) Analizar si en algún paso de la metodologia seguida en 

la obtención de las capas de aleurona, se pierde calcio y 

en caso de presentarse esta situación, es~ablecer si éste 

tiene algun efecto en la inducción de o-amilasa. 

e) Establecer qu6 teJido de la media semilla, es el que 

aporta el calcio para la inducción de la enzima. 



111. MATEHIALES Y METODOS 

Ill.l Reactivos y material. 

La pureza de los reactivos empleados en este trabajo fué grado 

analltico (R.A. ). Dentro de estos se incluven ácido nitri~o 

CHN0
3

), l.1.cido clorhldrico IHCU. Acido sulfUrjco <1\;SOL.l, clorure. 

de calcio (CaCl 2 J, vodo 11 2 1, Yoduro de potasio (Kl), ~cido etilén 

glicol-bis(n-amino etil eter)-N,N tetra-acético CEGTAl. clorure• de 

sodio (NaCl), cloruro de: lantano (LaC1
3
l, ncetato de s0r:lio 

·(CH3cooNaJ, succinato de sodio cc4 H,,Ot.Na2 > y 

Ccloramfenicol y estreptomocina), 

antit>ióLicos 

Se empleó almid6n soluble marca Merck, mientras que el GA 3 
fué Sigma. 

El hipoclorito de sodio usado para esterilizar las medias 

semillas, fu~ marca Cloralex. 

El agua empleada en todos los casos, fué agua des ionizada. 

con una conductividad menor de 1 µmho. 

En los casos donde fué necesario esterilizar soluciones, se 

hiz6 empleando una autoclave a 1.1 Kg/cm2 y 120°c través del 

uso de filtros mil1ipore tipo HA 0.45 µm. 

El material de vidrio, siempre se uso después de haber sido 

lavado con HNO 
3 

al 10'?. ~' lavado proíusamente con agua desionisada 

111.2 OBTENCION DEL MATERIAL BIOLOGICO 

En este trabajo se empleó semi.lla de trigo (T. aiPstt:vum.}, 

var. Tonichi, cosecha 1985-1986, donada por Pronase. 

Para el trabajo se sel"ecci.onaron las semillas que retuvieran 

su integridad fisica, con un tamano uniforme, eliminAndose las 

semillas rotas y de color obscuro. 
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La germinación promedio de l<JS s•.!mil l~s usadas en el 

trab,:,.j._,fue- de g~,:"~. medid<:i ~~std ,-,, las 2'• h<:•I'<'r.S de imbibición 

<:.a 1as de Petri. a 2sºc v en la obscur1d:id. 

111.:.!.l 1MBJBICION DE LA.~ MEDIAS SE111LL/\S 

Una media semilla se pu~de definir operacionalm&nte como la 

parte de semilla, a la qu& so le ha eliminado mediante un bisturt, 

el embrión y la parte dist:ul a t'•5te. Basados en ésta definición se 

procedió a su obtt:n·:.ión parrJ posteriormente proseguir con el 

proceso de t.rnblbtc t.ón, por lo que roe: obtuViP.ron lotes de 50 medias 

semillas, les que se esterilizarón con 2Sml de solución al 0.5% 

cloro activ0. por un periodo del~ minutos, después de ésta etapa 

se lavarón 6 veces. con porciones de lOml de agua desionizada. 

Esta agua se recolectó cuantitativamente y se unió al agua de 

esterilización, para finalmente procesarla y 

se hubiera extraido durante el proceso 

l.11.3.-~). 

medir el calcio que 

(consultar sección 

Esta esterilización afecta solo la superficie de la~ medias 

semillas, v t:iene por c,bjeto o::-liminar alguna posible fuente de 

contaminación, prinsipalmente de naturale~a fungtca, la cual 

pudiera interferir en los exp0rimentos posteriores dende éstas 

fueran a usarse. 

Posteriormente, las medias semillas tratadas con hipoclorito 

de sodjo, se transfirieron a cajas de petri de 9cm de diametro 

estériles, conteniendo 10 ml de agua desioni.zada. Las cajas se 

sellaron con cinta parafilm y se incubaron a 2sºc por_ 24 horas. en 

la obscuridad. 
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1I1. 2. 2 AISLAMIENTO DE CAPAS DE ALEURONf'. '( ENDUSPEHMOS ALMI DCiflOSGS 

Después de tranio:currid·_:. ol periodo de imbit>icióri, el eigut:t 

residual de las cajas que contenlan laG medias semillas, 

recolectó cuantitativamente para medir el calcio ~olubili~ad0 

durante el proceso. y se procedió a sep,:ir"°'r las mcdi,,~.: semillas en 

componentes: c.::1pa de aleurona endosp¿:rrnc. almidc.noso. 

auxiliándose con una espá~ula, con la que se presionó el centro de 

la media semilla. obteniéndose el endospermo almidonoso. Las capa5 

de aleurona ya obtenidas se lavan con 10 ml de agua desionizada. 

la que se une a los endospermo~ obtenidos. En la fieura III.l 

·muestra un diagrama de este proceso. 

Una vez obtenidos los tejídos, éstos procesaron para la 

determinación de calcio {consultar sección III.3.3J 

Cuando las ca~as de aleurona iban a emplearse para estudiar 

el efecto de GA3 , obtención se realizó en condiciones de 

esterilidad, conservandolas a 4°C, hasta su utilización. 

I I I. 2. 3 INCUBACION DE CAPf1.S DE ALIWRONA CON GA 
3

. 

La incubación de capas de aleurona bajo las diferentes 

condiciones experimentales de GA 3 y ca 2
+ determinadas para cada 

caso, tienen por objetivo central evaluar, través de la 

actividad de o-amilasa, la participación del calcio de la capa de 

aleurona de la semilla de trigo. 

La composición del medio de inducción fué la r:iguiente: 

succinato de ~odio 5mM, sulfato de estreptomicin~ 

cloramfenicol SOµg/ml. En los casos en los que el medio conten!a 

CaC1 2 y GA3 estos se usaron en una concentración de 20mH v l,uH 

respectivamente. 

La inducción realizó en matraces Erlanmeye1· de SOml 

estériles, empleando una relación de 10 capñs de aleurona por 2ml 

de medio de inducción, a una temperatura de 2sºc, por 24 horas y 

un pH de 5.8 en el caso del experimento descrito la sección 
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lV.3. mientras que rara el ex:p~rimento descrito en la $eccl,~r. 

IV . .:., el pH de la inducción fu~ de .:. . O. 

Después de transcurrido el poriodo de inducc.ión, tdnt.::, el 

medio como el tejido se dividieron en dos fracciones: una de ollas 

para medir el calcio v la otra para medir la actividad du 

o.-amilasa. 

En el caso de medirse le actiVid¿}.d 

inmediatamente después de terminado el periodo do 

medio y el tejido conservaron congelados 

'figura 111.2 se muestra un esquema d~ .:.ste proceso. 

inducción, 

-1oºc. En 

III.2.4 TRATAMIENTO DE CAPAS DE ALEUHONA CON EGTA '{ H20 

el 

lo 

Estos experimentos de lavados tienen por objetivo explorar.si 

el calcio de la capa de aleurona que participa en la inducción de 

o&-amilasa real.izada bajo las condiciones descritns en la sección 

Ill.2.3, puede ser sol.ubilizado ya sea con EGTA 6 con agua. 

En caso de ser é'si, el efecto se n=>·flejart• en una disminución 

del nivel de a-anti lose. De modo que el encc.ntrar las condiciones 

de lavado que efect:an la producct6n de la enzima. nos permitir A. 

adicionalment:e, de"t.erminar el nivel de participación del cal.::io de 

la capa de aleurona que participa en la inducción de la enzima. 

Empleando la misma proporción de aleuronas que la usada en la. 

sección 111.2.3 y 5m1 de solución de EGTA lOmH, pH7.0, el tejido 

se lavó dos veces. empleando 15 minutos en cada lavado. Después de 

ésta etapa se el.imino el EGTA r~!'lidual, lavando el tejido, variaE 

veces con agua desionizada. Final.mente, las aleurona.s 

una vez con 3ml de medio de inducción. 

Este mismo procese• se sig.Jió como parte de otro tratamiento, 

pero empleando agua desionizada, en lugar de EGTA. 

La incubación de las aleuronas 

condiciones descritas en la St:CCi\.')O 
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transcurrido el p•::r.tc>dc df:0 i11du-:.:.;i6n se procedió 

muestras para medir La a•;t1\'idad enz1maci~a. 

I l l. 3. METO DOS ANf1LJ T lL'.05'-

111.3.1. DETERMHIAClOt~ OE LA ¡,CTIV!DAD DE ·~-AM.ILASf1 

pl"óC"":sin las 

Para ésta do:":t81·1;tir.ac_1.•~1r. se ~.iguió el mét.od0 d•.; Bri.¡-:~:s (1967), 

basado en medir la disminución del complejo alíl1id~n-y0~0. d~l.i~~ ~ 

la degradación del almidón. en función de 1a f'IC'°.:.ividn.;:.l de la 

·et-ami1asa ~¡ del tiempo de incubación. 

REACTIVOS: 

a) Acetato de calcio 6.SmM. pH 6.0 

b) Sustrato: se suspendieron 0.062Sg de almidón Boluble en S ml de 

agua bidestilada; la suspensión se calento a ebullición por l .5 

minutos y se enfrio a temperatura ambiente, luego sr:! le ~gregaron 

0.5ml de NaCl :.?.5UmM y 0.5ml de acet.at.o de C<"lc1o 325mM pH 6.0. La 

solución Si'~ aforó a 2~ ml con ac~u"' L..id1-::.:;til.:.idc,. Estu !':•~'l1.1i:.i·"'n s·~ 

usa recién pr·~paradél. e) Sol u e ión d .. ~ yodn-yod'.lrCt de ¡:o<:•tosio: se 

disolvieron 40g de yoduro de potasio en agua bidestila.c\.;i, h.:: 

agregaron 2.54E de: vodo re.sublimado. Despué.:;. de disolv<::.r ambos 

i·eactivos, se llevan a un volun1en de lOOml C(>n a~ua bidestilada 

E:n el momento del ensayo. i>st;;i solución se diluye 1: 200 con BE\.JD 

t.idestilada . 

. . i l:i:NCION DEL EXTRACTO PAHA DETERM I NAk LA A(~"fl V 1 DAD DE .-1 .. AM l l~I~~~,; 

Las capas de aleurona ( 10) se homogeneizc.rvn A 4-=·c, c.-:·n 3rnl 

acetato de calcio 6.SmM, pH ó.ü, un homoge11ei2.E>do1 t.i p.;. 

l-•.•tt.er con émbolo de teflón por 

·1<.·lido a 1800 rpm, con intervalos de 10 segunde•!~· dE: cte::i:anso, pare:\ 

,~vitar el calent:amiento dt: las mue.stra:.. 

El homoge:nado se unió al medio de incubación {21r.1) esté 

mezcla (medio más t<::jidol se c.=ilentó a 7(.\ºc, dur;;nte 20 rninuto~ 
para inactivar a la ~-amilasa. 



l-,. , Q!)rJ~~ 

SorvalJ SS-34 durantn lS 11•111utc1!::. El sobren::tdont.e 

~-amilasa. En la ricura Jll 2 ~~ c~t¡~1emal1Zd el pi·oceso. 

rotor 

denominó 

La a~tividad cn=im~tica el medie• de incubación se 

r~aliz6 despuos de agre¡;ar un ml de ;icetat.o d•: calcici 6.5mH y 

o_iuRt.ar el pH del 111.-:;,dio a. •.;:..O'-' in.> :t1v?1nd0 la ¡1-rimll.asa. 

ENSAYO ENZIHAT!CO DE LA c•-AM!LA:SA 

A 600~1 de sust1·at0 le <ign~garon 200pl del extracto 

diluido aproniadamente, s~ iri·~u~ó t~::!mpera tura amt>iente y 

diferentes tien1po.$ 10. 2, --'•, b, H. y 10 minutos\, se tomaron 

al!cuotas de 100 '-11, l."ls que transfirieron tubos que 

conten1an Sml de l:i solución 1 :2UO <:le yodc·-Yoduro de potasio. La 

absorbencia de las muestras se obtuvó a SbSnm 

La E;Oluci6n de yodo al rnlf'mo tiempo que forma el complejo de 

color con el almid~n. detiene la d(. 1.ividad enzim..'t.tica, 

La muestra debe dilu!rt:;e d.-~· t:d_ forma que produzca cambios de 

absorhe:ncia igua}.,.ó; o m~:,norf~S qu•c fJ.05.01.J/10 minu1.os, p.::ctra t.•-~nAr la 

seguridad d8 estar traba.i¿\nd:· el raneo donde la reacción 

enzimática es linnal respect0 al tiempo. 

Uno unidad de 0-aiílildUA s~ ~lcfinio co~o la cantidad de enzima 

que cambia la u. •JÜl i.midadu.s de 

absorbencia/minutn/r..1 de pre:p?:iraci..:011 enzim."ttica. 

11 I. 3. 2. EXTRACC!Otl [.'E CALC 1(1 SOLUBLE 

Con el procedimi€:nto dcscrit~":> continuación pretende 

tener una prcparC1·.--:i•~n qu& r:-nn-r .• ~11t:'2' prinr..ipalm8nte, el calcio 

iónico. soluble en tlf'.U<1 a 2°c e:~r: 1 uvondo el calcio enlazado 

ácido fltico, el cual Es poco solut,10 baje. las condJciones de la 

extracción CJones. 1~!31. 

La "técnica se1;ui•:f;:. c•:..nsistió eri mac.-erPr (10 aleuronas) el 

tejido en un mort~i·o ~c·n nitr~teno liquido hasta tener harina 

fina, despu.~s se paso a un homogenizndor dor1d~ ~e molió con 3ml de 



agua desionizad& a ~~~ por ~ p~i·!odoc de 20 segundos, des~&ncondo 

1u segunaos entre c~da u110 ellos. El homog0nado ~e c8ntrifugo 

17,000g, empleando un rotor ~S-34 durante lS m1n1Jt 0 ~ a 4~C. En eJ 

sobrenadante sedet"..!rminó el calcio pc-.r e~~~·::ctroscopl.~ d~.:: at•!';orci,:,n 

atómica. 

El método e!'ta basado ·.:.-n <.'>btencíón d•: las ,_:.•~ni;::a::; t.ota!·::s d12:l 

tejido, a través de 

que el calcio enlazado c..:nnp\.1€stc·s c•r g.'.n i cc•s, pasa1· ~• una 

'combinación inorgAnica, Ue és~a manera resul~a reJ~t1vct~e11te facil 

disolver el calcio total (cAJcio inorgA11ico m~s cdlcic or~Anicol 

con HCl concentrado. La canttdad de calcio detf.:!rminó PClr 

espectroscopia de ab5on: .. i•!>11 t:11.01.1ic..:i. 

La metodologla consistio en pesar en un cri~ol de porc~lana alt(•, 

previamente puesto a peso constante, la cantidad apropi~dd de 

tejido medias semillas, capas de aleur0na ~;ndosp•::rr.ios 

almidonosos ) , tal que produje1-a lectun\s de absorbencia e:ntre 0.2 

a 0.6. Después de lo cual E:e ódicionó l.OmJ de H2 so_,, c1 .:,m1 de 

HN0
3

, se quemó parcialment~ ern¡;l~.:in.:Jo una ¡: .. :ilTilla muy baj¿, 

temperatura riera no tener µ.r.::.ve"'..:101·1•.=:s de L::~ mue~.t-~·¿1. D·.::sr·u·~·'.:: d.:.. 

este etapa se continuó la combusti1.."ln en un mechero Fishi:;r beis-:.:.. 

que no se observó la emis:ion de gas. Finalmente la~; mu.:!stra::; 

quemaron hasta cenizas b.lancas en una mufla a &ooºc. 

Después de que las muei:;tras enfriaron,ln~ ceni~ns 

disolvieron con lml de HCl concentrado. Finalmente, las nn.t-:?strds 

se aforaron a un volumer1 ceor1eo.-:-.id..:.o, 

lantano a una concentración final de 0.5%. 

Para medir el calcio extraldo durante la est..:::rilización 

superficial de las medias semillas, las muc.str-a.s d~ ai;ua 

les adicionó cloruro de lantan.:i hu.sta unr:i c~-ncentración final el-:: 

0.5%, después se c~ntrifugarori e 13,c1on r.p.m. p~r& sepa1·ar el 

almidón, finalmente después de J levar las z un v.:...iumen ~prcpi.21do, 

se leyo la absorbencia a una longitud de 011da de ~:~:.7 nm. 



Las muestra!".: qu•:: cont...::r1li.ln el ar;u,·, rJe irnblt.1,1_;1.:.n. 5e l~o:~· 

adiciono el clori .. ir<:o d~ L:-.nt:ein· ~:e at.:·r ;.,¡ >n ..:011 .1g1Ja dt:!Sioni::.;1da a 

un volumen conc .. :.ldo, pai·i:i 1 ir,,1lm•.:ntc: t:.:ir.1ar la i .... :c 1, 11r d 

at>sorbencia. 

111 .. 3.'· DETERMlUAClON l'E GALCl<.) l·'r)h c:sf·I·:CTHOSCOPl;\ l)E Al:.lSüRClON 

ATOMICA 

El calcio total y el calcio soluble determinaron por 

espectroscopia de absorciún atómico 

Se usó un apc1rato marca Peri~ i..n-El mur modelo 560, con una 

lámpara de cátodo tHlüCO de la misma marca.. Las lecturas se 

hicieron a una longitud de onda de 4'..!:t:. 7nm. La flama se obtuvó 

partir de una mezcla acetileno:airB (1;3). 

La curva patrón se preparó a par"tir de una solución stoct con 

lmg de calcio/ml, ln que se diluyó hast:a tener la solución de 

trabajo (lOOµg/mll. De ésta ültim~ se tomaron diversas altcuotas a 

modo de cubrir at·~ort··~nciaE d<'.:: n. 1 o.·1.. A cadn una se le 

adiciono cloruro d.; lantMn0 hast.~ tener una concentracion final de 

o .. 5~. 

111.3.5. DETEHHINf..t.ClON IJEL PESO SECO. 

Un numero -='"'ri('\r-lr!o de medias semillas. endospermos 

almidonoso5 y capas de aleurona e tS 6 50}, obtenidoi:; ósto!: 

aitimos, según la met0dologia deE~rita en \R secciones 111.2.1 y 

111.2.2, se pesaron en un crisol pr-eviamente: puesto peso 

constante y se introdujeron a una ~stufa una temperatura de 

70°c-eo0 c, hasta obtr~ni:::r el peso constante. Final111ente se c21.lcul6 

el peso de cada una de las regiones de la media semilla. 



IV.RESULTADOS 

IV.1 NiveleR de cal~io totRl y su distribución e1l t~jid0s de la 

media semilla de trigo. 

L.a deter1ninación de loG niveles d€ c~lcio total Y su 

distribucion en LeJidoe de la r!iedi~ semill~ d~ trico. ce reRlinO 

al medir la cñnt.id;:,d de calcio. por espoctros.;:opi¿, de absorcion 

atómica, en las ceni::as totaleE> de las rnuest.raE bajo estudio 

(medias semillas, capas de aleuronc1 y endospermos almidc.>noso5). 

Los resultados de calcio total, inicJalmant~ 

tejido, se transformarán a µg de calcio total/región, empleando el 

dato de peso seco correspondi.,.nt>-:, determinRdo seg~·~n se der,:cribi(.':i 

~n la sección III.3.5. (Materiales y Métodos). 

El valor del peso seco calculado pari'l la media se:milla, 

representa el promedio del peso de t.00 unidad~~, repa1·tidci.s n. 
experimentos, mientraB que el peso seco para los tejido~; 

estudiados se obtuv6 a partir de 4 experim•::ntcs. empleando l.ot:es 

de 50 tejidos. Los n;~~u 1 tetdos presentan en la talJla IV.1. 

En ella puede observarst: que del peso total de la modiil 

semilla (29.5 mg), el 71~ 1.::orresponde al endosp~rmo a1midonosv y 

el 22~ b la capa de aleurond. 

Por lo que respecta al cnlcio, se encontró que el 53% del 

calcio total de la media semi J. la ( 10 2 µg) se encu•.=ntra. en la capa 

de aleurona, mientr~s que el calcio present~ el endo.s.}:'ermc: 

almidonoso, repr~senta el 33~ del total. Estoe re8ult~d0s indican 

que en la media semilla de trigo, lt;t r.1ay0r ¡:.i1opi:.r.:.i~n del cu.1.clc 

se encuentra en la capa de al.euronn y el resto:-1 

almidonase. 

el endospermo 

La distribución de calcio para la medi.~, semilla de trigo 

determinada en este trabajo. es s~mejante a la repc.rt:ada para el 

grano de cebada (St~1-wrt. y col., 1988), no a.si el nivel. ya que 
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-----------------------------------------
TABLA IV.I ~!VELES DE CALCIO TOTAL EN LOS TEJIDOS DE l.A HEflIA SF.1111.LA DE TRIGO 

f T, a~t.ivum J VAR, TONIClll 

Peso 
a ca 1cío calcio tot.:11ª 

( mF,/ región) (rnr,/región) (~:g/rcgión) 

M.:-dia semilla 29. 5+1. 1 O,J.'~61~.0lüS !ü.21 
(n•8) (n-;.-J) 

ra¡rn de alcurona ó .46+-0.55 0.8699-+0. l l~ 5.62 
(n•4) <n-=-n 

nlrnidonnsn 21 .O+l. 'j o. J 63+0 ,(J{J6 ),f.] "' En .Jns PL' rmn "' (n-;"4) <ñ·5) 

.. 
-LO'> pl'sn::; de illrla rei.:ión t>c L•mpli.>aron par;1 c..•xp•c.s;rr t•l c:1lcio por r(!!-'.lÓn. 

-Los <1:1tlli:i PSt;Jn expres.-1rlos c_•n basL• seca. 

-la:; C'tlpas d" al"urona y "ºd"srennos almidcinosos seo o\1tuvieron a purtir de 

SO merlins semi 11:1:> cst•~ri 1iz;idas y ctnb(•hid.1s. 

-Cl ralcio se ni.dió por espt•1·trnscopía de absorción atórni"ª· 



los autores enc1J2ntran que el e:ndospermo almidon•:'>90 df~ c. ... ~büdi) 

contiene menos del sm~ de calcio (l. 2pg) que el de'terminado pe re 

't.rigo en este trabajo (3.4pg). 

IV.:2 Efecto de la esterilización superficial e imbibici1.'.'n sot•rft el 

nivel de calcio de la media semilla. 

En vista de que la rec.uperai:i.:;.n del calo:i<..:1 t.otal do<:!' la medie. 

semilla intacta Cl0.2 µg), calculada a partir del calcio de la 

capa de aleurona y el calcic• del endosp .. .::1·mC"l almidonoso, fuó 

·promedio mayor del 80~~. se procedió a determinar si durilnte la 

esterilización y/o imbibición da las medias fiemilla6, pudiera 

haber solubilizado alguna fracción de calcio que pudiera. explica1' 

el nivel de recuperación obtenido. 

Con tal objetivo se midió el calcio en la soluci6n de 

hipoclorito de sodio empleada después de la esterilización de las 

medias semillas y en el agua residual obtenida partir del 

proceso de imbibic.ión. 

Los resultadoE> se muestran en la tabla lV.2. En ella 

observa que el calcio total de la media semilla. despuós de 

esterilizarse y embeberse es igual a 7.0 µg 1 calculado por restar 

al calcio total de la media semilla intacta (10.2µg), los 'Ja lores 

de calcio encontrados para el agua de esterilización {l.46µg/media 

semilla, 0.15, n:c7) y de imbibición (1.86µg/media semilla, 0.17, 

nm7). Este valor {7µg), comparado con el que se 

media semilla intac"t.a {10.2µg), representa 

obtiene con la 

una diferencio 

aproximada del 20~. lo que se!"ala a la esterili:;:aciCn e imbibici~n 

como las causas de la baja recuperación encontrada (B0'7.). 

lV.3 Origen riel calcio empleado en ln inducción de o-emilasa por 

capas de aleurona de 't.rigo. 

No obstante que nuestro resultado respecto a la distr!bucién 

del calcio en la media semilla de trigo; establece que la capa de 

aleurona es la que contiene la mayo1· parte de ~~R1.·~ ion, 0(.) indica 



TABLA IV .2 E?EC':.'O DE LA ES'fER!LIZACION SU?ERFICIAL E 7MBI!JICIOI1 Sl)13HE L(, nr;JTFt.rnuc:-0:1 [i!-:L C:.\L:::.:c. 
DE LA :.i.EDIA SEi·:ILLA DE TRIGO (T,nestivum var. 'l'onichi). 

-i·3DIA SE!·:!L:.,; SECA 

Si:::·~I.:...:..:.. :;;:__;r'2S.FICIAL
E:~:'E:E-;: :.r;:;,:•,\ Y D'.3E3I:JA 

-C;..? ,\ ¡:.!::: ALE"JHC'.iA 

Cr..lc i o 'iotH.l 
p:/:::!.!dia 5{:milla 

10.2 

7 .0lt 

3.L 

·;~~~u\'~~'~.~:~~: :1~.~ ~~º e~~~~~~~~~c~~n cci~t~ n~d~=¿~e;,3;1 rn:~~¡: ~~m~~~~~~~!~n c~i~1~ 
::i·.·din .~c:::::.J..1< .;;t:~a. 

1~ Cn.?+ fOr' 

~<:'t'l: ,¡.~ :. :'!. 



de ningi.:m modo. si del ca 2 + de est.a región de la media semilla de 

trigo esta disponible y/o si es suficiente 

inducción de la ~-amilasa. Tampoco establece 

inducci6t1 proviene de otro(sl 't.ejidolS) o si 

cape de illeurona, el On1co que participa en 

en:::irna. 

para el proc>'...:~>o 

si el Ca.:.-:: .. 
p~rCl 

es el cal ej. o d., 
la inducción de 

·~e 

.la 

la 

la 

Por lo que tratando de responder· la pref:unta resr•~cto nsi es 

el calcio de la capa de aleur0nn. el que part.ii::ip~ en ltJ. incJucción 

de o.-amil<'l.sa v ::.:i éctB: eB suficien'te para el pre>ceso. se dise!'ó un 

experimento en el q11e se incubaron capas de ~10ur0na, lObtanidnc 

·según la. metodologla descri"ta 8n la secc:i<..'ln 111 .2.~l baj•:• los 

siguientes tratamientos: 

a) Ausencia de GA
3 

y colGio. 

b) Presencia de GA 3 1µ1 v aus~ncio de ~alcio. 

e} Presencia de GA
3

1µM y 20mM de calcio. Este tratamiento se empleó 

como un control. 

Los tres tratamientos incluian 5ml1 do succinato 

cloramfenicol y estreptomicina ó una concentración de SOµe/ttl. 

pH de todos los tratamientos íué d~ 5. 8. 

y 

El 

Las condiciones de ld l.ncubilción seguidéis fu~ron las que 

se describieron en :naterialt::~; y mótodos, succié.n III.2.3. 

Después de trans-::urrido íi:l perlado de incub.?1cú'.ir1 (24 hc·r'_,.,,. 

se procedió e separar el medio de incubación. del tejido. midi..::::ndi:i 

en ambos la actividad de u-amilaEa, asi como el calcio soluble. 

Los resultados dG este ex¡::.erimento 5'~ muBs1.rar1 .-~n la figUl''1 

IV. 1. 

En la región e a} ce lf\ rr.\f icn. se obser·va que::: la produce ion 

de la o.-amil.o.>.:+ rcq\.!:!~rF> oblt~ada.roente la adición de GA
3

, ya que 

se detect.ü activ:i.dad t:.tl:;:im~::i.ca en el medio de incuL-""ci..:.n,ni ~n 

el tejido, cuando la hormona hC.· f..:·rr,\;:1t·a r:Jrte de la composición 

del medio. Situación que contraEt~ con ~l rasultado que se oh~uvo 

al adicio11ar la hormonr.i. PIJ•~·s según se observ<:!. .c:n la r.::gi.:)11 ( bl d:: 

la grAfica, .los niv~les de la en7iima se incrementa11 notot,lernente 
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tantr.:i en el t.e1ido como en >!-1 me,1i-:·. 

Al comp,;.irai· li:•i;; ni vi:;, les de -.•-ami 1 asa que se \,t·tien':!n cu ande· 

las capas d·~ al0urona se in-=11ban en \lt"I mo:::dio sin calcio (b) V 

cuando el medio contien~ ~1,) mM ele calcio ademas de GA.:.~ te), puede 

observarse. que lc·s niveles de 1.-•-amilasa det•,.;,•ctados •2n el tejido, 

son similares entre st i:i~•ra. amb.:-,s tratar.tient.os. no obstante quo la 

composición del medio del tratamiento fbl no incluye calcio, por 

lo que se concluve que el calcio empleado para la inducción de lfi 

c.-amilasa debe ser el de la capa de aleurona ·1 que además éste 

suficiente para dar la misma r<:.>!':puest:a en la producc.; .. .:in de la 

enzima que el control con :omM de Cacl~ lcl. 

Re::pcctci ol bajo nivel de enzima secretado al medio 

cuando éste contiene ZOrnM de calcio, puede decir que no 

obstante en trigo, la mayor proporción de la enzima permanece 

dentro del tejido, después. de una incubación como la realizada en 

éste experimento, alrededor del 20~ se libera al medio (Bernal, 

1978), por lo que el resultado ob~enido en la regiOn (C}, pudiera 

atribuirse a factores inherentes a la semilla o a factores 

metodológicos. 

Los resultados sobre los niveles de calcio soluble medidos 

bajo las condiciones experimentales ya indicadas, muestran que: 

l} la mayorla del calcio de capas de aleurona que no se han 

incubado, parece poder ex~raerse bajo las condiciones de la 

metodologia indicada como "calcio soluble" (sección III.3.2 ) , lo 

que indica que muv poco del cale.lo de la capa de 

estar enlazado a fltico, e.uva solubilidad en agua 

baja (Janes, 1973). 

aleurona 

zºc ce 

debe 

cuy 

2) No obstante que la rnayoria del calcio de la capa de aleurona 

permanece en el tejido después del periodo de incubación. existe 

un'a fracción que se solubiliza bajo las condiciones de incubación 

(regicones a Y bl. En la region {el, el calcio solubilizado al 

medio nc.i fu.e rnedidc,. aunque suponemos que éste debla estar cercano 

a 20mM. 
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Flg.IV-1 Origen del calcio para sintesis de cx-amilasa por 
capas de aleurona de trigo var Tonichi 
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El GA __ : r,,, Pfal'•..:.·-:•: inf-1u1r ~n •.:::f::ti_t 'trur~l·:.•.::¿tción, 'li~ que ~n su 

ausencia l~'. el nivel '.Je c~lc10 es ~~~1~Jante al 0bl~11ido en fb). 

donde e~ incluv0 al ~:A 3 . 

magnesio v foefato de car•ac de aleu1·0¡)5 da cebada un procE:so 

que depende de .'.l.cLJc• ['.ltieri"!li.::c• (J.:.n~:::-s. 19731. ~ste no parece. 

tener efecto sc•t•rr~ l .:'"J r:i·:-·Vl l i~Fii:: i1.::n j,_: (,¿, lc. ic. ( Eo1s t ¡,,¡(,nd :-' Le_. idmü n. 

1971). según puede concluirse de obs~rv~r las regi0nes (a) Y (b) 

de la figura IV. 1. 

Su~!riendo tal r•""·~;11ltad,....,, '111~ F?l calcio dc't·ect::irJc en el 

medio, eR sol0 una f11nci~n d~ JA ~citación quo se raall=~ du1·ant8 

la incubación y que: po1· lo t.¿1nto constituye 

calcio total de la capa de ulc:urc-.na, lh cu1'1 

soluble. 

fracción del 

rf'.!lati'l'amente 

Los resul tadoe: eobtenidc•r:: part.11· de los experimentos 

indicados en esta sccci<:.1n y qu,.~ resumen la figura IV.1, 

indican que el sistema de cap~e de nleurona de trigo diferente 

al de capas de al~uron~~ 'ji: c~t>ud;:~, re~pecto a lC•'-c:: re.quer.imer.t•:)s de 

calcio para la ind11cci.tm d·-:: et-arnilasa, puós mi.entras que éste 

último requiere de la adlcion exó~ena d~ iones c~ 2 • un nivel 

milimvlar para ot·::a~rv-:~r Ja prc0ducciór. de. li'I enzimñ, el sistema de 

suficiante par~ 

producir nl mismc· nivel que .:::.::· •:obti<::"ne con 20mM d1.;~ CaCl::.! en 24 

horas de incub~ción. 

IV.4 EfectC• de la elirninoC'.ción del calc10 de lc:t c.:.pa de: aleurona 

sobre la .inducción d8 (~--':lm"i lasa 

Los resultados hasta. u.qui obtenldos indican, que la capa de 

aleurona contiene el calcio ~~uficiente par.;1 Ja inrjL1cción de 

et-amilasa (figura IV.ll, resultado que, c.bstante permite 

descbrtar la apor~aclon del calcio pr·esente el endospermo 

almidc.nv.so, r10 r'o.!sp..:..t1ll0 na<..!¿1 H':ocip~cto la t:opografla de éste 

calcio dentro de;; la capa de aleuri:rna, ni cual es el nivel de 
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su participación en la inducción de a-amila~a. 

En r•:.!l":'.!ci.:in al pr.:•bleni.=.i. top<:>;::r.«fico, los resul tacfi:,r-; c.:.\n 

protoplostos de c~had~ indi.:nn qua 8]_ calcio interno pudiera s~r 

de9cartadc, yn que inclusive en éste sicterna cxperlmAn~dl. el 

calcio debe ser adici011ado p~ra observar la secrec1on de l~ 

enzima f Bush y Jones, J 9c.<fl l . 

P0r lo que con t::l objetivo inici;;1l de establece!" prirnerc, .:.-1 

nivel de participación del .;a.lcio de la capa d~ aleuronn qu•.o? 

interviene en la inducción de a-amila!'>."'\ v bflsados en el hechc· de 

que sl durante el Pf-~'10dc que t.aJ-do !et incubación del te:Jido, éstc-1 

se hace en presencia de EliTA, es posible oxtraer el calcic· di':l 

tejido hasta un nivel en el qw:: ln produccic.n de la en:::ima es nula 

CRodrlguez, 1989), se dif-~o:;.!'iü un experimento en el cual el t:eJ!dc, 

seria lavado por tiempos cortoP-. (30 minutos) con EGTA lOmM pf-1 7.0, 

para que después de elirnlnadc éste, realizar la incubación con 

diferentes concentraciones d~ calcio , manera de obtener la 

condición de lavado con la <ttJc se tuviera un nivel de actividad 

enzimática menor qu~ el 0bt,;;;nido para el control. Por lo que !-Ol 

tal condición se diera, ésta representarla la fracción del calcic· 

presente en el teJicl~. la cuill efectivament.e estar1a pcirt.icipando 

en la inducción en:!im:.tic.:1. El pH d•~l medio de incubacion f"ué -'•.e. 

Los resul t:ados de este ~;q:-.crj.mento se muestran en la Lablr., 

IV.3. En ella puede observ<.\Tse que bajo ninguna condicion d,:::· 

lavado la v bl, ~"'.! .!c·¿:r¿ ,J;;_.;.,¡ .. ,i11uir eJ. nivel de la en::ima respecte. 

al del control. 

Lo an"t.erior indica que, aunque el EGTA Sl extrae el calcio 

que toma parte r:_;n la inducción dt: oi.-amilasa (Rodrlguez, 1989), 

bajo lEis condiciones de nuestro experimento no fuó posible afectar 

el nivel del calcio de la ca~r. de C'!:lrnironn gue participa la 

inducción de ~-~milasa, s0gún se deduce al efectuar las 
comparacj_ones perLinenteG c-ntr& los niveles de cc-umilaE"a obt-:nido~ 

con el control y los tratamientos, los cuales incluyen, 
incubaciones a concentraciones mayores 6 iguales O.OmM de~ 

calcio en el medio. denpu~s de los lavados con agua o EGTA. 



TABLA IV. 3 EFECTO DE LA ADICION DE EGTA SOBRE LA FORMACIOH DE c.-AMILASA. 

Condición de lavado 

a) EGTA 10 mM 
pH 7 

b) H
2

0 desioni;o;ada 

pH 7 

e) Conlrol * 

10 inH 

11 !:1. 5 

10. 1 12. o 1 t. o=.:1. 3 

10. 4:tl. 8 12, o 10.:t2 

1 t. 2 10 

11. 2 .. !:2. 2. 10 

w E! rpsullado represent.a la act..1v1dad de c.:t.pas de .\leurona .tncubad.'\s (l>t'I 1 µH do1' GA
3 

y Cac1
2 

a la 

concenlrac16n .1ndic,"\da pero sin t.rat.am1enlo do !.e.vado. 

El periodo de lav°"do f'ue de 30 m1r1, dCl's:pués de lo ::ual se siguió la. .1ncubac1ón por ~-1 h, a pH .~ 

presenc1a del uM je Ga
3 

y Cacl
2 

a la.=o ccr:ce-ntrac1ones 1nd!:.:.~-::~as. 



CAP1TULO V DlSCUSION 

Parte de la investigación que so-~ es1:<l re~li:..:ando en plant~1::::. 

tiene como punto central. analiz11r el papel dol. calcio v¿\rl.0~' 

procesos fisiológicos del crecimiento v desarrollo de vegetalo~. 

debido al cada vez más cr".::'ciente número de procesos donde h<-• 

evidenciado que é-ste part.icj_pa < Hepl<:>r y Wayne, 19B5l. 

En sistemas animales. 

tiene un pa-rel e rucia l 

(insulina, a-amilasa). 

ampliament.u rcconocid~· que ol calcio 

la secreción d•.'; vario~: p~ptidos 

En semillas, la induccion dQ a-amil~so poi· ~cido eib~r~licc, 

constituye uno de los procesos de elección para estudlar -el pñpel 

del calcio en la s0creción de una enzima. De tal mun~r~"\ se h.:1 

llegado a establecer, no.:; cvl0 _; ."l p.:lr \ i e i. ¡:.;v: i l'_.n d€: 1 catión ln 

secreción de la 1.."'(-amilas21 sine· además que se requiere que este 

presente en el medio de incubación en un orden de concentración 

que oscila de 10 a zomH para tener la saturación en la secr..:::cicn 

de la enzima {Jones y Carbonell, 198t,). 

De los efectos que hasta el mom•.::nto se za.be tiene el calcio 

externo sobre la Gccreci6n de la cnzi1na, esta el de elevar la 

concentracion de calcio cit(·pl~smic0 <BuFh v Jones. 1988). 

Lo ant.er lor hn l lcvadt\ 

reservorios d·:, calcio extornos 

la rE::consideración de 
la cóluln de aleurona. como 

fuentes viablef_; de aportar el n.ive:l de calcio requerido en la 

secreción •je la. o.-nmil asi.'l. 

De los POCOG conocer la 

distribuc.ión r:ie c~lcio t.•n e>O!reales se cuent2:1n, el de Ste\.l.flrt y 

col., (1988) efectuado en &l gI""an1:. do: cebada. y otro hec..hv en <l·1cna 

!Tret:1n v iZvpc~~wic:::, 1988). Mio;:ntras Qlie de los efectuados con 

trigo, solo pueden m¿;nc.:.onar los r•::-al i:'.ados para estudiar la 

composición de los cuerpos proteicos fAshton y Williams, 1958). 
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NlVl::LC.S L•t-; •..::a;¿_.. y su Dl:S1'kl8UCH.m EN Lü:::: TEJlDUS DE LA HEDIA 

~EMll.LA Dt.: THIGO. 

L·:·z P-"Sli l tad.:·s .:•btenidos ,'\ t!-ste r•;:!Sf..'~~c t<:• ~stablecen que en 

trigo al i~ual que en ceb~da. la p1·incipal reserva de calcio total 

dentro de la media semilla de trigo. se encuentra en la capa de 

aleurona ¡~J~l ftdbla IV.l), mientrBc que un 33~ s~ encuentra 

el end·:isp•.;ormo a lmidon.::•so. Comparando ~.:ct·:n; resul tad,_,s con los 

cE::t•ada, podemos decir que la tendencia en la 

distribucion de calcio es cualitativamente semejante para ambos 

cereales. solo que el endospermo almidonoso de cebada, presenta 

menos de la mitad del calcio encontrado en trigo (1.2µg 3.4 

µg). 

Al analizar la composlcion mineral de los cuerpos proteicos 

de la aleurona de cebada, Stewart y col. ,(1988) encuentra que de 

los minerales analizados {fósforo, potasio, magnesio y calcio), el 

calcio es el que se encuentra en m~s baja proporción, De repetirse 

tal situaci6n trigo. reforzarla las reservas de calcio 

externas como proveedoras de éste elemento 

... -.-ami lasa. 

EFECTO DE LA ESTERILIZACION SUPERFICIAL 

NIVEL DE CALCIO DE LA HEDIA SEMILLA DE TRIGO. 

la inducción de 

IHBIBICION SOBRE EL 

De acuerdo con los resultados presentados en la tabla IV.2, 

no es posible establecer el origen del calcio perdido durante la 
esterilización e imbibición, aunque si posible decir que 

después de la separación de la capa de aleurona del endospermo 

almidonoso, éste últim~ contiene le menor proporción del calcio 

total de la media semilla y que alrededor del 20~ del calcio total 

esta potencialmente libre, siendo factible su solubilizaci6n al 

través de estas etapas del proceso de obtenci6n de las capas de 

¿¡,leurc•na. 

Nuestro resultado sobre el calcio perdido durante 1a 

esterilización e imbibición ( 15-20~~), contrai::ta con el 50% 

estimado por Stewart y col .. (1988) en la semilla de cebada. 



Aunque durante la imbibic i<..'!n 

mayor ( 1. 86µg de calcio/medía 

hubo 

semilla) 

p,,}rdida 

qui.? 

ligeramentt! 

durante l<!I 

esterilización {1.46µg de calcio/media semillal. esta dife1·enc.in 

no parece ser importante pAra ser considerada en la distribucit.'m 

del calcio de la media Eemilla. 

Los resultados anteriores pueden ser explicados por el eflu10 

de minerales y otros metaboljtos, que ocurre durante la imbibición 

de semillas, debido éste, posiblemente a una difusión pasiva por 

hidratación celular y/o a una liberación y difusi..!>n d~l contenidc

de células muertas o rotas presentes en la superf lcio dGl tejido 
(Ouke y col. 1983 v Bewley y Black, 1983}, 

ORIGEN DEL CALCIO EMPLEADO EN LA INDUCCION O~ a-AMILASA POR CA~AS 

DE ALEURONA. 

El hecho de que el sistema de capas de aleurona de trigo no 

requiera de una adición extra de calcio para la i~ducción de 

a-amilasa, como se ha hecho evidente en el sistema de capas de 
aleurona de cebada, hace al primero diferente en cuanto éste 

requerirnento, ya que scgon nuestros resultados, la capa de 

aleurona de trigo no lo requ.lere, 

No obstante, queda pendiente por estudiar si el calcio de la 

capa de aleurona de trigo es suficiente para permitir la stntesis 

de los dos grupos de isoenzimas de o-amilasa, ya que según se ha 

mostrado en cebada, la concentración de calcio en el medio de 

incubación, tiene un efecto marcado en la sintesiR y ~ecreción de 

las isoenzimas de pl alto (Jones y Carbonell, 19B4), siendo 

factible que, pues aunque se haya obtenido que el calcio de la 

capa de aleurona de trigo produce niveles de a-amilasa semejantes 

inclusive los del control con 20mM de calcio (datos no 

mostrados) es posible que este calcio no fuera suficiente para la 

slntesis de todas las iooenzimas o en otro ceso, que el calcio de 

l.a capa de aleurona si fuera suficiente para lf!. slntesis, pero no 

para la secreción de todas las isoenzimaa .. 

Por isoelectroenfoque, serla posible determinar, 



especialmente. pa1·a Bl caso donde no se adicionó C:dlcio (fig,JV.1, 

tratamiento b). sl el calcic• presente ~n la capa de rlle11rona fué 

suticiente para la st1ltesis da t0das las isoen=imas que han 

ilislc:ldC• de la r":¿1;:-•c'I de ale11rond d·-~ tri¡;o. 

Paralelamente con eDta deter~inacion se pod1·Ja confirmJr, sl 

el nivel de c.-amilasa observad.:· ,;-."'n el control i regi~•n •:, de lá 

figura JV.ll, (el cual os Li~ersmAnt~ ma~ alt~ qus ~l obt~nid0 

ct1ando no se pone cal~io fbll. s~ dnbe a la sintesls de alguna 

isocn=ima adicional a las formadas cuando no ze pon~ calcio, cuyo 

nivel de actividad no De pueda diacernir .::.oncluyentem0nt.c el 

ensnvo ~n::im.,ti.::::o, C• si el incremento observado el nivel de 

a-am1lasa es parte d~ Ja variación experimental observada. 

EFECTO LJE LA EL1t11NACION DEL CALC Iü DE LA CAPA OE ALEURONA SOBRE 

LA 1NDUCCION VE i:•-lif1ILASA. 

Aunque los estudios relacionados con giberelin~s. auxinas y 

citocirü nas se realizan empleando de O. lmH a 10mM d.: •::alcio en el 

exterior. tdl situación no deja de ser curiosa, ya que ésta es una 

concentracion muy superior a la que realmente se utlliza los 

procesos donde estas hormonas participan. Por ejemplo, en el caso 

de la producción de '-"'-am!lasa. la cóJ.ula requiere incrementa1· su 

calclo intrticelular de 25únH a 3.':>ünM. para obscrv~.r Ja secreción 

de la enz!m.:i. 

con base en l.:-• an;:.:::rior se pens.-.:. que t.':1 l. n·:i tod\.) el 

calcio de la capa de ale!Urcir."' e:·.;i n~c·::sario pdri.> la inducción y 

que solo una fracción de éste participara en el proceso. 

Los niveles de a-amil3ca obtenidos mediante lavados de las 

capas de aleurona con EGTA o agua a pH 7, no af'ectarón el nivel de 

la actividad enzimAtica de o-~1nildsa, en comparAción con el 

cont.rc.i. lo que paro;:ce sugerir que la inducción de u.-ainilasa 

requiere bajos niveles de calcio. pues pesar de utilizar un 

quelante fuerte para calci·:.. no se at •=eta ron los niveles en la 

~n=ima en compar3cion con el control, o que bien. debido la 

fuerte capacidad arnc,rtiguadora ejercida pvr la pared (Demarty y 



col., 1984l no haya sido posible extraer el calcio de la c~lula. 

Esta ultima sugeren.:.ia parece c0ntrapon•:!rs1? con "~l 

resultado del e>:perimento de la sccci~·n !V.3. en t..·l que se ol)servc. 

que a pH 5.8. una buenn P•"'rt•; del cal<:io d•..: la .,:apa de alc1Jrc,n1:•. 

pasa al medio de incubación, pero debe recordars·~ que 6!:- te 

último caso el tejido se agita por :21. horas en un [H11c.rtiguador de 

succinato, mientras que en los exp8rimentos de lnvadcs, esto:c: se 

realizan por :JO minutos, con EGTJ\ o agu<.). como uniclls scluc.:iones 

extractoras. 

Para comprobar la validez de cualquiera <J.::: las 

sugerencias propuestas, v o~~t~nte eator estabt~cida 

capacidad del EGTA pera quelar calcio {Scharzenba~h y ~l&st1ka, 

1969), queda pendiente medlr en la scilución de EGTA, el calcio 

extraido durante el periodo de lavado. 

Aunque el EGTA ha sido empleado com<.:• una herramienta en la 

resolución del problema que concierne al papel del calcio 

presente en la pared celular, ést& enfoque experimental hes 

topado con varios problemas. uno de ';:!!los relaci0nc1do el 

posible daro celular, que se causd al eliminar el calcio de la 

pared, al que se le adjudii:a. ent.r~ otros funciones, un papel en 

la conservación de la estabilidad d~ l~s sistemas de transporte 

presentes en la membrana celuLff 0-"~rguson y Drobak, 198BJ. En 

nuestro caso, los lavados con EG1A r.o p3recieror. afectar. ya que 

bajo ninguna condición dond•.:. l.!st:e emplee;. se afectó el nivel de 

l~ "?nz1.ma en comparación con el control. 

71 



No obstante ser 2vid0nte, qt1c el cd¡cio participa la. 

~1·an parte (Jel 

trabltl(• r .. :::rmanecG pc·r ser rea.li.;:¿¡do. h:;.r fo1"'tur1a, el :=:i~tema de 

capas de aleurona ~roporcionrt un sis~~m3 adecuado parR estudiar 

1.::1 E;t·-ecto. que r:olcio v GF',:;i tit:::nen sobre la indu 0: 1:iCn de l,:is d·:ir_; 

grupos de isoen=imas de ~-amilasa. 

Como se ha menc1~11ado, on cebada lac i~o8n~imas de pl alto 

requie1·en adem.\!:" dt-:: le. hormona, de L:i. ,-,dición al medie.· de 

in~tJbaciótl, de 0.5mM de ~a~l.,. v que est0 ~tu~~ ~r·~r~ce hasta las 

13 horas de incubación con GA 3 v calcio, mJ~ntras que las de pl 

bajo lo hacen desd•:: la~ 8 t'wras, inderjendientemente de la 

presencia de c3lcio (!l medio (Jacobsen Higgins, 1982). 

No obstante desc.or1ocer si >'.:n trigo, la inducci•:;n de ca-amilasa 

tiene una dependencii1 de calcio, SE:: ~¡,be que lc•s transcritos de 

c.-Amyl se acumul <~n par .:ile 1 ame:ntf.; ·.: on ,:, t r•7'S .¡;-?ne.s regu l ad.:·s tarnbi én 

1:-oc 0 1· GA:.J' a 1('!:: dc•s dtat.: d~ J.r1c11L•c1·.:..:i.c,n ..:..~_.ll la h0rrn-.::·nC1, rnir;n"trci~ que 

la acumuJ aci<-"Jn d·º"' los rr.,..:n!:d.J"'ro~ de i:•-Amy2 s•:: pre!?:entu t,8 horas 

mAs tarde (Baulcombe ., ~ol. 1')241. por lo que zerta int~resante 

estudiar st el col,:i0 ti~r1~ al~ún ~f~~t 

e inética. 

los 

~equi~r~ de la aMtción extra ~e calcio ril medie d~ incuba~ion, Ya 

que el calcio present•~ en éEtc :o.is'tet:ia fu'°"' suficiente para dar 

niveles similare~ a los del control con 20mM, result~ int~resante 

investigar. si el r:al..:J.o de l.J Cüpli d-s,, alcurr:•n<-' ti•:ne alguna 

influencia i:-obr!i!' la expresion genético de los genes para 

u.-dm.1..ld!:>.:1, r:iejian.t~ ·~l ·~mplec-. de t.ecn1caa ya conocidas 

i~o~lectroenfoque y medición de los niveles de los mensaJeros para 

,_,_ami lasa. 
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Basad,:is en el result~do do: este trabajo, reEpecto Ja 

distribución de calcio en la media semilla •Je t.r1gci, ~?l ·=112_"1 

indica qu·~ l::i capa ,jt:_o oleurona posee l<-1 mayor propc-rción :lel 

calcio to~al {$.G µgJ y c•tra menor se encuentra en el cndospcrmc· 

almidonoso (J_i, µg), es conv~niento::: que, paré.ilelame-n--=.e i;l 

empleo del EGTA par3 extraer el calcio del tejido, rea l.i ct~n 

analisis por microscopl,:i de fluc•r•?.~~c·~nci.:1, -:.c·n ~l obj•~t.ivv ,·!~·· 

localizar la región de 1~ capa de aleurona. donde s9 encuentra ~L 

calcio que participa en la producción de ~-amilasa, mcdi~d~ por 

GA
3

. 

Final.mente, otro aspecto interesante por investi&al·, lo 

constituye E.•l posible ef.;:ctc• qtt•.:! pudiera tenl'.'1r el p!I sobre la 

solubilización del calcio de la n-=:milla. ya qu>~ se conoce que 

durante la LmbibLct.6n., suc•.!d'°" uno a.1:ldlfic¿¡c.i·.:m d•.:.1 me(lio extern.:-· 

(Mikola y Vlrtanen, 1981). H2.r.iabata. y col e 1988) reportan que el 

calcio del endospermc• de l<l semilla de trigo :;:;e solubili~a mas, 

medida que disminuye el pH. De t:al manera que si consideramos que 

el calcio esta enla;:;ado dentro cte la pared crupos c~1rgados 

negativamente. óste puede ser liberado por 1JnC:s d:lsminuci(_,n ¡;;;il 

pH del medio externo, dar.do lugar la solubilización, t:ant.:0 

del calcio de lo pan::d como al presente en •:::-l endospermo 

almidonOF.C•. 
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