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RESUMEN

La sintesis v secrecisan de w-amilasza por capas de aledrons de
cebada v por protoplastos de cebada depznde de la participacion de.
una giberelinsa (GA*) v de caleio en el madio de  incubacidn, en
concentracionas miiimmlares 1O0.5mM a  20mt) . Tal circunstancia
parece sugerir, qus algunce de los teiidos externos a la célula de |
aleurona debe constituir la fuente del calcio que se emplea en la
induccidn de La v-amilasa.

Los valores de calcic total encentrados en este trabajo para
iecs teiideos de la media semilla de trigo { capa de aleurona VY
endospermo almidonose), establecen que 1a mayor proporcidn  del
calcic total, se ehcuentra &n la capa de aleurona, sltuacién que
convierte a é4ste tejide en la reserva mas importante de aste
cation, v por lo tanto, en ia fuente mas probable para aportar el
calcio requerido en la induccién de la o-amilasa.

Aungue en cebada el calcio de la capa de aleurona no
ser suficiente para la induccién de la cnzima, ya que se
de una afluenzia axterna dal cation, para

parece
requiere
observar la completa
secrecion de la enzima, en trigo segun resultados obtenides en
sste trabajo, estt no es necesario, indicando que la induccidn de
a-ani lasa puede llevarse a cabo unicamente con el
cava de aleureona.

calcio de 1la
Les resultados indican que aunque el endospermo

almidoneso contiene el 33% del calcio total de la nedia semilla,

éste no parece participar en la induccién de la enzima.

Tambien se datermind que ocn  los procesos de  imbiblcien v

enterilizacion de las medias semillas, se pierde alrededor de  20%

intervenir en la induccidn de
la enzima. pues a pesar de eésta perdida,

del calcio total, el cual parece no

el calcio de la capa de
aleurona fué suficiente para sostenar una induccioén con GAB'



CAPLITULG L. INTRODUCCION ¥  ANTECEDENMTEY

Despuss que uns semilla fogra rompear 1os abhoticnlas jua la
mantenian en astado ds latencia v cansipue perminar ., la
posibilidad de que fe @stable2ca una nueva generacidn,

gran wnedida de que ocurra la serie de

Jdepande  en
pProceses pioquimicos v

figlologicos conecidos come movilizmacion dde ressrvas, cen 1o  que

la plantula adquiere la capacidad para establecerse comn organismo

autotrofico (Bewley vy Black, 1983). En el caso de los cerealss, la

presencia en el endospermoe almidonoso de
secretadas por la capa de aleurona, come

variag enzimas,

c-~amilasa, proteasa.

fi-1,3-glucanasa, fosfarass y ribonucleasa, constituye un  aspacto

indicativo de que la moullisacidén de reservas se ha iniciado.

Los
praductos de actividad de estas enzimas (azUcares, apincacidos,
minerales, etc. } son asimilados por =1 ambridn, an etapas

posteriores del proceso, favorecieéndose asi el sostenimiento . de

lag primeras etapas de la germinacion (Jones y Armstrong, 1971).

En el caso particular de la «-amilasa, €l inicio de
actividad es producto de una induccioen, donde la

su
transcripelon
del gen y su posterior traducclon parecen ester mediades por
giberelina (GAJ) {Miggins v col., 1976 v Bernal, 1978).

una

Ademas de la giberslina, la induccion de a-amilasa requiere
la participacidn del ion calcio en las etapas de
secracion de la protefna (Jones y Carbonell, 1984).

sintesis Yy

No obstante que la2 celula de aleurona contiene

reservas
intracelulares de calcic en variosz de sus organelos, tales como
mitocondrias, reticulo endoplasmico, vacuolas v cuerpos
protelcos,

se ha evidaenciado desde varics enfoques experimentales
que aestas reservas no  parecen participar en la induccidén de
a-amilasa, va que al reproducir el proceso tn wvitro '

adicionar &cido giberd¢lico (GAB) a capas de aleurona ¢ a
protoplastos aislados de cvlulas de aleurona dea cebada,

es necesario adicicnar caleio al medio de incubscidn.

siempre



11 {1984}

v Carho

Ern relacién a esvtoodaitimg,

enouentran que el calcrc Tdezre: cualitarivos v

AR ITArIVaR AR la rapulacion de la sintwsis de c-amilasa. wa

que los nival s de  aleurona  de

e 1o enclma obbtanldos con Iar
cebada incutadas wole con Ga,, S¢ Incrementan en 8 a 9 veces al
adicionar al madic 1UmM de <a®’. Este aumento eh laé  actividad

enzimatica res 2n la sintesis de las

onde A un ancrsmento

iscenzimas de 1l alts, las que requieren  ademas de GA, en el
24 T

medic de 1ncutacion, la adicion de 0. %mM de Ca” para iniciar su

sintesis.

tor su  porte, Bush y c¢olb {1986} usando como modelo
experimental preotoplastos de células de aleurona de cebada, en el
estudio del efecto de calcieo en la sintesis Yy secrecién de
o-amilasa, encuentran resultados semejantes cualitativamente a
los de Jones y Carbonell (1984}, los que parecen {ndicar que
estas celulag tienen un mecanismo de sintesis v  secrecion para

c-amilasa que depende de la concentracion de calcio en el medio

externc. ;

Bush v Jones (1988) concluyen al estudiar el efecto de calcio
externo schre los niveles de calcio citoplasmlico v su relacidn con
la secrecion de a-amilasa en protoplastos de aleurona de cebada,
que la secrecion de la enzima varta en funcion de los niveles de
calcio interno. los cualer cambian en respuesta a la concentraciédn
del calcio externo ¥y del pH. Los  autores encuentran gue 8i @ al
wedio de incubaclén contiena 20 md A= ~alcio. la concentracién de
calcio citoplasmico se =2leva de 200nM a 350nM con @l  consecuente
inerementd eh La liberacidn de la enzima.

Talee eovidencias indican que las néelulas de alsurona deben
proveerse de este ion a partir de algun reservorio  externo a
ellas, como pudisara ser: la pared celular de la aleurona o el

endosperme almidonoso.

Se ha reportado en cebada, que la capa de aleurona, es la gue

csentiene la mavor proporcion del calcio de la media semilla



(Stewart v cal.,19u8), no obstante eso, el ion  debe sdiclonars

eBXogenamente al medic que contiene  capas de  aleurona v acidr
giberelico, 1o gue sugiers una parcicipacison adicional  al caloia
presente en otros tejidos, poesiblaments el aountenydo en

endospermo almidonoso.

Se ha encontrade mediante microscoptia de

(Tretyn vy Kopcewlcz, 1988), qué puena parts d=l calcio de ta capa
de aleurona de avena parecs <cstar localizado en la membrans
plasmatica ¥ en las paredes celulares que rodean a las celulas
Tales resultades sugieren, que =1 calcio necesario para 1o
induccién de wa-amilasa, pudie

depositos.

@ra  ser proporcionadc  por  estos

En la semilla de trige tambien se ha puasto de manifiesto que
la induccidn de a-amilasa, requiere calcio (Rodriguez, 1989) pues
cuando las capas de aleurona obtenidas de este cereal, se incuban
a un pH de 4.0, en presancia de GA, pero en ausencia de calcio
adiclonado exogenamente, la act1viaad enzimatica obtenida con el
calcio presente inherentemnente en el tejide, disminuye
gradualmente si la incubacidn se hace en presencia de un quelante
especifice dol ion (EGTA}, logrando restaurazr el nivel inicial de
actividad enzimatica si se elimina éste wltimo y se incuba el
tejido con 20mM de calcio. Tal resultadoe sugiere que el calcic
presente on la copa Jde aleurona de trigo participz en la induccidén
de a-amilasa.

Las evidencias presentadas, sugleren la necesidad de analizar
la distribucidn de calcic en ios  teildos quo <onstituven a  la
media semilla de trigo. 2specialmante «h lo gque respaecta al calcio
presente en la capa de aleurena, va que +este componente de  la
semilla, constituve el modelo expaerimental generalmente empleadc
en el estudioc del efecto dei GAy @n ia  induccién de hidrcolasas
tales como a-amilasa y proteasa, pues a pesar de que la capa de

aleurona tiene que ser separada del resto de los  tejidos que




Lot Orman A la semilla, tas zelulas e aleuroma siguen reteniendo

ta capacidad de respondar a la articisn axdpena el GAq‘ siendo
Phsibie por Lo tants reproducir oon owrtroe la induccien de ennimas oy
STudiar un tendmeno de roegulacisn hormonal

En €! casc partacuiar de la induccidn de a-amilasa, no se

LRNTCE O Pracis btn en qud pase 1 proceso participa el calcio,

ni Lual es ol mecanisme sepuldo para ejercer su efecto, aungue si
pare e claro quo los nivelas de la enmima dependen del ion, por
Lo que &l aonjetive  ponzral  de  est2  trabajo se centrara  en
establ-car la distrabucisn v nivel de caleio en te)idos  de la
media semiila de  trigoe con la  perspectiva de analizar su
parLl-ipscion como una posible fuente de calciao en la induccien
de o-amilasa.

1 ESTRUCTURA DE LA SEMILLA DE TRIGO

El trigo constituve una de los cercales mas extendidos en el
munde. Es una Gimnosperma vy pertenece a la familia de las
gramina2as. Las estructuras basicas que se reconocen en una semilla
de trigo son;: al.-La testa, b). -El endosperme, formadoe a sSu  vez
por &l endospermo almidonose vy la capa de aleurona y c¢).-El
embrinn. Cada una de estas 25LTucturas tisnen  orlgenss genéeticos
diferentes.

fn la fignura 1.1 se arquagariran artas astruacturas, asi como

su localizacién dontro de la semilla de trigo.

La testa, es la estructura qu=s se 2ncuentra envolviendo al
endosperme. Constituve una de las barreras fisicas que deben
vencerse durante la =stapa de incorporacién de agua (imbibicidén),

la que es de suma importancia para el inicio de la germinacisn.

La testa @5 una cublerta dura, de naturaleza cerosa, lo que

le imparte la caracteristica de ser impermeable al agua v/o0 2

I
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sopre 1o

gases, ejerciendo por 1o tantoe, efsctos
formacidn de metabolitos, as: como en 2l crecimiento o 1os
tejidog y Srganos de la semilla. Unc de los posibler tactores qus
contribuven a la impermeabilidad de la festa. es la oxidacian o=
compuestes tendlicos somo el Acido ferulico (Maver v
Poljakotf, 19757,

La testa tiene su origen =n varios tagumentos del ovels,
cuenta con 42 cromosomas derivados directaments de  la  celula
madre (Flintham y Gale, 1388),

En el caso de los cereales, que son frutos cariopsides, en
los que no existe la pulpa del fruto, la testa S& encuentra
fusionada a la cubierta del fruto (poricarpio} constituyendo

ambas estructuras, una unidad.

ElL  endosperme es el tejido caracteristico de las
Angiospermas. Este se encuentra rodeando al embrien. Es una
estructura relativamente grande , en =1 <caso de los cereales
constituye el sitio principal de las reservas alimenticias,
aungue en otros casos puede no existir, como es el caso de la
familia Orchidae ¢ comc en otros donde €1 endosperme  puede
degenerar en la formacion de cotiledonses come drgancs de resarva
{frijol). Las reservas nutritivas del endospermc son utilizadas
por el embrion, en las etapas postariores de la germinacidn.

El endospermo <8 unh tejido triploide. va qua e <1 producto
de la fusion de 3 nucleos haploides: dos nucleos polares (aZ
cromosomas) y un nucleo masculine (21 cromesomas), por 1o que
cuenta con 63 cromosomas (Flintham v Gale,19&8).

En cereales, el endosperme esta compuesto por dos tipos de
tejido: el endospermo almidonecsc v la capa de aleurona (fig.
I.l.b). El primerce esta feormado por células  puertas, las
que contienen las reservas nutritivas de la semilla, que en el
caso de los cereales, estan <onstituides principalmente por
almidén ¥y una fraccidén menor de proteinas y minerales.



Respecte a la capa e aleurcna, esta se encusntra

dospernoe almidonoso, Tiene 8y origeh en  las

recubriendo al

edlulas perifericas de esrte ta)ido, pueds estar constituida  por

d caso  Jde trigo la capa  de

una o mas capas de cdlulas., En el

aleurona contisne una Sola capa d< celulas.

Estas c¢olulas tienen la caracteristica de no poder dJdividir-
se, lo que: los conti1sre unitormidad eh su ciclo c¢elular. Alcanzan
su diterenciaci1en tinal, al interacciconar con el GA3. sintetizando
y secretande varias =ptimas  hidraltricas hacia el endosperme
atmidonoso . las que Juegan un papel muy importante durante 1la
germinacidn., ya <que 5u  actividad permite que las proteinas,
carbohidratos v minerales presentes en el endospermo almidonoso
sean hidreolizados a matabolitos mas facilmente asimilables por el

embrien en crecimiento.

Dentro de las ¢aractaristicas citoldgicas de estas c¢<lulas,
es importante mencionar que poseen una gruesa pared celular, asi
come inclusicnes celulares denominadas cuerpes  protetcos o
granulos de  aloaona, los que copstituyen 1os depdsitos de

proteinas v min=ralec.

Con respecto al embrion, este es el producto del cigote el
que siguiende un patrsn oriantade de divisiones celulares, da
lugar a que #4ste adopte una faorma aspecsifica. en la que es
posible reconccer: un  eje ambricnario con un cotileddn
En la base del eje se encuentra la

rudimentario ¢ eecy
radfcyla , cubierta por la coleorriza, mientras que en la parte
superior del mismc se halla el coledptile, el cual protege al

tallo (plumula » @&picotilo).

Las celulas del embrion poseen el complemento normal de 42
cromosomas: 2! crcmosomas derivados do  1la  célula madre v

cromosomas provenientes del polen.



1.2 RESERVAS ALIMENTICIAS DE LA SEMILLA DE TRIGO. S UBICACION
CELULAR Y TISULAK.

@stan constituidas

Las reservas alimenticias de una

por grandes cantidades de carbohidratos (cereales) & lipides,
{oleaginosas), una P2quefa proporciin <de proteina v Una  cantidad
aun menor de compuestos fnorganicos. KEstos componentes de la

semilla, apovan el crecimiento v/o desarrolle de le  pldntule en
las primeras etapas de la germinacidn,

Aungue la composicien quimica de estas  reservas esta
determinada geneticamente, puede modificarse por factoras del
medioc ambiente tales como composicién quimica del sueslo., clima, ©
por factores de otro tipo, como & la obtencidén de variedades
mejoradas seleccionadas a traves de cruzas.

Estas reservas se localizan como inclusiones intracelulares,
en forma de alcuerpos proteicos (depsésitos de proteinas vy
minerales}), blesferosomas (acunules de lipidos), ¢c).antloplastos
{granulos de almiden).

Estas inclusiones se pueden encontrar en mayor © mener
proporcidn en los dos tipos de tejides que forman el andoEpermo

{endospermo almidonoso y capa de aleurcna)

En el caso de trige, el endospermo constituye el =itio de
almacenamiento de estas reservas, aunque tambi<n se encuentran en

el embrién v en menor proporcidn a lo largo de todo el grano.

En la tabla I.1 se muestra la composiclidon quimica de varias
semillas. En ella podemos ver gue el almidén constituye el
nutrimento mayoritario de los cersales come trigo (75%), aunque

también contienen proteinas (12.0%) y lipidos (4. 0%).

Respecto & los carbohidratos, especificamente el almidon que
ee el mas abundante, se almacena en los amiloplastos. Estas
estructuras sclo se cobservan dentro de las células del endospermo

almidonoso, pero no dentrc de las c<lulas de aleurona.



TABLA 1.1 COMPOSICIUN DE LAS RESERVAS NUTRITIVAS DE VARIAS SEMILLAS

{BEWLEY ¥ BLACK, 1983),

CONPOSICION PORCENTUAL PRINCIPAL ORGANO DE

(PESO SFCO) . RESERVA e
ESPECIES PROTECINA GRASA COMPONENTE PRINCIPAL
D| .

Maiz (Zea Mays) 11 5 75 (almidén) Endospermo
Avena (Avena sativa) 13 8 66 (almidén) Endospermo
Trigo {T. aestivum) 12 2 75 {almidén) Endospermo
Centano (Secale cereale) 12 2 76 {almiddn) Endospermo
Cebada (Hordeum vulgare) 12 3 76 (alnidén; Endospermo
Soya (Glycine max) 37 17 26 {almidén) Cotileddn
Nabo {Brassica napus) 21 a8 19 (aimiddn) Cotileddn
Palma (Elaeis guineensis) g 49 28 Endospermo
Pino {pinus pinga) 35 48 6 Megatofito

ELN (Extracto libre de Nitrégeno consiste bdsicamente de almidén, azicares libres

y dextrinas.)



Ez pocible idgenciticar clog tipos e

amiloplastos, lenticularzs v estfeérices., con un lar que va de @ oo

3Bu.. Amhos tipos pueden contener tanto amilasa cono amilopactina

€010 Uno de los tipes de almiden., La presencia an la semilla e
otros polisacAridos, adicionales al almidon, tales como
hemicelulosas v galactomansnas, son0 iyrelevantas

cuantitativamente, Aauhque algunes oligesacaridos son vitales pare
el embridn, va que son parte de la reservas con que se  inilcia la
germinacion.

Los carbohidratos que se encuentran en la célula de aleurona
son principalmente sacarosa, rafinosa v fructosa, los que junto
con otros metabolitos, permiten la rapida proliferacidn del
sistema intracelular de membrana v el de s{intesis de protainac,
los que proporcionan las proteinas que serviran como materia
prima en la sintesis de las enzimas hidroliticas inducidas por el
GA3'

Las proteinas constituyen un segundo componente d& las
reservas de los ceoreales.

Se sabe poco respecto a las proteinas de las celulas de
aleurona, aunque su composicidn parece ser muy diferente a las
proteinas del endospermo almidonoso {Tabla T1.2). £n amtos
casos, las proteinas parecen ser sintetizadas por polirribosomas
unidos a reticulc endoplésmico, acumulandose 2n  los cuerpos
proteicos (Fincher, 1989),

Las proteinas del endospermo almidonoso estian constituidas
basicamente por peéptidos 8in actividad metabdlica. Se han
clasificade an base a gu solubilidad en varios solventes, en 4
grupos como: slutelinas {solubles en alcali ¢ acidoi, prolanings
(solubles eﬁ alcohol acuoso). sgltodulinas (sclubles en soluciones
salinas) vy albiminas (solubles en agua). predominando en trigo,
las prelaminas y glutelinas, ya que juntas representan un 804 de
la proteina de reserva, mientras que las restantes contribuven con
un 15%. Pentro del grupo de las albuminas y globulinas, se
ancuentran enzimas come -amilasa vy proteasa e inhibidores de
proteasas (Fincher, 1989).
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zy)ar estudiadas son las gque 24 encuentran én

Las proiaminas

aptenids en aminsacidos

™
las gliadinas del trige, que por Gu Laje
esenciales son consideradas come de baje calidad nutricional,

A traves del anilisis de Sesusncias v de estudias
inmunologicos se ha puesto de manitfiestos que dentro de un  cereal
particular lac prolaminaeg constituven mezclas polimorficas, Que
pueden clasificarse en varios grupos, cada uno conteniendo un
grupo homsdlogo de protetnas estructuralmente relacionadas, las que
derivan de familias de alrededor de 30 genes (Heidecker v
Messing,19860).

En cuanto al tamafio, los cuerpos proteicos del endisparme

almidonoso son diferentes a log gue se encuentran en 2] embridn.

La comparacién de la composicidn en los aminoacidos de las
proteinas del endospermo almidonoso, con los de las proteinas de
la capa de aleurona {Tabla I1.2.) sugiere una distribucién muy

diferente de las proteinas que conforman ambos telidos.

Los minerales constituyen otro elemento importante para el
desarrollo de la semilla. En los cereales estos se almacenan en
la forma de sales de calcio, magnesio y potasio del acido fitice
(hexafosfato de mio-inosictol), complejo conocido como fitina , 21
que Be encuentra inmerso en la matriz de protelna de la ceélula de
aleurona en forma de inclusiones conocidas como globoides. Estas
inclusicones de minerales estan practicamente ausentes de las
células del endoepermo almidonosc (Bewley y HBlack, 19833

El contanido de fitina v la composicién de la misma, varia
con la especie y variedad de la semilla, pues mientras que la
fitina de trigo contiene 1.5% de magnesioc y 127 de calcio, l1s
fitina de avena contiene 157 de magnesic, 8.3% de calcie vy 5.74
de potasio (Ashton y Williams, 1952).

A la fitines se le ha adjudicade ser una fuente de foésforo,



o ta Ulla Pa@aerva potenhcial de caloeic, papnesio

pero tamblien repra

v potasic. 108 que Se itherarian al medio paralelaments <don 21

tostaro, via ia actividad de la fitasa (Fig .00,

1.3 LA GERMINACION ¥ 3U HELAION CON LOS FLTUOREBEGULADORE

Al tinalizar la maduracion <o la semilla, esta adqguiers un
estadc de latencia caracterizado =ntre  otros  aspectos, por un
tajo contsnide de agua v una tasa metabolica disminuida, debida
por un ladoe. a la 1naltivacien e anzimas asi como a una
disminuzien generalicada en la sinteris de proteinas. No obstante
tal situacion, =23ta pusde revertirse, si la semilla se coloca
nuavamente en condiciones adecuadas de agua, luz, temperatura VY
tensidn de oxlgenc, con lo que odcurren una serie d2 eventos
bioguimicos v fisiologicos, que finalmente inducen en el embrisn
cambilos morfologicas caracterizados por la emergencia de 1la
radicula, fencmana al que se  ha 1lamado convencionalmente
Ferminac (ar.

Aunque 2l fin de la latencia requiere de la participacion de
los factores madic ambientales ve mencionhados (agua. luz, ete.),
el inicio do= la germinacidn |, se rvrealiza a expensas de  las
reservas hutritivas de la semilla formadas durante 1 llenado del
gran¢ cuya utilizaclon €€ <l producto de le accion concertada de
compuestos conoc idaos genericamente coma reguladores de

Creclmlents o fLLloharmonas,

Sus efectos pueden darse a  varios niveles, va que éstas
pusden acumularse <on &l fin de prepararse para  una  subsecuente
mienta

rparticipacien en <l contrcl de da germinacion v o ocre
temprance de la  piantula, © pueden participar tamtien en el
crecimiento det fruto v su desarrclle, asi como en el wovimiento
de materia seca dentro de la semilla v adicionalmente en el

crecimiento ¥y desarrcollc de la semilias.

Estoes eventos parecan @star contrelados por un balance  muy
finc de 1as hormonas, donde este balahce es mas importante que las

cantidades absclutas de una hormena en particular.



0P03Ca OP03Co

0P03C0

Ca04P0
OPO3Mg

0PO3HK

FITASA

0PO3Ca OPO3Ca

OH 4 e+ HPO4

€a03PON 4p0., g

0PO3HK

Fig.I.2. Reaccicn catalizada por la fitase

14



Las titohermonas o puaeden clasiticar 2n & grupos que

a)  ~gttere!. as g4, ~attlens

b, ~zitorT. nas e, —acide abscistcos

cd. ~au was

Las estructuras ds 1las principalas rivchormoenas

observarse en la figura 1.3¥. (Maver v Poljarcff, 197%).

A) GIBERELINAS: Estas hormonas son consideradas quimicamentsd
como acidos diterpencides derivados del ent-faur-is-eno. Ervan
relacionadas con el Acido giberelico (Ga,) va que comparten =l
anillo de gibano. La mayoria de ellss :)énen 2 carbonee. Su  modu
de accisn vy los efectos metabslicos que producen son d2  interes.
pues conducen al fin de la latencia. (figura [.4)

Se han aislado alrededor de 50 giberelinas tanto de plantas
superiores como de semillas, aunque la mavoria se han obtenide . de
semillas. De las giberelinas aisladas, solo algunas tienen
actividad biolwgica (GAl. GAB, GAA' GA7, GAg, GA21. GA 2)
{Khan, 1982 y Macmillan y Takahashi, 1968).

Mientras que en las plantas producen alargamiento del tallo,
en las semillas causan la disolucién del contenido del endospermo
almidoneoso, via la actividad de varias hidreolasas.

burante la maduracien del grano, las giberelinas se almacenan
en forma de glucédsidos, deblendo hidrolizarce durante el inicio de
la germinacidén (Lang, 1970).

Su sitic de sintesis parece  conlrovertido, pues  aunque &1
modelo mas aceptado sobre el proceso donde ellas participan,
sugiere que éstas pueden formarse en el embrion de la semilla en
germinacidn (Yomo vy Varner, 1971 y Redley, 1967) v de ahi difundir
a las células de la capa d2 aleurona donde ejercen la induccien de
hidrolasas, existen evidencias de que la comunicacidn hormonal en
el grahno en germinacidén es  mucho mas conmplicada que la

inicialmente sugerida por este modelo, ya que la capa de aleurona
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no parece ser el unico sitio de produccieon de hidrolasas. Puas

rtamnbien 1 epitelio escutelar produce un

e#rto nivel de w-amilass
v A-glucanasa (Gibbons, 1981 (citado ep Baulcomba v col., 1984)
v Radley, 1967).

Adicionalmente Trewavas {(1982), sefala que

1 nivel de Gh oy
producide por 21 embdricn es inadecuado para explicar la curva
dosis-respuasta de GAB-a—amllasa, va qua la concentracien de  la
hormona necesaria para la produccien de c-amilasa, varia en cuands
nmenos 4 ordenes de magnitud, respecto al contenido determinade  =n
el embridvn. por lo que el autor propone, que la fuente de
giberelinas activas radica, en la reserva de giberelinas
confugadas del endospermo.

Atzaorn y Weiler ( 1983), utilizande anticuerpos saspecilfices,

en fracclonee separadas cromatograficamente de wvarias regicnes

del grano de cebada, encuentran que la giberelina GA,. es la ¢nica
cuyva produccisén sigue un patroén paralelo cen la produccién de
a—-amilasa. Ademas cuando se aplica a mediag semillas .
desembrionadas, estimula la sintesis de a-amilasa, a pesar de 1a
presencia de inhibidores de la sintesis de giberelinas. por lo que
les autores establecen que dehe existir otro factor proveniente
del embrién, diferente a GA,, el que sea el causante de la
sintesis de hidrolasas, posiblemente GA!' {la cual se observs
causaba un incremento en el nivel de GA,) o tal vez alguna
meolecula que inactive al acido abacisico.

B) CITOCININAS: Estas fitohormonas son derivades de la adenina. La

zeatina del maiz, pertenece a este grupo. N

No &stan clares ni su lugar de sintesis, ni su sitio de
accion, come tampoco =u mecanisme, aupque parecen tener efecto
sobre el metabolismo de RNA (Mall y col. 1967).

Se han involucrado con procesos mitoticos citocineticos. Su
unidn con calcio, aumenta sinergicamente 1la produccien de
etileno (Lau y Yang, 1975)



HO~ @S
CHy COOH ¢4 cooH
G Az

GAg
Fig.1. 4. Estructuras de 5 giberelinas comunmente encontradas en semitias (Bewiey, 1983}
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No s =abe g1 suU accien #g ecte priwmaric
de: 1a -ina, IR ¥

parece acumularse =n el embricn {(Maver v Polijakoff, 1975).

resultado

de otroas ceventos metabalac

Las semillas maduras contienen bajes niveles de citecininas
endogenas (Davey y Van Staden, 1979), les que permanecen bajos
durante la germinacién ¢ elongacien de la radicula.

Queda aun por establecer, sl estos compuestos son
sintetizados durante el desarrollo de la semilla o durante la
germinacidn.

Miller (19%8) mostrd que la cinetina promueve la germinacion
de =semillas de lechuga v que requiere adicionalmente de luz roja
para la completa expresion de su efecto estimulatorio.

C) AUXINAS: A este grupo pertenecen el acido indel acdtico (lAA) ¥
sus derivados. Se sintetizan a partir de triptéfane (Schneider
y Weghtman, 1974}.

Pueden estimular la germinacidn en condiciones muy especiales
de luz y températura, pero normalmente tienen muy poco efecto. Lo
que s1 parece claro, €5 que no existe respuesta por las semillas a
concentraciones fisioldgicas de IAA, aungue sl en partes aisladas
de la planta.

Predominan en la semilla en d=sarrollo, mas que en la semilla
madura. Se acumulan en =1 endospermo y disminuyen su nivel al
alcanzar la madurez (Khan,1982)

Las auxinas en la semilla se encuentran en forma combinada,
va sea con mio-inositel, arabinosa ¢ enlazadas & 3-1,4-glucanas
{Nichols, 1967, ©Shantz y Stewart, 1957 Yy Piskornik v
Bandursky 1972} .

No obstante axistir una buena correlacidén entre los cambios
en los niveles de auxinas vy el desarrollo de la semilla, no se ha

comprobado una posible relacién con la germinacién. por 1o que los
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cambios en los nivales de estas hormenas se analigan de manera mas
conveniente., en relaci

al desarrolleo de la semiila.

fambidén se esgpecula, respacto al  posikle papel  de la
liveracion de las  auninas libres, a partir de sus formas
conjugadas, sobre i zontrol sl crecimiento  de  la plantula

(Ueda ¥ col, 19700

D) ETILEND: Su efecte debe ser considerado como el de un factor de
regulacién del crecimiento, va que se ha mostrade que estimula  la
germinacion de varias semillas (Jones, 1968), aunque no se tlene
la certece si fu efecte a5 sobre ¢l fin de la latencia o sobre la
regulacién del crecimiento inmediato a la puesta de la
germinacion. El etileno se forma muy rapido en cuanto empleza el
periodo de imbibicioén de la semilla {Abeles v Lonskii, 196G).

El etilenc puede aplicarse a las semillas en 1la forma del

Acido 2-~cloro-etanc fostonico, &l cual se descompone a etilenc en

presencis de agua v un pH de 4.0 (Mayer vy Poliakoff, 1975).

E) ACIDO ABSCISICO: El Aclide abscisico constituye un regulader del
crecimientce de plantas importanta a congiderar, va qgue ge ha
comprobado tiene un efecto inhibitorico sobre el proceso de
germinacién (Flintham v Gale, 49H8) Adicicnalmente parece ser el
responsable d= la latencia de varias semillas, asi como de evitar

1o germinacien prematura al contreolar el crecimiente del embridn.

Tambien inhibe varios fenémenss del crecimiento de lae
plantas, causando por ejample la abrcicidn de las hojas en algunae

especies como algoddn (Unkuma 4y ool, 19673}

Su efect: puede ser revertido por 21 acido giberwlico vy la luz
{Chrispeels v Varner, 1997),

Se local

za en varlas partes de la semilla, ¥ aungue
algunce casos parece provenir de la planta madre, en

en
T.aestivum
parece sintetizarce en el enbrién y en el endospermo a
mevalonato (Milborrow, 1974).

partir de



El 4cido abscisico parece descomponerss  a Acido fasoico W
dehidrofageicoa, durante la maduracisn de la semilla. Siendo
posible gque el abscisco que sobreviva a 1a germinacion sea el que
ejeras Junto con oiras hormonas {GA,) una fraccidn del contrel de
la germinacion (Galson v col.. lQ?h;

I.4.-LA MOVILIZACION DE RESERVAS Y SU REGULACIOR

El establecimientce definitivo de la germinacién de una
semilla depende en gran medida, de gue el embrién se abastezca de
nutrientes alternos a los ya contanidos en este. En el caso de
granos de cereales, estos nutrientes se encuentran en el
endospermo de la semilla.

Esta etapa e&n el desarrocllo de una semilla e CORQce. - coOmo
movtlizactidn de reservas, es infciada y controlada por una
giberelina, cuya actividad da lugar a la sintesis vy secrecisén al
endospermoe almidonoso de varias hidreolasas. quea depgradan los
nutrientes, los que a traves de etapas subsecuentes del proceso de

movtlizacion de reservas, son asimilados por el embrion.

El proceso de movuillizacidn de reservas puede resumirse en las
siguientes etapas: (figura 1.5).

a) Sintesis vy secrecién al endospermo almidonoso, de enzimas
hidroliticas.

b) Hidralisis del contenidoc del endosperme almidonoso (almideon, -
proteinas, lipidos, minerales).

c) Adaptacidn guimica de los producteos de hidrolisis para su
posterior asimilacidn. Por ejemplo, el producto final de 1la
hidrolisis del almidon, es una mezcla de maltesa y  glucosa,
ambos azucares deben ser transformados a sacarosaz en el
escutelo, antes de ser asimilados por el embridn.

d) Transporte de los productos de hidrolisis, hacia el embrién.
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La sintesis v secrecion de un

midrolit aclemas  di

constituir el inicis de la meouvilizacion de reservas v ser =l pasco
limitante de ésta, su estudlo ceonztituve un  puntae  lateracants o
estudiar pues da la eportunidad adiciconal de incursicnar en s
investigacién zobre el mecaniesms de raegulacidén segpuide por é! Gh, .

Respecta a la forma en la cual s€ produce  esta  sintesic v
secrecicon de hidrolasas s acepta que, la giberelina provenisenta
del embrion, al interaccionar coh las oélulas blance, praseniaes =n
la capa de aleurona, promueve en  ellas varios cambio:z fisicos .
bioquimicos v fisiolovgices, que las conducen a la sintesis v
secrecidn al endospermd almidonesa, de enzimas  hidroliticese  come
c-amilasa . Este prccesco finaliza, cuande  la  plantula héa
alcanzado el estado autotrefo. En la figura 1.6 se resume  1a
relacidn entre la produccion de GA3 por el eje embrionario v el
escutelo, la produccioén de a-amilasa por la capa de aleurona v la
produccién de solutos en el endospermo.

Al igual que la o-amilasa, La proteasa, o-glucosidasa, pento-
sanasag y dextrinasa limite, son  enzimas gue  reguieren la
participacietn deal GA, para &u stntesis Yy Bacresidn ({Beuley W
Black, 1983). -

Existe un segundo grupe de encimas, cuys sintesis es
independiente de 13 hormona, no asi su liberacidén. Dentro de #ste
grupo se ubican la [3-1.3-glucanas&a, la fosfatasa aclida vy 1a
ribonucleasa (Chrispeels ¥ Varner, 1967 v Pollard, 1969).

Para que la giberelina pueda ejercer su accivn, es necesario
que la semilla complete su gistema vascular, va gue es la via quée
le facilitar4a el transporte desde el sitio de sintesis nasta las
celulas blanco (c#lulas de la capa de aleurcna). Esta etapa toma
alrededor de £ horas a partir del momento de 1la imbibicion
{(Bewlev v Black, 1983).

No se ha establecideo, si el GA3 tiens 2lgun efecto directe,
sobre la actividad de las enzimas que participan en la

movilizacion de las reservas nutritivas contenidas en las celulas

1M
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de aieurona v escutelo, las que parecen estar va presentes  en &1
grane no germinodo {(Fincher, 1929).

El proceso de disolucion del endospermo, lleva apar=iads, la
hidrolisis enzimdtica  tants de  las  parades celulares de  1ds

cédlulas de aleurona como las del endospermo almidonoso.

Ambos tipes de paredes. estan clasificadas  como parades
celulares primarias, pues no contien=n lignina. Estaén constituidas
por hemicelulosas como arabinoxilanas ¥ 3-1.3 vy 1 ,4-glucanas, que
en el caso0 del +tripgc alcanzan porcentajes del 660 vy 28%
respectivamente {Bacic v Steone, 1981).

Las enzimas que participan en la hidrwlieis de ambos tipos de
las paredes celulares son xilanasas ¥ 1,3 vy 1,4-glucanasas. Su
actividad es muy importante, va que permite la entrada al
endospermo almidoncso de enzimas como a-amilasa y proteasa, 1o que
facilita el ataque de sus sustratos respectivos.

Ademis de GAB, las pgiberelinas GAA‘ GA7, GA22, parecen

ejercer algpun contrel en 1la movilizacién de reservas.

I.4.1.- MOV1ILIZACION DE CARBOHIDRATOS. PAPEL DE LA a-AMILASA

El almidé&n que es el carbohidrato mas abundante en el
endospermo de los cereales, es degradado via la accion concertada
de varias enzimas, que incluven: o-amilasa, f-amilasa, enzima
desrramificadora, fosforilasa y maltasa

Otre factor que influye en la degradacien deli almidén, 1o
constituye la proporcion de las dos formas principales de almidén
(amilosa y amilopectina} por lo que la ruta de degradacién puede
ser relativamente diferente, en las diferentes semillsas. La
propuesta para la degradacién del almidén en chicharo,
ajustarse a la siguiente secuencia {(Swain y Dekker, 1966):

ruta

parece



ALMIDON —Y 4 OLIGOSACARIDOS —% s MALTOSA —3—s GLUCOSA

SOLUBLES
Participande lag siguientes enzimas: 1) a-amilaso, 2)

f-amilasa y 3} maltasa

A diferencia de la c-amilasa, cuya sintesis ez d® nowvo, las
demis enzimas que participan en la degradacion del almidon, como
eg el caso de la -amilasa, va existen dentro del granoc secc Yy
solo se activan durante la imbibicidn de la semilla. Su actividad
aungue muy importante, solo explica una pequera fraccidn del total
de la actividad amilolftica, va que el 907 de 9sta se debe a la

o-amilasa.

La enzima desrramificadora continua hidrolizando las
dextrinas limite, ya que tiene la capacidad de romper enlaces
a~1,6 glucosidicos, facilitando el trabajo a las amilacsas.

De las enzimas cuya sintesis depende de GAB, la a-amilasa a8
la enzima que se forma en mayor proporcién (60%) {Ho vy Varner,
1974}, lo que seria de esperar si tomamos en cuenta que el almidén
representa el componente nayoritario del endospermo.

Adiclonalmente a lo anterior, €l método de medicidn de 1la
actividad enzimitica resulta ser relativamente sencillo y
reproducible (Briggs, 1967).

Por 1o anterior, parece justificado el emplear a la o-amilasa
como un monitor en el estudio del efecto del GA, sobre la
movilizacién de reservas, concretamente en la parte de ésta, que
se refiere a la sintesis y secrecion de enzimas.

E1 modelo experimental empleado en ecste estydio, ha
consistide basicamente en al enpleo de medias semillas

desembrionadas y especialmente capas de aleurona aisladas.

Este modelo posee la caracteristica, de que no obstante
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separarss del resto des les tejideow de la semilla, lag  celulas de

=t
la <apa de aleurcena retvienan la capacidad de responder
especificamente al astimula dal GAB adictonsdo exopenamente, al

igual gue =n is wenilla cempleta. dande la oportunidad de medir en

2l medio de incubacidn la  actividad de alpguna de las  enzimas

hidroli{ticas inducidas por la titohormona.

l.4.1.1 INDUCC IO DE e AMILASA

Come ha sido mencionade, la sintesis vy secrecidn de o-amilasa
esta bajo 21 control de una gilberelina. Cuva sipntesis de nowve ha
podido ratificarse. entre otros factores por el analisis del
afecto inhibitorio causado en la produccidén de la enzima, por
agentes como cicloheximida, la cual inbibe 1la sintesis de
proteinas (Chrispeels y Varner, 1967).

La formacion de a-amilasa puede observarse experimentalmente,
s1 Be incuban capas de aleurona de cebada con GA3 ipM y calcio por
24 horas, para finalmente medir la actividad de la enzima en e)
medio de incubacisn ¥y en el tejide. La grafica de la cineética de
produccidn de wa@-amilasa que se obtiene bajo las condiciones
descritas se muestra en la figura [.7.

En ellas puede obtzervarse, que &n  ambos tejidos la enzima
comienza a sintetirzarse al medio hasta despuées de 6 horas de haber
adiclionado 1la hormnana, Este periodo se conoce como fase lag & de

retardo.

A partir de las graticas de la figura 1.7, puede obgservarse
que en cebada, la mavoria de la enzima se secreta sl medio, v que
no sucede lo mismo con trigo. donde la mayor parte de la enzima
permanece dentro del tejido a las 24 horas. Ademas ambas graficas
indican que no hay acumulacien de la enzima durante la fase de
retardo, vy que la liberaci¢n comienza despues de haberse rebasado
éste periodo. Esta ultima cobservacien indicaria que de tratarse
de una sintesis de novo, durante la fase lag debe formarse el

mENA para la encima.
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Fig. 1.7.
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Cinética de induccion de ce-amilasa en cebada y trigo.

Cebada: Cinetica de la produccien de o-amilasa por 10
capas de aleurona de cebada variedad Himalaya,
incubadas. La actividad enzimatica se midi¢ en el medio
de incubacion y en el sobrenadante de un extracto del
tejido, la actividad total se refiere a la suma de

estas dos actividades (Chrispeels y Varner,1967),
Trigo: 10 capas de alurona de trigo var. Potam S-70 se
incubaron en 2 ml de medio de incubacidn en presencia v
en ausencia de GAz La actividad amilelitica se
determin® en el medio de incubacién ¥ en el extracto.
El total representa la suma de estas dos actividades.
(Bernal, 1978).
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Lespués del periodo leyg, se obsarva una  respue lineal,

que en el tedido  la

Jduranti: las giguiazntes 16 horas.

abilica a las 12

acumulacicen de la enzima se t
Es obvic a partir del analisis dc la grafica obtenida para

trigo que la enzima requiere la adiciédn de GA.,, pues se cbtienen

niveles muv bajcs de encima cuando la hormona no se adiciona.

Los cambios ultraestructurales observados por microscopia
electrénica (Evins, 1971, Jeness, 1909 v Gubler., 1986) durante la

con ta  =labaracidn Qe la maquinaria

{ase lag son congruen
celular requerjda para la sintesis Jdel mensajere de o-amilasa Y
sU  expresisn, pues  ademds de que los cuerpos globoides
desaparecen, los cuerpos protelcos de la aleurona coalecen para
formar grandes vacuclas, el numero de esferosomas disminuye vy lag
mitocondrias desarrollan una gran actividad metabdlica, indicada
por la formaciovn de crestas bilien definidas, existe una intensa
proliferacion de reticule endoplasmico y complejo de Golgi, los
cuales son sistemas relacionados <on la alaboracian del aparate
encargado de la sintesls de protelnas v de su modificacién.

Basados en el hecho experimental de que 1la sintesis de
a-amilasa, corresponde en realidad a una sintesis de nowve (Filner
y vVarner, 1967), se han realizade investigaciones con el fin de
conocer el mecanigmo por el cual el GAB' causa esta induccidén de

enzimas.,

Estos trabajos han ido encaminados a resolver si la hormona
actua a nivel de a) inducir la traduccidén 4 b} la transcripcidn,

siguiendc astab lineas de trabaje, se ha visto que la
sintesis de c-amilasa se detiene, si al medic de incubacién de
capas de aleurcna de cebada, se adicionan inhibidores de sintesis
de proteinas como cicloneximida, ratificando que el proceso
ceorraesponde a una sintesis de nove (Chrispeels y Varner, 1967).
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Una situacisan simd lar ccurre on Lrigo cuando, £8&  agregan

paralelamente ol medic  de incubacion SR, Innitdder
sintesis de RNA mensalj fcordicepina v sctinpamicina Dy, pere
no si estos se afaden 1Z horas despuss de  la adicidtn  dal A
{Bernal, 1978). Tal r=sultado indica que @l mRNA para c-amilasae

se debe sintetizar durante las primeras 12 h;xas dex 1la aplicaciacn
de la hormona.

Observando la figura 1.7 puede deducirse qgque éste mensajers
parece ser relativamente estable, pues la sintecis de la proteina

se mantiene por 24 horas.

Basados en el antecedente de qQue la produccidn de a-amilasa
obedece a una sintesis de novo, Higgins ¥ col. (1976), propcenen
la hipotesis de que la hormona debe afectar los niveles del nmRNA
para a-amilasa, el cual 52 ha visto en otros sistemas, conticne
una secuencia poli-A' en el extremc 3', de manera que los
autores aislan RNA—pOli-A+ de capas de aleurona de cebada
estimuladas con GA3 y realizan la traduccidn i uitro del
mensajero enceontrando que, efectivamente el GAS aumenta el nivel
de mensajero para a-amilasa, a partir de 3-4 horas de adicionada
la hormona.

Bernal,L. (1978) utilizande una metodologtia similar a ia de
Higgine y col (2976), corrobora sus resultados solo que emplza
para la traduccidn in vitro, un mensajero aislado a partir de
capas de aleurona de trigo 1lncubadas con GAS'

Posteriormente, Bernal y col (1981), mediante el uso de cbhbNa
especifico para el mensajerc de oa-amilasa, determinan que el
mensajero aumenta alrededor de 40 veces en aleuronas que han sido
incubadas por 16 horas con GA,

Rogers y Milliman (1983) aislan un clona complementaria al
mRNA para a-amilasa a partir de capas de aleurona de cebada
inducidas con Ghg. Pel enalisis infieren que existen dos
poblaciones de mRNA para a-amilasa derivados de diferentes genes

estructurales, cuva expresion esta bajo el control del GAQ.
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Baulconte: ¥ Butfar.t {1985 zancluven, al traducir an wviro

al HMA-poli A’ aislade Ae cepas de aleurcna de tripc  estimuladag

con GA.,. gue rter Nh S0L0 aumenta la sintesi mensafero  Eara

c-amila®a. sinoe tambisn 1a sintasis oo otros = poptidos mas,

Adicicnalmemte, a trav

de axperimentos de nibridizacion en

los que emploaron come sondas lox cbia obtenaidos

les  RHA-pold
A" inducidos por Ga. . muestran que sl oauments promevide  por la

hormona, s mas proleongads para el mensajere de a-amilasa, que

para los otrogs 6 mensajeros.

1.4.1.24  1SOENZIMAY DE a-AMILASA .

En la actualidad e bastante claro, que la degradacién del
almidon es promovida realments, por diversas isozimas de
a-amilasa. Este polimortismo de proteinas es el resultado, de la
expresidn de dos familias de pgenes difercntes, tas que de

modificaciones postraduccionales (Nishikawa y Nobuhara, 1971).

La expresion de estos genes da  lugar a «dos grupos de
proteinas que s2  han clasificado de acuerdo a s5u el,
inmunogenicidad v control genetico en: el grupo iscenzimas de pl
alto ¥y el grupo de iscenzimas de pl baze.

En trigo, estas familias de genes se d=nominan como a-sdmyl a
los que codifican para las isoenzimas de pl alte (&.3-7.5) vy coma
a-Amy2 a las que codifican para las isocenzimas de pl bajo
(4.9-6.0) tenié¢ndo, 11 v 16 alelos respectivamente. Egtos genes
estadn coditicades an los cromoscmas € ¥y 7 del gencma  de trigo
(Ainsworth v col.,1985)

En cebada se dencomina como wa-AmvA, al grupe de genes que
codifican para iscenzimas con un pl bajo (4,5-5.1) ¥ coma o-dAmyB
a los fenes cuva exprasién da lugar a  proteinas de pl alto
{5.9-6.6). Para cada unc¢ de estos grupes, se han aislado vy
caracterizadc 2 iscenzimas. En el caso del! genoma de cebada,

estos genes estan situados en los cromesomas 1 vy 6.



burante la germinacisén de la semilla de trigoe, los grup
isoenzimas mencicnados no aparecen simultaneamente, ya que  es 2l
grupo de pl alto (a-Amyl) =21 que aparace primero, acunul indose a
traves de la germinacidn, a diferencia del otro grupe (a-d4myl) que
lo hace posteriormente (Lazarus v col, 1985 . Una situacien
similar parece ocurrir con leos prupos de isgenzimas de cebdada.
solo gque invertida, pues es =1 grupo de pl tajo {(o-AmypA) el que
aparece primero y posteriormente lo hace el grupo de pl  alto
(Jacobsen vy Higgins,1982).

1.4.1.3. SECRECION DE o-AMILASA

La relacicn de 1los cambios observados por microscopts
electrdnica, (proliferacivn del reticulo endoplasmico rugosc (REr}
y complejo d= Golgi, destrucclén de los granulos de aleurona v
disminucien del numero de esferosomas), con losg eventos
fisioldgicos y bioquimicos que ocurren durante las primeras 10
horas de la induccién de a-amilasa por GA3. permiten construir un
esquema de secrecidén para la enzima, semejante al propuesto para
otros organismos eucariontes:

e —— () —— [ —— s

En plantas, ecte modelo no ha podido detallarse, debido
especialmente a deficiencia’s en los modelos experimentales,
quedando por dilucidar muchos aBpectos, particularmente i1z que
se refiere a los sistemas secretorios especificos ., asi comoc el
sitio donde éstos ocurren.

En el caso en el que la forma de secrecidén para <a-amilasa
fuera vesiculada, como propone la secuencia arriba indicads, se
ha disernado un modelc basado en los estudics de la mecrecifn  de

a-amilasa empleando tejido escutelar de arroz (Ver figura 1.8).
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Algunas de las caracteristicas de este modelo, incluyen !
hecho de que la proteina sufre una hidrélisis, en la que se plerde
el péptido sefal, para patar poSteriormente por una glicosilaeifn
ocurriendo ambos procesos durante la traduccien.

(Mivata y Akasawa, 1982).

En el caso de arroz, estas etapatg parecen llevarse a cabo en
los ribosomas del reticule endoplismico. Segun se oObserva del
esquema de la figura 1.8, la glicosilacion va precedida por la
protedlisis . En trige no se ha comprobado que la a-amilasa sea
una proteina glicosilada.

Uno de los puntos importantes de conmprobar del modelo de
secrecidn propuesto, lo constituye el paso de 1a proteina
glicesilada, desde el REr al complejo de Golgi. Para tal fin se
ha hecho uso de monensina, que en colulas de mamifero causa
distencidn de las cisternas del Golgdl. bloquea la adicion del
azucar terminal y disminuye 1la velocidad del transporte de
proteinas secretorias. Desafortunadamente, asto no ha podide
comprobarse en arroz, ya que es particularmente diftcil aislar el
compleio de Colgi vy la incorporacién de la dyoga ha sidoe parcial.

Dentro de las perspectivas de investigacion dentro de esta
area, se ha pensado en la localizaciovn dentro del complejo de
Golgil, de enzimas relacionadas con la modificacion de azdcares en
la proteina, como a-manosidasa y fucosil transferasa, a fin de
comprobar la topegrafta del modeleo propuesto para la sintesis de
o-amilasa (Akasauwa ¥y Nishimura, 1985).

1.4.2 MOVILIZACICN DE MINERALES

L.a capa c¢lula de aleurona <ontiene la mayor reserva de
minerales de la semilla ( 70%), la cual se encuentra en la forma
de una sal mixta del acido fstico, llamada fitina {Tronier
y col. 1971).



S4 movilizacidn depende de La actividad de la enzima fitasa,
la que hidrolica a la fitina produciendoe tfostato, los cationen

asociades 1CaZ’, Mg® . k') v mic-inositcl (Wer fig. 1.2

La fitasa es una enzima que 52 ha aisladoe de log  cuerpos
proteicos de la capa de aleurona {(gridnulos de aleurcna) , pero no

de los cuerpos proteicos del endosperme almidonoso.

La fitasa ya esta presente «n granos de trigo ¥y cebada sin
germinar, con una actividad le suficientemente alta para

hidrolizar tada la fitina del grano, ademas los cationes
asoclados a la fitina pueden solubilizarse por la sola
hidratacion del tejide (Eastwood y Laidman, 1971). Tal situacieén

vuelve paradojica la presencia de la fitasa en tales semillas.

En trigo, los niveles de la enzima aumentan durante el
primer dia de la germinacién, perc el GA3 no parece intervenir en
és5ta activacidén, papel que se le ha atribuido a algun otro factor
proveniente del embrion, presumiblemente algunos compuestos
nitrogenados como glutamina (Eastuwcod y Laidman, 1971} .

El GA, 51 parece estar relacicnado con la liberacion de 1los
iones pres;ntes 2n la fitina, pues se ha cbservado que ocurie una
rapida liberacidn de K‘, ng’ v Tosfato, después de 6-8 horas de
haber odicionado La hormona. Aungue no se coneoce 21 mecanisme a
travées del cual interviene el GA3 s2 ha espaculado que pudiera
favorecer la Formacien de sigtemas acarreadores de
iones dependientes de enaergia, dentro de 1a membrana
celular facilitando asi, la likeracian de los iones dentro de la
cé¢lula de aleurona (Jones, 1973},

Aunque en el embridn v en el eje escutelar, existen reservas
de fitina, estas son muy pequeras comparadas con las de la capa
de aleurona, no  cansiderandose con signitricado para la
germinacidn y no obsitante que eestos tejidos contienen fitasa,



43ta permanece continuamente inhibida por la aflucncia de iones

fosfato provenientes de la aleurcna {Bianchetti Yy Sartivana,
1967) .

El hecho de gque los iones fosfato sean inhibidores de la
fitasa, indica que la actividad de 1la enzima presente en la

aleuronz debe estar regulada por ¢l nivel de fosfator liberados.

El movimiento de los cationes liberados desde la capa de
aleurona a la pliantula, parece suceder por difusisn simple a
través del endospermo.

1.5 PAPEL DEL CALCIO EN LA INDUCCION DE «-AMILASA
1.5.1 CALCIO EN LA SECRECION DE o-AMILASA

En este momento esta bien documentado, que el calcioc tienc
un papel definido en el transporte intracelular vy en la
liberacien de algunas proteinas de varios sistemss secretorios
animales, dentro de los que s¢  pueden mencionar como ejemplos
blen conocidos a la secrecion de insulins y la a-amilasa por
cé&lulas pancreaticas.

En plantas, Chrispeels y Varner (1967) fueron de los
primeros investigadoras que estudlaron el efecto de calcio en 1la
induccién de o-amilasa, estableciendo que la adicién de 20mM  de
CaCl2 a2 capas de aleurona de cebada incubadas con GAB' aumenta la
secrecidn de a~amilasa al doble de lo que se incrementa en medias
semillas incubadas baje condiciones ldenticas.

Los resultados anteriores indicen que, la produccivn de
a-amilaga por estos sistemas experimentales, requiere de la
adicidén extdgena de calcio y dado gue las medias semillas muestran
niveles menores de a-amilasn gque las capas de aleurona al
adicionar a ambas la misma concentracisén de Cac12, se puede
pensar que los tejldos externos a la aleurcna (presentes en 1la
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media zemilla, pere no 2n la capa de aleurona) poseen el calcio
necesario para la induccion.

Basados en el necho de que la w-amilasa es una encime de
axportacidn, Varner v Menss (1972) proponen qus la exportacion dé
la enzima Be da en dos <tapas separables: a) <21 transporte de La
enzima a traveés de la membrana (secrecidnt ¥ b} su  liberacidén a
traves de la pared de la aleurona hacia el endospermo. siendo

esta ultima tacilitada por catlones.

Moll vy Jones (13982) empleande el misme sistema que usan
Varner vy Mense (capas de aleurona) para estudiar el efecto del
calcio en la secrecion de «-amilasa, encuentran que la etapa
limitante en #sta, &5 el paso por la membrana plasmatica v no por
la pared, va que si el paso limitante fuera Jla difusién de la
enzima a partir de un gran depdsito presente en la pared celular,
entonces la disminucien de la temperatura o 1la presencia de un
osmolite come variables experimentales, ne hubieran afectado 1la
secrecisén. come realmente lo hicieron (figura I.9.) Ademas al
medir cinéticas de secrecion de la enzima, encuentran que la
sacrecisn de w-amilagsa tiene una marcada dependencia por ecalcio,
pues en su ausencia, la velccldad de la secrecidn es solo un 20% a
30% de la que se obtiene en la presencia de 10 mM de Ca012 {figura
1.10).

Los resultadcs encontrados por {(Rodriguez, 1989) indican que
en trigo, el calcio tambidn es necesario para la produccién de
la enzima. Lo anterior puede deducirse de la figura I.11 donde se
pone de manifiosts gque a medida que se incrementa la
concentracién de EGTA, (un quelante con uha alta especificidad
para calcio) en el medio de contiene capas de aleurona incubadas
con GAB‘ disminuyen los niveles totales detectados de la enzima,
105 que pueden restituirse si se elimina el EGTA del medioc de
incubacien y se adiciona 20 mM de clorurc de calcio.

Jones y Jacobsen, {1083) estudian el efecto que tiene el
calcio en la regulacidn de la secrecidn de la «-amilasa y de

otras protelnas empleando capas de aleurona de cebada, a las que
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Se midid la actividad total de la a-amilasa producida por 10 capas

de aleurona de trigo incubadas por 24 h en un medio a PH 4 que

contenfa 1 uM de GAa. 20 mM de succinato Yy diferentes

concentraciones de EGTA.
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a2,
despuées de haber sido incubadas con GAq v Ca> por 24  horas, s
les elimina éste Gltimo, obscrvande gue la secrecidn de la enzima
respecta  da ta que se obtiene en

se reduce en un 0%~

a disminucién en la

presencia de 10 mM de C<CaCl v oquss

secrecidn, es paralela con una disminucion en la secrecitén de lax

~

imoenzimas de! grupo B (pl alto), mientras que la del grupe A e
independiente de la presencia de calcic en el medic. Estop

resultades se ilustran &n la figura I.12.

I.5.2., El1 CALCIO EN LA SINTESIS DE a-AMILASA

Existen algunos hechos experimentales que indican que el
calcio participa no solo en la secrecién de wo-amilasa sino
también en la sintesis de la enzima, como sSe puede poner en
evidencia del trabajo de Jones y Carbonell (1984}, en el que
analizan el patrén de isoencimas de w-amilasa obtenidas de capas
de aleurona de cebada, concluyendo que la sintesis del isogrupo
de pl alto ocurre, cuando la composicien del medic de incubacién
incluye ademas de GA3. una concentracién de 0.5 mM de caclz,
lograndose la saturacidén en la secrecion con 20mM  de CaClz.
mientras que las isocenzimas de bajo pI no parecen requérirlo en

su sintesis.

Por su parte, Mitsui y cel (1984) miden el efecta de calcio
€n la sintesis de «-amilasa de tejido escutelar de arroz, al
determinar la incorporacisan de (355-)-metionina en  la sanzima,
encontrandoe que 54U stntesis se  satura con  O.5mM  de Caclz,

mientras que le secrecion requiere niveles mayores de 10mM.

Adicicnalmente, estudian que el iondforo de calcio A-23187,

pPromueve la biosintesis y secrecion de la enzima.

Diekman vy Jones (1985} ademis de ratificar las evidencias
obtenidas por otros investigadores, ya presentadas en <sta
seccidén, obtienen un cDNA para c-amilasa,con el que miden los

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



MEDIO ORGANELOS

Fig. 1.12. Efecto de la adicidén de calcio sobre la secrecidén de
las isoenzimas de a-amilasa.

Capas de aleurona se incubaron en medio con GA3 ¥y con o sin calcio
durante 2 h despu¢s de haber sido incubadas en presencia de calcio
por 22 h. Las proteinas secretadas al medic y presentes en los
organelos fueron separadas por electroforesis en agar y las
isoenzimas de ca-amilasa fueron visualizadas por su actividad. A la
derecha de la figura se senalan las posicicnes de los diferentes
grupoeos de iscoenzimas (Johes y Jacobsen, 1983).
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que fuercn incubadas por 13 norag son GAs' con ¥ sin  Hmly do
caCl,, ¥ no encuentran diferencias en el nivel del mensajerc en
ambos tratamientos, por lo que concluven que &@ calcio no
promueve un auments en los niveles del mensajero de la entima.

En arroz=, =1 <calcice parece elerce un efacto &  nivel
post-traduccional sobre la preoduccion de la enzimae, pucs  existen
evidencias de que influyYe en la formacian de dos tipes de enzima.,
cada una con diferente sensibilidad para la concentracion de
caleio (forma S v forma K).

Se piensa que los dos tipos de proteinas estan  reguladog

N 5 - . .
diferencialmente por Caz v calmodulina v gue cada enzima

E=
transporta intracelularmente a una valogcidad caracteristica,
hasta ser descargada en el endosparmo (Akasawa v HNighiwmura,
1985). En trigo este aspecto se desconoce,

Los efectos generales del calcio en 1la induccidn de
a-amilasa, observados en capas de aleurona, parecen repetirsee al
usar como nodelo experimental, protoplastos de aleurcna {Bush vy
col, 1986).

Adicionalmente a estos resultades, se reportd que la
concentracidn de calcio citoplasmico cambia en funcion del nivel
de calcio externc, lo que afecta directamente el nivel de
a-amilasa secretada por protoplastos de aleurcna de cebada
incubados con GAE' en ausencia y en presencia de 20 mM de CaClZ.
encontrando que cuand? eviste calcio externo, la concentracién
interna de éste es €0% mas alta que la que e mide cuando no hay
calcio en el medic de incubacidn. Igualment= la produccien de  1s
enzima se favorece alrededor de 20 veces en el caso de los
protoplastes incubades con Z0 mM de Caz‘. pel mismo trabajo es
posible deducir que las reservas internas de calelo presentes en
las c#lula de aleurona, parecen no participar en la produccion de
la enzima, siendo necesario adicionarlo al medic de incubacién.
{Bush y Jones, 1988).
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Las wvidencilas hasta  agul presentadas, sugieren gue el

1 funcional en  la  praduccien  de

calcic externc tiene un  pap
algunas hidrolasas producidas por La faps de aleurona de noebada v
trigo estimuladas por GAJ, requiridndose é€ste a un nivel que va
de 1u.a 20 md para obtener una completa secrecidn de estas
enzimas, por lo que basado en estos antecedentes Stewart y  col,
{1988), establecen empleando la técnica de activacién de
neutrones. que en la semilla de <wbada, la capa de aleurona es la
que <contiene la mavyoer proporcion del calcio total de la semilla,
resultade que suglere que =ste tejido, junte con el endospermc
almidoneso pudieran actuar como reservorios del ion, factibles de

usarse para la induccién de o-amilasa.

b4




CAPITULO I1 OBJETIVUS

El estudio del mecanismoe de la regulacion

gintesis v secrecion de enzimas hidreliticas. las g

se encuentra la a-amilasa, proporciona la oportunidad abordar
el proceso desde un punte de vista biocguimicoe, suve mecanisme  Se&

antoja pudiera ser parte de una estrat

a general del metabslices
en eucariontes, incluyendo a las plantas.

En alguna parte del proceso de indu

ion de o-amilasa nmediadeo
‘por Acido giberelico. se requiere calcio. Segun las evidencias
antes presentadas, el calcio tiene un papel claros a nivel dex
secrecidn y sintesis de la enzima, y no en la sintesis del
mensajero.

El hecha de que con <cualquiera de los diferentae nodelos
experimentales que se enplean en el estudio del efecto del 4acido
giberélico (capas de aleurona de trigo, cebada, escutelo de arroz
y protoplastos de cebada), es necesario adicionar calcio al medio
de incubacién en un rango que va de 10mM a 20mM, sBugEiere que éste
debe de provenir de alguna fuente externa a la aleurona. Siendo
posible atribulr este papel a alguno de los tejidos que rodea a la
c&lula.

Mientras que en cebada, se conoc¢eé que el <calcio ejerce una
influencia marcada sobre todo en lo que respecta a la sintesis v
secrecién de las isoenzimas de plI alte, en (trigo esto se
desconoce, no obstante qgue se tiene 1la evidencia de que la

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

No obstante que, la cé¢lula de aleurona contiene reservorios
internos de calcio (mitocondrias, REr, fitina), el calcio empleadeo
en la inducci¢n ne parece ser éste, En caso de serlo, debe ser
inmediatamente reemplazado, posiblemente a partir de alguna fuente
externa.

IS
n



Basades en la premisa anterior, s2 ha planteado que el
espacio extracelular pudiera servir come una fu=nte de calcic
19:38)

facilmente accesitle a la celula (Fer on v Drotg

Se han realizado pocos intentos para medir ol calcio de los
espaciocs que rodean a la aleurcona. En tno de ellss Be westahlece,

que en el grano de cebada, la capa de aleurona es la que contiene

la mayor proporcidn de caleire de: la medis  semilla, siguiendo  en
orden de impeortancia el endospermo almidonasa (Stewart y col.,
1988) .

A 18 fecha nm existen reportes respecto a la distribucidn  de

calcio en la semilla de trigo.

Asimismo es importants no soslavar el hecho de que para
obtener las capas de aleurcna., se <c=lgue una metodologia que
incluye, una esterilizacion superficial econ hipoclorito de sodio vy
una imbibicidén en agua por 24 horas en el caso de trigo y de 3
dias en el caso de cebada. Tal procedimiente podria tener un
efecto sobre la solubilizacion de calcio, ®l que pudiera tener
casualmente, alguna ingerencia en 2l procese de  induccien de la
o-amilasa.

Hasados en las evidencias presentadas se han planteado los

siguientes objetivos:

a} Determinar los niveles de calcioc total en diferentes

regiones de la media semilla desembrionada de tri-

go.

b} Analizar si en algun paso de la metodologla seguida en
la obtencioén de las capas de aleurona, se pierde calcio vy
en caso de presentarge agta situacidén, establecer i éste
tiene algun afecto en la induccién de o-amilasa.

¢) Establecer qué tejido de la media semilla, es el que

aporta el calcic pare la induccion de la enzima.
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I111. MATERIALES Y METODOS
II1.1 Reactives y material.

La pureza de los reactivos empleados en este trabajo fue grado
analitico (R.A.). Dentro de estos se incluven A4acido nitrico
(HNO3). 4cido clerhtdrico (HCLl), &4cido sulfurice ‘”2504" clorurc
de calcio (Caclz). vodo 412). vodurc de peotasio (RI), acido erilén
glicol-bis({fB-amine etil eter)-N,N tetra-aceético (EGTA), clorure de
sodio (NaCl), clorure de lantano (LaClj). acetate de  godio
'(CHBCOONa)_ succinato de sodio (CAHAOQNaz) v antibioticos
(cloramfenicol v estreptomocina).

Se empled almidén soluble marca Merck, mientras que el GA
fué sigma.

3

El hipoclorito de sodio usado para esterilizar las medias
semillas, fué marca Cloralex,

El agua empleada en todos los casos, fue agua desionizada,
con una conductividad menor de 1 umho.

En los casos donde fué necesarioc esterilizar soluciones, se

2

hizé empleande una autoclave a 1.1 Kg/cn™ vy 120°C o0 a traves del

use de filtros millipore tipo HA 0.45 um.

El material de vidrio, siempre se uso después de haber sideo
lavado con HNOJ al 10% v lavado profusamente con agua desionisada

III.2 OBTENCION DEL MATERIAL BIOLOGICO

En este trabalo se empled semilla de trige (T. aesttvun) ,
var, Tonichi, cosecha 1985-1986, donada por Pronase.

Para el trabajo se seleccionaron las semillas que retuvieran
su jiptegridad fisica, ceon un tamafio uniforme, eliminandose las
semillas rotas y de color obscuro.
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La germinacidn promedic de las =s=omillas usadas  en el
trabaj.fue de 94%. medida &sta a las 24 horas de imbibicien en
cajas de Petri. a 257C v en la obscuridad.

111.2.1 TIMBIBICION DE LAS MEDIAS SEMLLLAS

Una media scmilla se punde definir operacionalmente come la
parte de semilla, a la que se le ha eliminado mediante un bisturi,
el embrién v la parte distal a ¢ste. Basados en ésta definicion se
procedi® a su obtenzisén pars posteriormente proseguir con el
proceso de imbibicidn, por lo que so obtuvieron lotes d= 50 medias
semillas., las que se esterilizaroen con 25ml de solucion al 0.5%
cleoro activo, por un pertodo de 15 minutos, después de ¢sta etapa

se lavardn 6 veces, con porciones de i10ml de agua desionizada.

Esta agua se Trecclectsd cuantitativamente y se unié al agua de

esterilizacidn, para finalmente procesarla y madir el calcio que
se hubiera extraido durante =1 proceso {consultar seccidn
111.3.3).

Esta esterilizcacién afecta solo la superficie de las medias
semillas, v tiene por objeto «liminar alguna posible fuente de
contaminacidn, prinzipalmente de naturaleca fungica, la cual
pudiera interferir en los eXperimentos posteriores donde éstas
fueran a usarse.

Posteriormente, las medias semillas tratadas con hipoclorite
de sodic. se transfirieron a cajas de petri de 9cm de diametro
estériles, conteniendo 10 ml de agua desionizada. Las caljas se
sellaron con cinta paraiilm y se incubaron a 25°¢ Por. 24 heoras, en
la obscuridad.
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1I1.2.2 AISLAMILENTO DE CAPAS DE ALEURONA Y ENDOSPERMOS ALMIDGHOSCE

Después de transcurrido =21 perlode de imbibicion, el agud
residual de las cajas que contenlan las medias semillas, Sz
recolectd cuantitativamente para medir el calcic zelubilicade

durante &l preceso. v se procedid a separar las modias semillas =n
suUs componentes : capa de  aleurona v endosparme almidonoso.
auxiliadndose con una espatula, con la que se preziond el centro de
la media semilla. obteniendose el endospermo almidonoso. Las capas
de aleurona va obtenidas se lavan con 10 ml de agua desicnizada.
la que se une a los endospermos obte=nidos. En la figura [II.1 se
‘muestra un diagrama dJde este proceso.

Una vez obtenidos los tejidos, éstos se procesaron para 1la
determinacidn de calcic {(consultar seccidn I1X.3.3)

Cuando las capas de aleurona iban a emplearse para estudiar
el efecto de GAB' su  obtencion se realize en condicicnes de
esterilidad, conservandolas a «°C, hasta su utilizacian.

IIX.2.3 INCUBACION DE CAPAS DE ALEURONA CON GA3.
La incubaci®n de capas de aleurona bajo las diferentes

condiciones experimentales de GA, v caz‘ determinadas para cada

3
caso, tilenen por objetivo central evaluar, a traves de la
actividad de a-amilasa, la participacién del calcio de la capa de

aleurona de la semilla de trigo.

La composicién del medic de dinduccien fué la siguiente:
succinato de sodio SmM, sulfato de estreptomicina S0pg/ml,
cloramfenicol SOug/ml. En los casos en los que el medio contentla
cacl2 v GA3 estos Se usaron en una concentracion de 20mM vy 1:pM
respectivamente.

La induccién se realizé en matraces Erlenmeyer de 50ml
estériles, empleando una relacién de 10 capas de aleurona por 2ml
de medio de induccidn, a una temperatura de ZSOC, por 24 horas y

un .pH de 5.8 en el caso del experimento descrite en la seccidn
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MEDEAS SIMILEAS
SIN IMBRION

TRATAMIENTO CON HEPOCLORET

B SODIO 0,50 15 MIN ENTUAGA-
A5 CON ACGUA ESTERTE 0 VICES
Nt 10ml.

o

IMBIBLCEON DE CAJAS PETR1 CONTENIENDO
10ml DE AGUA BESIONIZADA A TIMPERATURA
AMBIENTE DURAWTE 29 HORAS.

MEDIAS

ILLAS
EMBEBIDAS

CAPAS DIZ ALEURONA
ALSLADAS

ENDOSPERMOS i) DETEIRMINACION DE
ALMITONOSOS i

QO
b)Y DETERMINACION DI:
CALCTO

EMJUAGAR VARIAS VECES (0N
AGUA ESTERTL DESTONTZADA

CAPAS DE ALEURONA
LISTAS PARA LA
INCUBACTON

FIGURA 1I1.1 OBTENCLON DE LAS CAPAS DIE ALEURONA Y ENDOSPERMDS
AIMIDONOSOS .
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1V.2, mientras que para el expaerimento descrite en la
1v.4, el pH de la induccidn fué de 4.0.

Pespues de transcurride el pertodo de  induccian, tants el
medic como el tejide se dividieron en dos fracciones: una de ellas

para medir el calcio v la otra para medir la actividad der
a—amilasa.

En el casce de no medirse la actividad enzimatica
inmediatamente despues de terminade el pericdo de induccion, el
medio v el tejido se conservaron congelados a -70°C. En la

“figura 111.2 se muestra un esquema d= USTE Proceso.
III.2.4 TRATAMIENTO DE CAPAS DE ALEURONA CON EGTA Y H20

Estos experimentos de lavados tienen por objetivo explorar.sl
el calcio de la capa de aleurona que participa en la induccion de
o-amilasa realizada bajo las condiciones descritac en 1la seccién
111.2.3, puede ser solubilizado va sea con EGTA & con agua.

En casco de ser asl, el efecto se reflejard en una disminucion

del nivel de a-amilasas, D2 modo que el encontrar las condiclones
de lavado que efectan la producciédn de 1l enzima, nos permitiri
adicionalmente, determinar el nivel de participacién del calclio de

la capa de aleurona que participa en ls induccién de la enzima.

Empleando la misma proporcién de aleuronas que la usada en la
seccidn 111.2.3 v Sml de solucidn de EGTA 10mM, pH7.0, el tejideo
se lavé dos veces, enpleando 1% minutos en cada lavado. Despuds de
ésta etapa se elimino el ECTA residual, lavando el tejido,
veces con agua desionizada. Finalmente, las aleuronas
una vez con 3ml de medioc de induccién.

varias
se lavaron

Este mismo procesc se siguld como parte de otro tratamiento,
pero empleando agua desionizada, en lugar de EGTA.

La 4incubacion de las aleuronas se realizd bajo las

=
condiciones descritas en 1la seccion 111.2.3. Despuds de
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CAPAS DF
ADAS

ALEURONA

INGUBACION DURAWTE DITERENTES
TIEMPOS EN MEDIO 4 GA, 10-1x,
PE ooty a0 2997Y Gow AGETA

Alar
CION.

l MEDTO DE JHCURACTON l

FI:\I‘,\S D Al.!illlll)Nr‘\I

] HOMOUEN LZAC 103k

£ ACETATO DE
CALCID 6. 5mM
pll 6.0, 4x20" a 4°C

l HOMOG

NAWO DE ALEURONAS l

Y MEDIO DE INCUBACLON

calENTAR A 70%C
DURANTE 20 MIN.,
CENTRIFUGAR 4

17,400 g, 15 MIN

10 PARA LA

FICURA TT1.2

Incubac

on de Yas capas de aleurona y preparacién

de los extractos para la determinacidn de d-amilasa.



transcurrido el pariode de induccidn se procedid & procemsar las
muestras para medir la actividad enzimatica.

I11.3. METODOS ANALITICOS

1I1.3.1. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE a-AMILASAH

Para ésta determinacidn se siguid el metodo da Bri

= (1967),
basado en medir la disminucion del compleis almidopn-vodo. Jdelida o
la degradacién del almidén. <n  funcidn de 1a actividad de la
"a-amilasa vy del tiempeo de incubacion.

REACTIVOS:

a) Acetato de calcio 6.5mM, pH 6.0

b) Sustrato: se suspendieron 0.062%g de almiddn soluble en 5 ml d=
agua bidestilada; la suspensidén se calente a ebullicidén por 1.5
minutos v se enfrio a temperatura ambiente, luego se le agregaron
0.5ml de NaCl 250mM y 0.5ml de acetato de calcio 225mM pH 6.0. La
solucidn sc afeord a 25 ml con spua bLidestilada. Esta solucicn se
usa reclén preparada.c) Solucisn de yedo-vedure de potasio: se
disolvieron 40g de yodurc de potasdio en egua bidestilada, s e
agregaron 2.54g de vodo resublimado. Después de disolver ambos
reactivos, se llevan a un volumen de 100ml con  agua  bidestilada
En el momento del ensayo, ésta solucidn se diluve 1:200 con  agus
nidestilada.

<. FENCION DEL EXTRACTO PARA DETERMINAR LA ACTIVIDAD DE c-AMILASA
Las capas de aleurona (10) se homogene

zaron A 4°C, can 3ml

acetato de calcio &.%5mM, pH 6.0, en un  homogenelzador Tipe
Futter con émbolo de tefldn por « periodos de 20 saegundos do
wlido a 1800 rpm, con intervalos de 10 segundceg de descanso, para
2vitar el calentamiento de las muestras.

El homeogenade se unid al medie de idncubscidn {(Zrl) vy esta
mezcla (medio mas tejido) se calentd a 70°C, durante 20 mioutes
para inactivar a la p-amilasa.



Peosteriorments 52 centrifupd a a 17,0080y  en  uhn rotor
Sorvall 5S-34 durante 1% minuteos. El  sobrenadante se  denomind
extracto ¥ g2 Utilizd para medir an ol la  actividad total  de

m-amilasa. En la tigura [1I.2 coquematiza €1 proceso.

La actividad enzimatica «n el medio de dncubacien se
realizé después de agragar un ml de  acetato de calcio 6.5mM  y

ajustar el pH del aedio & .0 o inouwtivands la (F-amilasa.
ENSAYO ENZIMATICO DE LA a-AMILABLA

A 600y) de sustrato le  apregaron 20041 del extracto

diluide aproriadamente, se incubd  a temperatura ambiente y  a

diferentes tiempos {0, 2, 4, &, &8, v 1¢ minuteosl, se tomaron
alfcuoctas de 100 ul, las que se transfirieron a tubos que
coptenian $ml de la sclucion 1:200 de yodo-yodure de potasio. La

absorbencia de las muestras se obtuvé a Ses5nm

La sclucidn de yodo al mismo tiempo que forma el complejo de
color con el almidon, detiene la actividad entimatica.

La muestra debe diluirse oo tal forma gque produczca cambios de
absorbencia ipuales o menores que ¢ 05D0/10 minutos, para tener la
seguridad de estar trabajand: en el rango donde la reaccidén

enzimatica es linemal respecto zl tiempo.

Una unidad de «-amilata ze definio como la cantidad de enzima
que cambia la absorpencia r [VENEIvRY unidades de
abgorbencia/minuta/ml de preparacicen enzimatica.

117.3.2. EXTRACCION DE CALCIO SCLUBLE

Con el procedimisnhte descrite 2 continuacidén se pretende

tener una preparacisdn que  contenga principalmente, al calcio

ivnico. Boluble eon agua a 2%  excluyendo el calcio enlazado a
Acido fitico, el cual ez poce solubile bajo las condiciones de 1la

extraccion (Jones. 19/4)

La tecnica seruida consistid en macerar (10 aleuronas) el

tejidoc en un mertsro con nitrdgene liquido hasta tener una harina
d

fina, despu=s se pasd a un homegenizador donds s= molio con 3ml de
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agua desionizada a por & lodor de 20 segundos, descangaridao

10 segundos entre cada une ellos. El homogenado s centrifugo
17.000g, empleandc un rotor $5-34 durante 15 minutos a

En o1
sobrenadante sedeternlins @l calcic por espectroscoprla di2 absorcidn

atomica .

111.3.3 PREPARACIOUN DE MUESTEAZ PARA LA DETERMINACION DE CALC

El método esxta basade 2=n ohtencisdn de las cenizas totalos del
tejido, a través de una inciperacidn de la musstra & eon®c, cen 1o
que el calcioc enplamado a compuestos orginicaos, pasars  a  una
“combinacisén inorganica., De &sta manera resulta relativenmaente facil
disolver el calcic total {(calcio inorganico mas calcic organico)
con HCl concentrado. La cantidad de calcio se determind por
espaectroscopia de absorcion aldnica,

La metodologlia consistie en pesar en un crisol de parcelana alto
previamente pueste a peso constante, la cantidad apropiada de
tejido { medias semillas, capas de alcurcna o CndoEpPETrnos
almidonosoe ), tal que produjera lecturas de absorbencia entre 0.2
a 0.6. Después de lo cual se adiciond 1.0ml de H2504 vy ¢.Lml de
HNOQ,, se quemé parcialmente empleand2 una parrilla a  muy baja

temperatura para no tener provecclonzs de la muestia. .

pudn do
asta etapa se continud la ¢ombustion en un mechere Figshoer hasta
que no se observd la emisidn de as. Finalmente las muestraz  se

quemaron hasta cenizas blancas en una mufla a EGUOCA

Despues de que las muestras se  enfriaron,las cenizes se
digolvieron con iml de HCl concentrado. Finalmente, las muaestras
se aforaron a un volumen conocido, =l gue dnclula cloruio de

lantano a una concentraciden final de 0.5%.

Para medir el calcle extraldo durante la esterilizacion
superficial de las medias semillag, a las mue 5

les adiciond clorurc de lantano hasta una concantracion  final de
0.5%, después se centrifugaren a 13,000 r.p.m. para  serparar &l

almidén, finalmente después de llevarlas a un volumen apropiado,

se leyd la absorbencia a una longitud de onda de 2207 nie.
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lLas muestrar gue contanlan €l anua cle imbibiacron., s les
adicione el clorure de lantans, se atoralran con agua desionizada a
un  velumen conccida, para  rinalmenge foRnar 1la leciura de

absorbencia.

111.3.4 DETERMINACION D
ATOMICA

CALCLD PO BESE

TROSCOP1A  DE ABSORCION

El ¢alcio rtotal v o1 calcie csoluble se determinaron por
espectroscopla de absorcidn atdmica

Se usd un aparato marca bFerkin-Elmer mode lo 560, con  uns
lampara de catode hucco de la misma marca. Las lecturas se
hicieron a una longitud de onds de 422.7nm. La flama se obtuvd a
partir de una mezcla acetileno:aire (1:3).

La curva patrén se prepard a partir de una solucidén stock con
img de calcios/ml, la que se diluyd hasta tener la solucién de
trabajo (100pg/ml). Ue #sta ultima se tomaron diversas alicuotas a
modo de cubrir absortencias de ©G.1 a 0.7, A cada una se le
adicions clorure de lantano hasta tener una concentracion final de
0.5%.

I[11.3.5. DETERMINACILON DEL PESO SECO.

Un  nunera cAnecicdo de medias semillas, endospermos
almidonesos vy capas de  aleurona (15 & 50}, cbrenidos dstocs
“ltimos, segidn la metodologla descrita en la secciones 111.2.1 y
111.2.2, se pesaron en un crisol previamente puesto a  peso
constante ¥y se intrcdulercn a una estufa a una temperatura de
70°c—80°c. hasta obtener €l pesc constante. Finalmente se  calculd
el peso de cada una de las regiones de la media semilla,



IV.RESULTADOE

IV.1 Niveles de calsio tetal y su distribucion en  tezjides de  la
media sepnilla de trige.

L.a determinacidn de los niveles de calcio tetal vy Su
distribucion en tejidog de la media semilla do wrigoe, se realliznd

al medir la cantidad de calcio. por espectroscopla de absorecion
atémica, en las cenizas totales de las muestras bajo estudio

(medias semillas, capas d2 aleurona vy endospermoes almidenosos).

Los resultados de calcie total, inicialmente en up/p de
tejido, se transformarédn a ug de calecio total/region, empleands el
dato de pesc seco corr ondiente, determinado segun se  describio

en la seccion III.2.5. {(Materiales v Meétodos).

El valor del pess seco calculado para la media semilla,
representa el promedic del pesc de 400 unidades, repartidas an A
experimentos, mientras que el peso seco para los tejidos
estudiados se obtuvd a psrtir de 4 experimantcs, empleande lotes

de 50 tejidos. Los resultados se presentan en la tabla IV.L.

En ella puede observarse que del pesa total de 12 media
semilla (29.5 mg), el 71% corr=sponde al endospermo almidonoso v
el 22% a la capa de aleurona.

Por lo que respecta al calcio, se encontré que el S3%  del
calcio total de la media semiila (10.2 pg) S€ encuentra en la capa
de aleurona., mientras que el calcio presente en el endosparnc
almidonoso, represanta el 33% del total. Estoes resultodes indican
que en la media semilla de trige, le meyor proporcidn del calclo
se encuentra en la capa de aleurona y €l resteo en el endosperme
almidonoso.

La distribucion de calcio para la medii semilla de trigo
determinada en este trabajo, es5 semejante a la repdrtada para el
grano de cebada (Stewart y col., 1988), no asi el nivel, va que



TABLA IV.I NIVELES DE CALCIO TOTAL EN LOS TEJIDOS DE LA MEDIA SEMILLA DE TRIGO
{ T. aestivam | VAR, TONICHL
peso? caicio calcio total®
(mg/regidn) (op/regidn) {;:g/regidn)
Media semilla 29.5+1.1 0.346140.0165 10.21
(n=8) (n=3)
Capa de aleurona 6.46+0.55 0.869940.115 5.62
{n=4) (n*7)
Endospermo almidonoso 21.0%1.5 0.163+0.006 3.43
(n=4) (n=5)

a
-Los pesos

—Los dutas
=las capas
50 medias

~El raleio

de cada rewidn se cemplearon para expresar el calcio por regidn.
estan expresados en base seca.

de aleurona y endospermos almidonosos se obtuvieron a partir de
semillas esterilizadas y embebidas,

se midid por espectroscopfa de absorcidn atdmica.
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leos auteres encuentran que <1 endospermo aimidonoso  de  c=bada
contizne menas del 50% de calcin (1.2ug) que el
trigo en este trabalo (3.4ug).

determinado para

IV.2 Efecto de la esterilizacion superficial € imbibicidn sobra el

nivel de calcic de la media semilla.

En vista de que la recuperaciosn del caleio total de la media
semilla intacta (10.2 pg), calculada a partir del calcio de 1la
capa de aleurona Yy el calcic del endosperms  almidonosgo, fud

er
“promedio mayor del 80%, se procedio a determinar si durante la
esterilizacivn y/0 imbibicisén de las medias semillas, se pudiera
haber solubilizado alguna fraccidn de calcio que pudiera explicar

el nivel de recuperacidn obtenido.

Con tal objetive se mnididé el calcio en la scolucidn de
hipoclorito de sodio empleada despuds de la esterilizacidn de las
medias semillas v en el agua residual obtenida a partir del

proceso de imbibicidn.

Los resultados se muestran en la tabla 1v.2. En ella
observa que el calcio total de 1la media senilla

Be
después  de
esterilizarse y embeberse es igual a8 7.0 mg, calculado por restar
al calcic total de la media semilla intacta {10.2ug), los valores
de calcio encontrados para el agua de esterilizacleén (1.46pg/media
semilla, 0.15, n=7) y de imbibicidn (1.86pg/media semilla, 0.17,
n=7). Este valor {(7ug), comparado con el que se obtiene
media semilla dintacta (10.2ug), representa una

aproximada del 20%,

conn  la
diferencia
lo gque sefala a la esteriliracidn e imbibicidn
como las causas de la baja recuperacidén encontrada (B0%).

1V.3 Origen del calcio empleado en la induccién de o-amilasa
capas de aleurona de trigo.

por

No obstante que nuestro resudltado respecto a la distribucien

del calcio en la media semilla de trigo, establece que la capa de

aleurona es la que contiene la mayor parte de e2ste jon, ne indica

sQ



TABLA IV.2

EFECTO DE LA ESTERILIZACION SUPERFICIAL E IMBIBICION SOBRE
DE LA MEDIA SEMILLA DE TRIGO (T.aestivum var. Tonichi).

LA D TRUCT

ol DEL CALCIO

Inle
&/

* ze oriuve sl recstar el calcio medide_en el agun
\

P11 ;2 -
de esterilizacidn (1.46 g Ca®

io Total
edia semillu

10.2

imbibicilh

por media semilla),del caleic total
Seca.

1 AL 2
{(1.d46 g Ca
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de ningun modo, si del Caz* de esta region de la media semilla

trigo esta disponible v/o i es suficiente para el proceso Jde
-

induccion de la =-amilasa., Tampoco establece si 2] [

para la
induccidn proviena de otro(s) tejido(s) o 51 es el

caledo de la
caps de aleurona, el Gnico que participa en la induccien de ls

enzima.

Por lo que tratando de responder la prepunta respecto asi  es
el calcio de 1la capa de aleurona, 2! que participa

de o-amilasa

en la incuccion
v £i ecte es suficiente para el procesc, se disefrds un
experimento en el gque se incubaron capas de

- aleurona, (obtenidas
‘segun la metodologia descrita enp la  seccgion 11],2

siguientes tratamientos:

L2 bajo los

a) Ausencia de GA, v calcin.
b) Presencia de GABUM v ausencia de calcio.
c)} Presencia de GAuluM v 20mM de calcio.

como un control.

ESte tratamiento se empled

Los tres tratamientos incluian Smi4 de succinato b4
cloramfenicel y estreptomicina & una concentracion de 50pg/wl. - EI
pH de todos los tratamientos fué de 5.8,

S.

Las condiciones de la  Incubacion seguidas fus=ron las que

se describieron en naterialas v meétodos, sweccidn TI1.2.3.

Después de transcurrido el pertodo de incubacido (24
se procedid g separar el medioc de incubacidén
ean ambos la actividad de «-amilasa,

horae)
del tejido, midiendoe

asi como el calcic soluble.
Los resultados de este

exper imento se muastran en la figurs

iv.1.
En la regidén (a} de la grifica se observa que la produccien
de la a-anilass requiers obligadamente la adicidn de GAB' va que

no se detectd actividad enzimitica en el medio de incuLacicn,ni

on
el tejido, cuandoc la hormona hae fermate parte de  la  composicion
del medio. Situacidn Que contrasta con 21 resultado que

al adicionar la hormona. pués

se obtuvo
segin se observa an la ra
la grafica, los niveles de la enzima se

idon (b)) ds

incrementan notoblamente
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tanta en el tejlido coma en il medic,

Al comparar les niveles de o-amilase que se ottienen  cuanda
las capas de aleurcha se incuban &n un medic sin calcio (b} v
cuando el medio contiene 20 mM de calcio ademas de GA3 (ct, pueée
observarse, que leos niveles de w-amilasa deutectados 2n el teljido,
son similares entre st para ambos tratanientos. no obstante gue la
composicion del medio del tratamiento (b)Y no incluye calcio, por
lo que se concluve que el calcio empleado para 1a induccidn de  la
o~amilasa debe ser el de la capa de aleurona ¥ que ademas éste es
suficiente para dar la misma respuesta en la produccian de la
enzima que el control con ZomM de Caclz {cy.

Respecto al balo nivel de enzima secretado al medio
cuando éste contiene 20mM de calcio, Be puede decir que no
obstante en trigo. la mavor proporcidén de la enzima permanece
dentro del tejido, despueées de una incubacion como la realizada en
éste experimento, alrededor del 207 se libera al medio (Bernal,

1978}, por lo que el resultado obtenide en la regidn (¢), pudiera

atribuirse a factores inherentes a la semilla o a factores
metodologicos,
Loe resultados sobre los niveles de calcio soluble medidos

bajo las condicionec experimentales va indicadas, muestran que:

1) la mayoria del calcio de capas de aleurona que no se han

incubado, parece poder extraerse bajo las condiciones de 1la
metodelogia indicada como '"calcio soluble” (secciodn III.3.2 ), lo

que indica que muy poco del calcio de la capa de aleurona debe
estar enlazado 2 fitico, cuya solubilidad en agua

baja (Jones, 1973).

a 2° es nuy

2) No obstante gque la mayoria del calcio de la capa de

aleurona
permanece en el tejido después del periodo de incubacién, existe
una fraccien gue se solubiliza bajo las condiciones de incubacién
{regicnes a ¥ b). En la region {c), el calcio solubilizado al

medio no fus medido, aungue suponemos que éste debla estar cercano
a 20mM.
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El GA., 1o pat traslocacien, va guc an BU

ausencia (o, me jante ol obtenide en  (B).

donde: so incluve al A

AUDGUE fe conhcse que la literacidn  de  lcnes  come  potasic,

magnesic v fosfato de capag de aleuvcrns de cebada
que depende de scldo giterelico (Jonas . 1973).

tener efecto sobre la movilicacion de calcle (Eastwood v Laldman,

un  procesc

te no parace

1971} . segun puede concluirse de obsarvar las regiones (a}l y (b}
de la fipura IV.1.

Sugiriendo tal resultadn, que el calcio detectade en el

medio, es scle una funcidn de la agivaciosn que se r=alizs durante

la incubacidn v que por lo tanto constituve una fracciénm del
calcioc total de la capa de aluurona, la cual eg relatlvamente
soluble.

Los resultados obtenides a partir de  los experimentos
indicados en esta seccion y que se resumen en  la figura Iv.1,
indican que el sistema de capag de aleurcna de trigo es diferente

al de capas d= aleurcona 42 cebada, rebpecto a lem requerimentos de

calcio para la inducciédn de a-anmilasa, puds mientras gue &xste
2+

altimo requisre de la adicion exdpena de iones Ca” a un nivel

milimolar para obkscrvor la produccicen de2 la enzima, el sistema de

trige no lo reguiere, va qgue por  #f solo  es  suficiente para

producir el misme nivel que seo obtiene con 20mM  de  CaCl., en 24
horas de incubacion.

Iv.4 Efecte de la eliminacidn del eslearo de la capa de  aleurona
sobre la induccioén de w-amilasa.

L.os resultades hasta aqui obtenidos indilcan, que la capa de
aleurona contiene el calcio suficiente para la 1induccion de
a-amilasa (figura IV.1), resultado que, ne obstante permite
descartar la aportacion del calcio presente en el endospermo
almidoncso. no responde nada respecte a la  topografia de +éste

1

calcio dentrc de la capa de aleurcna, ni cual es el nivel de



su participacion en la induccion de a~amilaza.

i

En ralacion  al problema  topografico, los resultades  coin
=l calcle Lnterne pudiera  ser

protoplastos de cebhada indican gue
sistema experimeantal . el

descartadc, va que inclusive an
calcio debs ser adicionado para observar la secrecion de la

enzima (Bush y Jones, 19885).

Far lo que con &l objetivo inicial de establecer primerc, 21
nivel de participacion del calcio de la capa d= aleurcna  que
interviene en la induccién de a-amilasa v basados en el hechs de
que si durante €l periodo que varda la ingubacion del tejido, ésta
s& hace en presencia de EGTA, e5 posible extraer el calcic del
tejido hasta un nivel en el gqua la produccian de la en=zims s nula
{Rodriguez, 1989), se disefo un exparimento en &l zual el tejlde
seria lavado por tiempos cortos (30 minutos) con EGTA 10mM pH 7.0,
para que despueés de eliminade este, realizar la incubaclsn . con

diferentes concentraciones de calcio , a manera de obtener la

condicion de lavade con la que se tuviera un nivel de actividad
enzimidtica menor qu= el obtenido para el control. Por lo que s1
tal condicion se diera, @sta representaria la fraccien del calcic
presente en el tejido, la cual efectivamente estarifa participando

en la induccion enzimatica. Kl pH del medio de incubacioen fué 4.0.

Los resultados de este axperimento se€ muestran en la  tabla
Iv.3. En ella puede observarse que bajo ninguna condicien de
lavade (a v b)Y, reo logrd dicminuir 4 nivel de la enpzima  respecto

al del control.

Lo anterdieor indica gus, aungque el EGTA S1  extras el calcio
que toma parte en la induccidén de o-amilasa {Rodri guez, 158%) ,
bajo las condiciones de nuestro experimento no fud posible afectar
el nivel del calcio de la cara de aleurona Jue perticipa en 1la
induccien de o«-amilasa, segun se  deduce al efectuar las
comparaciones pertinentes entre los niveles de a-amilasa obtanidos
con el control v los tratamientos, los cuales incluyen,
incubaciones a concentraciones mayores ¢ iguale a 0.0mM de
calcio en el medio. después de los lavados con agua o EGTA.

£c



TABLA 1V.3 EFECTC DE LA ADICION DE EGTA SOBRE LA FORMACION DE a-AMILASA.

(Ca Aurante la indueccisén

2
Condicidn de lavado 10 mM 1.0 mi C. 1 mM 0. 01 mM 0.0 mM

o~amilaza total CUsmid
a) EGTA 10 mM

pH 7 112,95 3.9x1.5 11.8 11.42.15 @

B> H.O desionizada
pH 7 10.1 12.0 11.0%1.3 11.2 10

< Control” 10.421. 8 12,0 102 11.a2. 2 10

» El resultads representa la actividad de capas de aleurona incubadas en 1 uM de GAq v CaCl2 a la

concentraciédn indicada pero sin tratamiento de lavado.

El periodce de lavadeo fue de 30 min, despues de lo cual se siguléd la incubacidn por 24 h, a pH 4
en presencia de ! uM de (533 v Ca(.‘l2 a las coneentrarcicnes 1ndicazdas.
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CAPITULO V DISCUSION

Parte de la investigacidn que se esta reslitandoc en  plante

tiene como punto central. analizar el papel del calcio en varios

procesos fisioldgicos del crecimiento ¥ desarrollo de vegetaleas,
debido al cada vez mis creciente numero de procesos donde se ha
evidenciade que ¢ste participa ( Heplar y Wayns, 1985).

En sistemas animales, es ampliamente raconocido que el calcio
tiene un papel <¢ruciel en la secracidh de variosn péptidos
(insulina, w-amilasa).

En semillas, la induccicén de a-amilasa por  Acide  giheréeliceo,

ara estudiar el papel
del calcio en la secrecidn de una enzima., De tal manera

constituye uno de 108 procesos de eleccion p
se¢  ha
llegado a estoblecer, no culc 12 participacidn del catidn en 1a
secrecidvn de la a-amilasa sinc ademas gue se requiere que este
presente en el pedio de incubacidn en un orden de concentracién
que oscila de 10 a 20mM para tener la saturacidn en la secrecisn
de la enzima {(Jonee y Carbonell, 1984).

De los efectes que hasta el nomento se sabe tiene 21  ealcio
externo sobre la secr

ién de la enzima, esta el de =2levar la

concentracien de calcic citopld

ice (Bush v Jones, 1988) .

Lo antericr ha llevado a 1la reconsideracion de los
reservorios do: ¢alcioc =

taernos a la célula de aleurona, como
fuentes viables de aportar el nivel de calcio requeride en la
secrecion de la a-amilasa.

De 1los pocos e e Lod realizedos para conocer la
distribucién de calcic en careales ge cuentan, el de Stewart vy
col., (1988) efectuade en el grano de cebada y otro hecho en avena

{Tretyn v Kepcewicz, 1988}, Mientras que de los efectuados con
trigo, solo se pueden mancionar los realizados para estudiar la

composicidn de los cuerpos proteicos (Ashten v Williams, 19583 .



NIVELES Ca:' Y SU DISTRIBUCION  EN  LOS  TEJIDOUS DE LA MEDRIA
SEMILLA DE TRIGO.

L resultades obtenidos a éste re

pcts establecen  que  en
trigo al igual que en cebada, la principal reservae de calcio total
dentro de la medis cemilla de trigo, Se encuentra e€n la capa de

aleurcna (L37) (tabla IV.1), mientras gque un 323% se encuentra en
@l endseparmo almidonoso. Comparando estos  resultados con los
obtenidos en cebada, podemos decir que la tendencia en la

distribucion de calcio es cualitativamente semejante para anbos
cereales. solo que el endeosperme almidonoso de cebada, presenta
menos de la mitad del calcio encontrado &n trigo (1.2ug vuvs 3.4
773 N

Al analizar la composicion mineral de las cuerpos proteicos
de la aleurcona de cebada, Stewart y col.,(1988) encuentra que de
los minerales analizados (fasforo, potasio, magnesio y calcio), el
calcio es el que se encuentra en mas baja proporcién., De repetirse
tal situacion en trigo, reforzartia a 1las reservas de c¢alcio
extaernaes ¢ome proveedoras de éste elementos en la  induccidn  de
«-amilasa.

EFECTO DE LA ESTERILIZACION SUPERFICIAL E IMBIBICION SORERRE EL
NIVEL DE CALCIO DE LA MEDIA SEMILLA DE TRIGO.

De acuerdo con les resultados presentades en la tabla 1IV.2,
no es posible establecer el origen del calcio perdido durante 1la
esterilizacién e imbibicidn, aunque 81 es posible decir que
después de la separacisn de la capa de aleurona del endospermo
almidonoso, éste Gltime contiene la menor proporcidén del calcio
total de la media semilla v gue alrededor del 20% del calcio total
esta potencialmente libre, siendo factible su solubilizacién al
traves de estas etapas del proceso de obtencldn de las capas de

aleurona.

Nuestro resultado sobre el c¢alcio perdido durante la
esterilizacion e imbibicioén (15-20%)., contrasta con el S50%
estimado por Stewart v col.. (1988) en la semilla de cebada.



Aungue durante la imbibicidn hube una pérdida ligeramente
mayor (1.86ng de calcio/media semilla) que durante la
esterilizacisn {1.46ug de calcio/media samilla), esta diferencia
no parece ser importante para ser considerada en la distribuclien
del calcio de la media renmilla.

Los resultados anteriores pueden Ber explicados por el eflujo
de minerales vy otros metabelitos, que ocurre dursnte la imbibicidn
de semillas, dehido éste, posiblements a una difusidén pasiva por
hidratacién celular y/¢ a una liberacidn y difusisn del contenids
de células muertas o rotas presentes en la super{icie del tejida
(Duke v c¢ol. 1983 v Beuwley vy Black, 1983},

ORIGEN DEL CALCIO EMPLEADO EN LA INDUCCION DE o-AMILASA POR CAPAZS
DE ALEURONA.

El hecho de que el sistema de capas de asleurona de trigo no
reguiera de una adicién extra de calcio para la induccion de
a-amilasa, como se ha hecho evidente en el sistema de capas de
aleurcna de cebada, hace al primero diferente en cuespte a éste
requeriments, ya que Begun nhuaestros resultadoe, la capa de
aleurona de trigo no lo requiere,

No obstante, queda pendiente por estudiar ei el c¢alcio de 1la
capa de aleurona de trigo es suficiente para permitir la sintesis
de los dos grupos de iscenzimas de o-amilasa, Ya que segun s8e ha
mostrado en cebada, la concentracion de calcio en el nedio de
incubacién, tienec un efccto marcado en la sintesis v secrecidn de
las isoenzimas de pl alto (Jones y <Carbeonell, 1984}, siendo
factible que, pues aunque se haya obtenido que el calecio de la
capa de aleurona de trigo produce niveles de o-amilasa semejantes
inclusive a 1los del control conh 20mM de calcio (datos no
mostrados) es posible que este calclio no fuera suficiente para 1la
sintesis de todas las isoenzimas o en otro caso, que el calclioc de
la capa de aleurona si fuera suficiente para la sintesis, pero no
para la secrecién de tadas las isocenzimas, .

For isoelectroenfoque, sarla posible determinar,

6%



especiaimente, para =) caso dende no Se adiciond caleio (fig.IVv.1,
tratamianto b)), =i el calcice presente an la capa de  aleurona  fue
suticiente para la sintesis de todas las iscentimas  que @ han
aislado de la cana de aleurona d= trigo.

Faralelamente con esta determinacion se pedria confirmar, si
el nivel de a-amilasa ohservado con =21 control (regien o, de la
figura I1V.1), {=l cual o8 ligeraments mas alt:s que =l obtenido
ctianda no se pone calcio (b)), s« dabe a  la  sintesls de a2lguha
1e0enzima adicional a las formadas cuando no se pone calcio, cUuyo
nivel de actividad no se pueda discernir concluyentemente con el
ensAvo enzimatica, o s5i €l incremanto observade en el nivel de
a-amilasa e parte de la variacidn experimental observada.

EFECTO DE LA ELIMINACION DEL CALCIO DE LA CAPA DE ALEURONA SOBRE
LA INDUCCION DE e-AMILABA.

Aunque los estudiocs relacionados con giberelinzs, auxinas V¥
cltocininas se realizan empleandc de O.i1mM a 10mM de calcio en el
exterior, tal situacion no dela de ser curicsa, va que ésta es una
concentracion muy superior a la Que realmente se utiliza en los
proceses donde estas hormonas participan. Por ejemplo, &n 21 caso
de la produccidn de o-amilasa. la célula requiere incrementar su
cal¢io intracelular de 25%0UnM a 2L0pnM, para ohservar la secrecion
de la enzima.

Con base en 1o antarior gse pansd que tal  vez no todo  ®=]
calcio de ia capa de alevurona =2ra nacosario pars  la  induccicn vy
qQue solo una fraccidn de éste participara en el proceso.

Les niveles de o~amilasa obtznidos mediante lavades de las
capas de aleurona con EGTA o ague a pH 7, no afectardn el nivel de
la actividad enzimiAtica de aw-amilasa, en  comparacien cen el
contral, lo que parece  Ssugerir que l1a  induccisnh de  a-amilasa
requiere bajos niveles de calcio. pues a pesar de utilizar un
quelante fuerte para calcio, ne se atectaron los niveles en la
ezncima en comparacion con el contrel, & gque bien., debido a 1la
fuerte capacidad amcrtiguadora =jercida por la parved (Demarty vy

0



col., 1984) no hava =ido posible extraer el calcic de la celuls.

Esta ultima sugserencia parece CONLraponerse con (=28
resultado del experimento de la seccidn IV.3, en &1 gue se observa
que a pH 5.8, una buana parte Jdel calcino de la capa der aleurona

pasa al medio de incubacidn, pero debe recordarse que  on

ultimo caso el tejide se agita por 24 horas en un amcrtiguador de
succinato, mientras que en los experimentos de lavadces, estos se
realizan por S0 minutos, con EGTA o aguos. como unicas sclucliones
extractoras.

Para comprobar la validez de cualquiecra dex las dos
sugerencias propuestas, v no obslante estar establecida ]
capacidad del EGTA para quelar calcio (Scharzenbach vy Flashka,
1969), queda pendiente medir en la solucidn de EGTA, el calcio
extraido durante el periodo de lavado.

Aunque el EGTA ha sido empleado come una herramienta en la

resolucién del probliema que concierne al papel del calcio
presente en la pared celular, “zte enfoque experimental se ha
topado con varios problemas., uno de ellos relacionado con el

posible daro celular, que se causae al eliminar el calcio de 1a

pared, al que sBe le adjudica. entre otras funciones, un  papel en

la conservaciodn de la ectapilidad de l3s sistemas de transporte

presentes en la membrana colular {¥a2rguson vy Drobak, 1988) . En
nuestro caso, los lavados con EGTA no parecieron afectar, ya que

bajo ninguna condicidn donde éste emplec, se afectd el nivel de

la enzima en comparacidén c<con el control,

~
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COONCLUS TOHER Y PERGE [IVAL

Ne obstante ser evidimie que

3

caicio participa en la,

respuesta de Seocracien indug

. una gran parte <del
trabals perrmanece por Ser realisadse. vo orwuna, el =siztema  de

tapds d=2 aleurcna Eroporcicha U

r
ma adecuads parva estudiar

=l mtecte. gue calcio v GA, tienen sobre la indus

ion de

los  do

grupos de iscenzimas de w-amilasa.

Come se ha mencicnado, en <ebada las is

requieren ademas de  ila  hormona, de la adicidn

Incubacidn, de 0.5nM de Call.,. ¥ Que 25Le ZrUupd h
13 horas de incubacién con GA3 v calcio, mientras que las de pl
bajo lo bhacen desde las 8 horas, indspendisntemente de la

presencia de calcic #n <l medio (Jacobsen y Higgins, 19821} .

Ho obstante desconccer si en trigoe, la induccion de a-amilasa
tiene una dependencia de calcia, se sabe que los transcritos de

@~ Amyl se€ acunmulan paralelamente Con Gtros

enes regulados tambien
por GA,. a les des dras de Ancutecion oob la hormena, mientras que
la acumulacion d

log mencalaros de o-Amy2 &< presenta 48 horas

mas tarde (Baulcombe v <ol. 1334), por lo que zerta interesante
estudiar sy @l caloic  tiane  alipun regulatoric  en cota
cinstica.

Los  resultados obtenidss en =l resaente trabrajo, iog
cnalas muestran que @l SlsStala de capos due aldUrond an trign nn
requiere de la adicidn extra de calcic &l medic de incubzcion, va

que 21 calcico prazent® &n éaste sistema fue suficiente para dar
niveles similares 3 los del contrel con 20mM, resulta  interesante
investigar, =i €l calcio de la capa de aleurona tiene alguna
influencia wobre la oexpresion penestica de les zenes para
a—aillasa, nediante o1l emplec de ctecnicap  yva conocidas como
imoelectroenfogque ¥ medicidn de log niveles de los mensajeros para
w~amilasa.



Basados en €l resultado de este  trabaio, regpecto a la
distribucidén de calcioc &n la media senilla de origo, el cuai

indica que la capa Jde aleursna poses  la  mayor oproporcidn del

calcio total (5.6 pug) v otra mener se encuentra en el endospermc

almidonoso (3.4 ug), es convenient=s que, paralelanente  con =1
emnpleo del EGTA para extraer el calcio del tajido, se realicen
analisis por microscopia de rlucraescsncia, woen 2l objetive e
localizar la regidn de la capa de aleurcona. donde se encuentra =1
calcio que participa en la produccidn de w-amilssa, nediada per
GA .

Finalmente, otro aspecto interesante por investigar, 1o

constituye =1 pesible efscto gue pudiera tener =1 pH sobre la
solubilizacivn del calcio de la semilla, ya qua sge <onoce que
durante la imdrdircidn, sucade una actidificacison del medio externco
{Mikola v Virtanen, 1981}). Hamabata v col (1988) reportan que el
calcio del endospernc de 1a semilla de trigo se scolubilizce mas, a
medida que disminuye el pH. De tal manera que sl ¢onsiderameos  que
el calcio esta enlaczado dentro de la pared a grupces cargados
negativamente, éste puede ser liberado por una disminucidn en el
pH del medis externo, dando lugar a la =solubilizacien, tanto
del calecio de la pared comoe al presente en

endospermc
almidonoso.
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