
UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA 
~ DEMEXICO 

FACULTAD DE QUIMICA 

INFLUENCIA DEL ACIDO GIBERELICO EN LOS 

NIVELES DE POLIAMINAS EN CAPA DE 

ALEURONA DE CEBADA 

T E s 1 s 
QUE PARA OBTENER EL TITULO DE 

Q u 1 M 1 e o 
p R E s E N T A 

ARACELI ESTRADA MENA 

TESIS CON 
FALl.A fE f'RlGEil 

MEXICO, D. F. 1990 



UNAM – Dirección General de Bibliotecas Tesis 

Digitales Restricciones de uso  

  

DERECHOS RESERVADOS © PROHIBIDA 

SU REPRODUCCIÓN TOTAL O PARCIAL  

Todo el material contenido en esta tesis está 

protegido por la Ley Federal del Derecho de 

Autor (LFDA) de los Estados Unidos 

Mexicanos (México).  

El uso de imágenes, fragmentos de videos, y 

demás material que sea objeto de protección 

de los derechos de autor, será exclusivamente 

para fines educativos e informativos y deberá 

citar la fuente donde la obtuvo mencionando el 

autor o autores. Cualquier uso distinto como el 

lucro, reproducción, edición o modificación, 

será perseguido y sancionado por el respectivo 

titular de los Derechos de Autor.  

 



IllDICl! 

USUJIB!t 

I ,- INTRl-DUCCIC.N Y ANTECEDEN'rBS 

I,l l'CIJAlallAS 

3 

• 
1,1,1 ESTRUCTURA Y DISTRIBOCION DB POLIAMINAS EH PLAJll'l'AS 4 

I,1,2 BPEC!'O DB POLUIIIAS ill LA SINTBSIS DE MACROIOLl!C,!! 

LAS 6 
1,1.3 l!PEC'ro DE PCLIAMIHAS Bit U IS'!RIJCTURA DE AC, IOCLE!. 

COS Y PRO'rl!I KAS 7 
1,1.4 CAlf.l!IClS El !.CS NIVELES DE PC LIAMillAS Z:N DIVERSAS 

ETAPAS DEL DESARROLLO D'! PLAJll'l'AS 8 
l.1.5 BPIC!'O D!: POLIAl!Il!S Elt DIJBl!AKAS 10 

I,1,6 R'·LIA"11tAS Y Pl'!ORREGOLftDCRES 10 

1,2 BSTROC!URA DEL GRAlkl DE CEREAL 12 

l,2.1 BlfDClSPll!l.e 12 

1.2.2 Eli'BRlOlt 14 

1,2.) CC·!.!POSICION Y Dl Sf!IIBUCIOll QUlli!ICA DE LA SBtiILLA 

DB CEBADA 14 

1,3 PBOCESO DB GBRllINACIO!f 14 

1,4 l!OVI LI 7.ACIOll DB CARBOHIDRATOS 15 

1,5 CC!ftRCL Ht'RllO!fAL El LA lt'.úVIIJZACION DE RESERVP.S 16 

1,6 RBGULACIOll DBL MUABOLISllJ DE LA ALBUROllA POR AG) 19 

I.7 ll!!CA!IISl'C DE ACCIOll DEL AG) BN LA BlOSlNTESIS DE 

ALPA A:!ILASA EN ALEUROKA 19 

1.8 PAPEL DEL CtI.ClO BN ACT!VIDftD Y TRAHSPCRTE DE 

ALPA A!iITLASA 23 

OBJETIVOS 26 

II.- l!!.'TERIAL Y ~'ETCD•'S 27 

Il.l 11.ATSRlA L• BIOUJGICO 27 

Il,2 lATRRlPL DB VIDRIO 27 

11.3 APARATOS 27 



lI • 4 RBACTITCS 28 

II .5 DBSI!Q'l!CCIC>, DE tfüDI.\S SBllILLAS Y BSTBRILI?,ACION 

DI llATIBIAL 211 
II .6 Ilf.BIBICICR DE LAS rt.J::DIAS Sn:ILLAS 28 

II. 7 AISLAMIEM!t DE L!.5. Cl.P~S DE ALEURCNAS 28 

II.8 !RATAllil!:lftO DI LAS CAPAS DE ALEURCllA 001'1 PITCRRJ!. 

GULADCRBS 29 

u.9 DE'rBRllllACIOl'I DE POLIAll'I RAS LIBRES EN CAPA DI 

ALBURONA 29 

II.9.l IXTRACCION DI! l'OLIAMINAS LlllllES 81' TBJlDC DB Af!U 

aolll 29 
U.9.2 DANSILACIC!i Y Cll41'1'IPICACIOX DE POLIA!lllNAS )2 

II.9.2.l lllB'rCDO PARA L.• SINTESIS DE liiS DERIVADOS DANSIL.,i 

III.

III.l 

DOS DE PCLIAY.l!IAS 

RESULT.~DCS 

IPBC!O DEL flllllPO DE Il'ICUBlCIOll DBL HJIDO SOBRE 

UlS l'IIYBLBS DB POLIAMil'IAS 

III. 2 BPBC!O DB .lG
3 

Blf WS l'IIVBLBS DB POLIAMIM.lS BN C~ 

32 
48 

48 

PA DE ALBURl·NA DE CEBADA 48 

III.) NIVBLBS DE POLIAllillAS BN AUIUR<.;NAS AISLADAS DB 

SBMILLAS DBURIORADAS 49 

III. 4 IPEC'rO DI! All) B1' ICS 1'IVELES DI! POLIAllillAS Bl'I 

ALBUROl'IAS DB?ERICRADAS 54 

III. 5 BPBC'l'G DI ABA Blf ros 1'IYBLES DE POLUMillAS IR 

ALBURONAS 54 

IV •. - DISCUSIO!i Y CClllCWSIONBS 60 

V.- PBRSPECTIV AS 66 

VI.- BIBLIOGRAPIA 67 



IllDICB DI PIGURAS T TABLAS 

nGIJBA PAG 

1 BS!RUctU&A DI PQWJ!IltAS 

2 CORH ro?fOITUDillAL DEL GRAll:l DE TRIGC 13 
3 RBACCIOl\il:S ElfZillATIC/.S DE DEGRADACIC!I DE AL!ilDON 18 
4 PRODOCCIOll D! AllA AULASA Bit BESPtlBS!A A AG3 21 
2,1 AISLAllilll'!O DI CAPAS DE ALBURONA 30 
2,2 'rllA!Al!IBlft'O DI L.'.S C.~Pl.S DI ALEURO'lA CCN PITCRRJ! 

GULJI DOR!S 31 
2, 3 DBTBl!JllltACICll DE lt:ICRC LI!ROS DE BiftACTO PABA BL 

DtODO DI DAllSILACICll 33 
2.4 CURVA DE BSTABILIDAD DE CCllPUBSTOS DANSILADOS 35 

2,5 PATRCll DE BWCION DI PCLIA:\IINAS 36 

2,6 DIAGRAllA DB DftACCIOlt Y BllSATO DI PCLIAllillAS 38 

2.T Ctlll'f A PA!IOll DI PU'r-Dana 39 
2,8 CUBYA PAftOlt DI SPD-Dana 40 
2,9 CUllYA PA'!llO!f DI SPS-Dana 41 
2,10 CURVA PA!R01' D! PU'r-Dana 42 
2,11 CURVA PA!IOll DI SPD-DUUI 43 
2.12 CURYA P.&ftOM DE Sft-Dam 44 
2.1.1 l'.i>ll!CIOI! DE AC!IVID>D DE Ar:IA Alf.ILASA 46 
3,1 IP!CTO DEL !IlllPO D! IltCUBACI01' B1f ros MVBLBS 

3,2 

3,3 

DI POLIAllIRAS D &LBURCNAS COtmlCL 

EPBCTO DE AG3 Bit ros llIULES DE POLIAllIMAS Blf 

ALEURCNAS CCNTROL 

RBLACIOlf-BPBC!O DEL AG3 Bit ros lfIVELBS DB 

POLIAl!INAS Bit ALBUROltAS CONTROL 

BPBCTO DE AG, BN I.\ PC!UtACICN DE ALPA AlfiL/\St. 

llIVBLBS DI .. POLI.lJIIllAS Bit ALBUROILIS DE SBnLLo\S 

DBTBRIOll.&llAS 

50 

51 

52 
53 

55 



3.6 ••seto DB AOl n I.()S IIYSLIS DI POLU!PIIAS Bit 
ALIUllORl.8 DITBl!IO~DAS 56 

3.7 IPICTO DB Alll lllf I.CS 1'IYl!Ll!S DB PO! llf Ar.BORONAS 

DBTBllIOllADAS 57 
J.8 IPIC'l'O DS AllA 111 U>S llftLIS DI SPD Y SPW Bit 

ALIURO!fAS DITIRIORADAS 59 
4.1 RSSUil?l\DllS BXP!IRIQlftALIS DB DOS IlfDUCCIOlf~S 

DIPBRB!fTBS IJTILIZAROC IJll MISllC SISTDA 64 



ABREVI .~TURAS: 

AG
3 

AB.~ 

PÁS 

Put 
Spd 

Spm 

l.RN 

ADN 
ADC 

ODC 
Cac12 
ca2+ 

AIA 

.RER 
Htto

3 
HCl04 
Dana-Cl 
NaCl 

I2"'KI 
nmoles 
l.'.GBG 

np¡;;A 

DFliO 

RNll.sa 
SAKDC 
P~O 

caT 
2,4-D 

Acido Giberdlicc 
Acido Abscicico 
Poliaminas 
Putrescina 
Esper:nidina 
Espermina 
/,cido Ribonucleico 
/,cido Deso.xirribcnucleico 
Enzima 1.rginina Decarboxilasa 
Bnzima Ornitina Decarboxilasa 
Cloruro de Calcio 
Ion Ct.lcio 
Acido Indol acético 
Reticulo endoplásmico Rugeso 
Acido llitrico 
Acido ~erclorico 
Cloruro de Dansilo 
Cloruro de Sodio 
Yodo-Yoduro de Potasio 
nanomoles; lo-9moles 
t.:etilglioxal-bis-!guanilhidrnzona) 
Difluoronetilar¡;inina 
Difluorometilornitina 
ribonucleasa 
s-adr.noslloeticnina decarbvxilcsa 
Poliamina Oxidasa 
Cnde.verina 

? 1 4-diclorofeooxi acético ácido. 



• lla4a tan rico como el inagotable caudal 

4e la naturale1:a. 

Tan solo no• 11111eatra superficie•, 

pero au profun4i4a4 e• de an 111116n 4• 

brasae." 

Ralpb Jaldo Bmereon 



RESO!dl!N 

La e!nteeis 1 acumulacidn de poliaminas aumenta concomitante
mente a procesos regul~dos por fitcrreguladoree (elongaci~n, dife
renciación, germinación, eenescenciu, eetres, etc) ó por la adici.ñ 
exógena de estos a tejidos sensibles, I·os resultadcs anteriores han 
sugerido que las poliaminas pcdr!an actuar CC"mo mediaderes 1'-r "se~ 

dos mensajeros" en la acción de fitorreguladores. Sin embargo, loe 
sistemas biológicos empleadce para los estudios anteriores tienen -
el inconveniente de no estar bioqu!micamente definidoe por lo que 
no es posible hacer conclutionea definitivaa. 

El efecto del áci4o giberllico en la capa de aleurona está 
bien cs.racteriZ&do desde el punto de vista bioqu!mico. En cebada e~ 
te fitorregulador regula la expresión de los genes de alfa-amilasa 
tanto a nivel de transcripción como de traducción. Este sistema fud 
empleado en el preaente traba~o con la finalidad de eotudiar la 
acción del ácido giberllico estando involucradas las pcliominas, 
Para demoati'ar lo anterior se eetwiiaron los niYelea de poliaminae 
durante la e!nte11i11 de alfR amilaea inducida por ~cido giber~lico 111 

dos lotea de aleuronaa, une de~ominado c~ntrol y otro deteriorado, 
Iaa polialllinae ae cuantificaron por el llM!todo de daneil"ción. 

La incubación del te~ido en solución tampón modifica loe nive
les de pcli?.'1inns tanto en aleuronaa control ccmo en deterioradas, 
!!D el primer lote las pcliaminee aumentan en forme. tr.,nsitoria du
rante las dos primeras hcrae de incubación, mientrea que en el lote 
deteriorado sólo la prutrescina sufre tal efecto, El ~cidc giberdli 
co no modifica loa niveles de putrescina. en las aleuronae c)ntrol, 
pero loa diamin111e ligeramente en aleuronaa deterioradas. For su -
parte los niveles de espermidina y espermina no se modifican por la 
adición de dcidc giberélicc en el lote de aleuronas deterioradas, 
pero en lns control la espermidina aumenta en forma transitoria du
rante las primeras des horas y los niveles de espermiaa presenta 
do• zmlzimos, uno a las dos horaa de tr~temiento y otro a lne 18 h. 



La incapacidad de las "leuronns deteri>rsdas para mantener loa 
niveles de prutrescina en presencia de ácido g1ber&lico e inducir 
los aumentos transitorios de espermidina 7 espermina, correlacionan 
con la menor actividad de alfa amilasa que el fitorreguladcr induce 
en este lote, 

Los datoe obtenidos muestran que el dcido giber4lico modifica 
los niveles de poliamines al mismo tiempo que induce lR síntesis de 
alta amilaaa. L:t cantidad de actividad de enzima inducida depende 
de loa c~os en eapermidiaa 1 espermina que el tejidc ex~erimenta 
por acci6n del 'cido giber,lico. 



• No debo buecar mi dignidad en el espacio, 
sino en el gobierno de mi pensamiento. 
He tendr~ awls aunque posea mundos. 
Si fuera por el espacio, el universo 
.. rodearia 1 se me tragaría como un dtomo; 
pero pot el pensamiento 
Yo abrazo el mundo. " 

Blai~e Pascal, Penales 

"Lo conocido ee finito, lo desconocido infinito; 
desde el punto de vista intelectual e1tamos en 
una pequella isla en medio de un óclano ilimitable 
de inexolicabilidad. 
Nuestra tarea en cada generación es recuperar 
aleo más de tierra. • 

T.H.Huxley, 1667 



I.- IllTRCDUCCION Y ANTECEDENTBS 

En plantas al igual que en otros siete .. • biologicoe las poli! 
minas eetan inYolucradas en la estabilidad, biosíntesis, estructura 
1 tunci6n de de, nucleicos, estabilidad aembranal, síntesis de pro
teínas (1,2,3,4,5), 

~ pH fi•iclogico estas molecu.l.ae se protonan funcionando como 
p~licationea 1 dadas sus caracteriaticae antipaticas pueden intero~ 
cionar en sitios de constante dielectrica de tal Dlnera que un ca-
ti6n inorganicc no penetraria (2), 

A la techa no se conoce con preciei6n el mecanismo aolecular 
por medio del cwll eetae mol,culaa realizan su funci6n fisiologica. 
En Dlnntaa se ha establecido que eu síntesis 1 acumulaci6n esto es
trechamente asociada con (2,4,6,7,8,9): 

a) Crecimiento 1 deoarrollo:elon&Rci6n, diterenciaci6n, gcrmi
naci6n. 

b) Senescencia 
c) Estree, 
Estos fen6menoe se regulan en ma7or o menor medida por fitorr! 

guladorea, en el primero se encuentran involucradas auxinas, gibér! 
linas 1 citoquininaa; En el segundo, etileno 1 para algunos tipos 
de estres el !leido 'lbBcieico (ABA) 

El~echo que la síntesis 1 acumulaci6n de poliaminae aumente C!!J. 
comitantemente a loe procesos regulados por fitorreguladoree o por 
la adi~i6n de los miemos (4,8,lO,ll) sugiere que l~s poliaminee PU! 
den fungir COllO mediadora• o "•eguados mensajeros• on la acci6n de 
eetoe (2), 

Para determinar si las poliBllinae actuan como segundos mensaj! 
roe es necesario contar con un siete,.. en el cuál la respuesta al 
titorregulador este c•recterizoda desde un punto de viatn bioquímico 
Las evidencias que as ttenen hasta la fecha ee han obtenido de est~ 
dio• realiEBdoe durante el crecimiento y diferenciaci6n de diversos 
tejidos, Batos procesos van acompañado•. de diviei6n y¡o elongacidn 
celular, expreei6n o repreei6n de Yarioe genes y ¡,or cembioe en el 
metabolismo intermediario del tejido en eetudio, 
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Lo m:lterior hace que ei bien es cier1:o que hll7 cambios en 1& 
a{nteaie 1 niveles de polialllinaa durante el crecimiento 1 Giferen
ciaci6n celuler no se pueda deterainar eon certeza ai eatoe caabio• 
son inducidos por el fitorregulador o si son consecuencia de loa 
evento• fis{ologicoa que el fitorregulador indujo. 

Considerando lo anterior 7 tratando de esclarecer el pape1 de 
las poliaminas en ~iHtP'DB.B vegeta.lee, es necesario escoger un sis~ 

ma en el c~1 la reapue•ta al fitorregulador este bien caracteri~ 
da 1 ee conozcan loe eventos moleculares que la acompañan. 

Un eietea que reune t 'les caracteriaticae ee la capa de ale~ 
rona, el fitorregulador al que responde ea el ,c. giber4lico (AG3) 
1 la respuesta bioqu!mica, bien caracterizada, ee la a{nteeis de -
alfa &milaaa. 

• contin"'1ci6n, con el f{n de entender .. jor eetoa siete .. • • 
expone de manera "'9 amplia lo siguiente: 

Bl papel de 1as poliamilllls en siateaBs Vivo• vegeta1e• 7 ca~ 
racteri•tice• 4e1 siete .. de eleurona, en sesillee 4• cebada, la 
?'9•pue•ta bioql&Íaica que eucita el AG 3 en eate •iateaia 1 que con4~ 
ca a ln s{nteeie de alfa-aailaaa. 

I. l POLIA!IIIUS 

I.l.l Bstructura 1 distribución de Poliaminas en plantas: 

Lae poliami.nae más eetudiadae ts.nto en procariontes co1DO en -
sucariontea son: putreecillll (Put), eapennidina (Spd) y eepermina -
(Spm). Son cadenas de hidrocarburos, en curoe extremos estan ubiC! 
dos grupos aidnicoa loe cuales a pH fiafologico se encuentran ean., 
c?.rgaa positivas len la Spd y Spm se encuentran tambi~n en e~ cen
tro de la mol,cu1a). La distancia entre ellos es de 5 a 7 X. Ade~ 
m4a de las poliAminas anteriores, se tienen otrae dos !lll!a, la ca~ 
verin~ y la canavalina, está ultima fué encontrada en semillas de 
canaval!a \ 12, 13). L~ estructure. de est·•B compuestos se muestra 
en la fig. l 



CAN ~VA LINA: 

NH2 (cH2 ) 
4

NI!(CH
2

) jNH(CH2 ) 
4

NH2 

PllT:l3SCI!fA: 

NH 2 (CH2 ) 
4

NH
2 

1,4 diamino butano 

1!8~DINA: 

NH
2

(cH2 )
4

11H{CH
2

)
3

NH
2 

Un grupo propil aln!no adiciona4o a Put 

EIPE1'111lt\: 

NH 2(CH2)4NB(CH 2J4NH(CH2)3llll2 

Dos ¡rupos propil a.mi.nea adicionados 
simetricamente a Put. 

FIGURA l Estructura de las poliam!nae más comunes de 
ocurrencia natural en vegetales, la mds re
ciente es la canavalina, encontrada en sem!, 
lla de canavalia. 



6 

Las poliaminae son sustancias básicas que se unen fuertemente 
a polianiones, pero tambidn son mu,r solubles en medio& ncuosos. E! 
to hace dificil determinar su compartnmentalizaci6n y locRlizaci6n 
intracelular por lo que se ccnC\ce pOCC'· sobre la distribuci~n celu

lar de •etaa aainae. En general, las cdlulae procarionteR tienen -
llllyor concentración de Spd y Spm y poca Put (2,7,6) ln Spm se en-
cuentra un1da principalmente a ribosom=s (l,2,5,7,~) mientr~• que 

Spd •• l'cal1za principalmente en nácleo (2.4.7). 
L~ Put ee encuentra presente en algas, hongos 7 varias es?e-

ciea de plant.,. suporicree (2,7,b), la Spd en el alga Chlorella, 
hojee de tomate 1 colchina (2,7). 

Se han determ1nado altas concentraciones de ~pd y Sp~ en embri 
enes y varias partee de cereal, en vRrias semillas de leguminosas, 
en e:briones de :.ana.h~ria, en tubirculos de alcachof~ de Jeru~alem 
y en semillas de unn variedad de plnntas superiores l2,4,7). 

7ambi4n la Spm y Spd se encuentran conjugadoe a un gran numéro 
de alcaloidee veg9talaa (2,9,15). 

I.l.2 Bfecto de Poliaminae en la síntesis de macromoleculas: 

En pl"ntas lRa poliamin?.s promueven lR síntesis de prote{n~s 

tanto !!: !!!.2, como .!!!, ~ ndem!s sirven como un factor de creci
miento ,.ara el cultivo de ciertas cdlulas Veé,etales (7,11,16). 
~e ha propuest~ cue este efecto es debid~ a que las polinminae as
tan involucradas en el metabolismo de ác. nucleicvs. Un dato exue
rimental directo que auoya la propuesta anterior es el hecho de qlP 

en eabri&n de pollo las uoliaminas awoentan la síntesis de ARN ri
boeomal ( 4,8,~). 

En sietenies de síntesis de pr":te:!nas liores de c~lula!" las P.2. 

lia!Dinas tienen efecto cuantitativo y cualitativo, ndemás son cap~ 
ces de m···dular lo. especificidad ~e traducci~n del eiete:.111. Bstimu

lan lR f1rinaci6n del ccmplej,o de iniciacdn y ·1uemntan as! la vel.2, 

cidad total de síntesis de proteinas l7,l,2,4). 



7 

eonc.t111endo, i!! !ll!:!!. lae polinminae no solo suer.ntan la ve

loci"'4 de s!ntesis de prete!nns, el.no tambidn l~ fide !idnd del 

proceso. 
b'utantes de 8, coli deficie!ltes en ?·:li· min,·s porticican di

rectamente en la e!ntesis de proteínas ll7,5,8). En pl&ntae la evi 

dencia es limitada, perc. su¡;:ere una relación analoga entre estus 

aminas y el metabolismo macromol4cul•r (4,11,2). 

I.l.J Efecto de .Poliai:dnss en la estructura de ác. nucleicce y 

proteínns. 

Los de. nucleicc.s se llF.man ácidos poro.ue en lr cocpoaici6n <E 

cada nucleotido entra un residuo de de. fosforico con carea ner.ati 

va. A estos grupcs negntivce !:'e unen las pcliRmin?s car€:f:dnn pvoi

tiVl'mente a pH fis:!ologico ( J,.'.?,8,11). 
Por el m&t~do de análisis estructural radiolo&icc se estudia

ron los cristales formados entre poliHmina11 y los 1íc. nucleic··s, "' 

observó que las poliuminas se combinan c·'n lc-s nucleotidos en di"

tintas caden· .. s { cocplementorias) de 'D'·' y en :.RN acercan t;.s sect2 

rea alejado• de las mo11culas plegandolo~ sobre si m.i.~mc·s; ! lf- f&

cha se de!"Conoce Si .!e mo ee reali1.& esta lllÍ111'11l inter,-sciÓn l 2, 

11,12). 
Les piHiame.ns ejercen efecto protector st>bre lr estructura 

de 1->s de. nucleicos. Por ejemplo, le adición de P•'li r.inas " so

luciones de de:. nucleiccs aumenta su tempcrf'lturn de desnr:itur~li~·.! 

ci6n 1 disminuye su .iegradaci6n por nuclensaa. L1.s ~IÚl l.•s mej<•res 

cristales de ,\RN de tr,•aE<ferencia se han logrado en pre,,encio de 

Spm (5,4,3,18) indicnndc que esta poliol:lina estr-.bilizú r.:nrcadc-nen'le 

su estructurR terciaria. 
P~r-: el C!"'BO del ADN ~e ha rep ·-rt .... dv que m0Cificnci0ne~ P,n el 

contenido de Spm ?Uede resultar en una trHns:f'.:•rcnaci·Sn de le f\)rma 

funcional B hasta m:ia fcr:oa ne funcion"l Z ( 4, 2, tl). 
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Se sabe, que lns poliaminas modulan la actividnd de diversas 
en~imas de origen bacteriano o de mamifero11 y de plRnte.s. En todos 
ellos concentraeionee bajaa d• polinminas incrementan la actividad 
de ADN J ARN polimerasae (2,6,7,8), mientr"s que altas lo inhiben, 
esta11 ultimas también previenen la acci6n de ribonucleasas. La in
fluencia de poliaminas en la actividHd en:o:imnticn podr!e deberse a 
una interaccidn ionica entre la poli~mina y el pept!do que result~ 
se en un c•bio conformacionnl benefico o no p&rH la accidn enz~ 
ti ca. 

I.1.4 Cambios en los niYel11 de poliaminas en diversas etapas 
del desarrollo en plantas: 

El desarrollo de una planta ccmprende diver11as etapas entre -
laa que se encuentran: embriog,nesis, latencia, germine.cidn, divi
si6n celular, elongaci6n 1 senescencia, cada 1lllll de ellas TR acomp! 
i'!&da de cambios o modificaciones en el contenido de poliaminas del 
tejido en estudio, e incluso ee pueden modificar algun:o11 de estas 
etapas por la adici6n de esto• compue•tos aminioos. 

Durante el desarrollo de la semilln de arroz la concentracidn 
de poliaminaa, en especial Put, se increaenta 16 d!ae deepu41e de )l 

fertilizaci6n declinando despu'e gradualmente cue.ndo el embri6n e! 
ta maduro. Eate incremento de poliaminas en esta etapa de desarro
llo de la semilla fu4 paralelo a los incrementos de ~D!l, ARN, pro
te!nsa y scti•idad de la arginina decarboxilasa (ADC), primera en
zil!lB ce la v!a biosintetica de poliHminas en plantas (19). 

r. germinación de semillas de tr!go y maíz v~ accmpaaada de -
un incremento en Spd, dos horas despu4s de iniciada la imb1bici6n 
el contenido de Spd es hasta 15 veces mayor que al tiempo cero (20) 

Sl rompimiento de la latencia en c~rtes de t~berculo de nlca
ch•fa 6 en explantes de Helianthus tuberosus coincide ccn un incr!. 
mento en los niveles de poliQ.mines. En ambos cosos se ha demostra

do que el aumente en ,,oli=inns es por síntesis .2.,!;. ,!!2!2. y se real:lll 
za durante la fase a1 del ciclo celular, estos niveles se mantienm 
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durante lA fase S de forma tal, que la s!nteais de poliaminns se -
correlacionan con el auaanto en la síntesis de ADN J ARR (14,21,22) 

Bl crecimiento de un tejido puede comprender divisi6n celular 
y, o elongacién y durante ambos tipos de procesos se han determinado 
loe niveles de poliallinaa. En general, la bios!nteaia pa!'ft estos -
compuestos es mayor donde la actividad de diviei6n celular ea ma
yor (14,12,22,23), ain embargo, las diversas poliaminaa prese"*8.n 
su propio grb.diente donde la elongaci6n celular es el principal ~ 
proceso del crecimiento (4,6,12,23,24). 

La senescencia o envejecimiento de un tejido vegetal se cara.i; 
teriza principalmente por una disminuci6n en la funcionabilidad -
membranal e hidrolisia de macromol~cu1as. Esto trae come consecuen 
cia la perdida de compa.rtamentaliz.aci6n celular, funci6n bioqu!mi-· 
ca de organelos, material g•netico, s!ntesia de pr~te!nae y cloro
fila l3,1B,25). 

Las poliamin~s son inhibidores potenetes de la senescencia -
cuando son aplicados a diversos tejidos vegetales, la Put, Spd y -
Spm ex6ge11&11, ae! como precursor L-arginina, decrecen la velocidad 
de senecencia de protoplaatoa de la hoja de avena (16,18,21,26) e.! 
tabilir.ándolos contra la l!ais y eument:·ndo la síntesis :teta de -
proteínas 1 ARN. Este tratamiento t .. bi•n induce la síntesis de 
ADN y ls RCtividad mitotica. 8s m'a, el tratnmiento de les segmen
tos de hoja aislada de diferentes especies de plantas con poliami
naa retardan la degradaci~n de la clorofila y previenen el aumento 
de la actividad de la ARRaaa y de la proteaea que acompañan al fea( 
meno de senescencia (27,18,26,25,28), En bojas de avena los nivel!r! 
de Put, diamino prcpano y P-gl!Bntina sen mayores en hoja• jovenee y 
declinan con la edad; del mismo modo la actividad de la ADC, pri~ 
mera endma en la v!a biodnteticc de polieminas, decrece proeresi 
vame,.te en la primera hoja a medida que tiene m~s edac! (4,8). Una 
tendencia si~ilar se presenta en hoj,s aisladas envejecidas en la 
oscuridad (4,8) 
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I.1.5 Efecto de poliami.n.<S en mombraoes: 

L·,s pNpiedadee eetructurale• de lile po lia:nioes a pH fisiolo.fi. 
co sugieren que lo.a polia-.in:ls interaccionan con lee grupos anion,i 

cos de laa membranas, lo c"'l produciria estabilidad membranal y 

prevendría la fuga de solutoe. 
~lg1U10• sistemas utilir.ados para determinar la influencia de 

poliamin••B en estabilidad membr<mal han sido: cultivo de c'1ulae <E 

manze.nae, tljido al!IRcenadc de nabo(rutabnga) y hojas de disco de 
espinc..cas, entre otras. Cu:.?lldo estos tejidos se tratan con varias 
guanidioas ~lif~ticaa, que inhiben la síntesis de poliamions, se -
induce un incremento del fl~jo de iones qae puede revertirse por -
la adicidn de Spm o de cee12 (29,25,31). 

El efecto protector que las polia:n.oas presentan sobre la ge~ 
min&ci6o de algunas semillas a altas temperaturas (4,8) probable~ 
.. ate se deba tambilo a la capacidad que tienen estos compuestos -
de manteoar la integridad .. abranal. Bl Ca2+ J la Spm tienen efec
to• inhibitorio• eobre la biosíoteeis de etileno en discos de man
zana, este efecto es dependiente de temperatura. Se ha demostrado 
que en l• eínteeie del etileoo participan algunos componentes mamila 
nalea y probablemente el Ca2+ y la Sp111 eeten previniendo y;o alte
rAndo la microviscosidnd :llt!mbr~n"l (31,32,33,34). 

L·1 actividad de enz!ir.as asociadas a las membrB.ne.s, tnmbién es 
modulada por poliaminas, en fo-rma indirecta, atraTee de modificar 
las propiedades de la bicapa lipídica l37,36,35). 

El hecho que los efectos de Sp~ en la modificaci~n de pr~pie
dadee de membranas sea tambi'o efectuada por ca2• sugiere qu4 poli 
aminas actuan atraves de interacci6n iénica con los componentes mll:l 
me1nbranalee. 

I.1.6 Polia:nioas y fitorregulr-dores: 

En al¡:unos sitemas anímales el efecto hormona1 es acompañado 
por aumento en la biosínteeis de polia!llinRs. La adici6o de hormona 
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al tejido blanco incrementa la actiTidad de ornitina decarboxila
aa (CDC), la pr!mera e~ma y control regulatorio de la bios!nte
eis de poliaminae, eote incre~ent · en la act:vidad en•!~atica es 
esencial a la acción h.,rmonal. L~ inhibición de la bic.s!ntesie de 

poliaminas p:r la adición de di vera''" inhi bidoree cancela el e
fecto hor:non~l y en algunos casos la aplicaci6a de éut puede reat! 
urar parcial e ccmpletaaente el blvqueo ()e). 

En pl&ntae, sucede algo si!lllar, la aplicación de cualquiera 
de loe fitorreguladoree que reguls.n el cr.,cimiento (c.uxinas, ác. 
giber4licc, citoquininas u de. abscic1co) a tejidos ecpecificos 
puede causar uns elevación en la biosinteeis y concentración de p~ 
liaeinas. 

La latencia de explantes de túberculo de Helianthus tuberoaus 
se rc.mpe pcr la adición de una auY.ina como el 2,4-D. !!ste dee,,ert:r 
metnb6lico vn ~c~-i::ipa..~a.do por un incremento en .r'Ut, 3p6. y .:lpm en -

relación 4:2:1 reopectivamente con respecto a le.e contenidos pre-
sentes en el tejido latenh (3SJ. nis a11n loe efectoe rMrfo¡,enéti
coa asociados Cón el crecimiento inducido por auxinae eon simila-
ree a los inducid0s por la adici6n de poliaminae en nu~encia del 
fitorregulador (40). Citoquiru.n's incre .. ntBll el contenido re Put 
en plllntulas ne lech\J8& (24,41) y en cotiledones de pepino la ben
zilade!lina increment6 loa ru.veles de ?ut y la ·1ctivid'id de h!i~, ª"!! 
que los niveles de .5pd y .q:>m se reou.~erv:i 1-. -1, e 1 este cismo sis

tema éc. ebscifico (ABA) dis~i::iuye leo contenidos de Put y la acti 
vidad de :ne \43J. 

La aplicaci6n de quinetina, ~c. eiberélico y ~c. lndolacético 
a se::iille.s de nrrcz germinado, incrementó la actividad de i.DC has'tr' 

lO veces por encima del control ::U entras que el ác. absciai e: la 
inhi bi,1 ( 44). 

Utilir.anóo inhi'hiñores de le s!ntesis de poli2minas c ... cio ~-·G-nG 

y D?~~t., i:1t.1bid'.'."lres de (ne y A!'", se ha mc~trado que el au.'tlento Ce 

l~ bior.!ntesi~ de pcli~minns es naces rio p~rP. que el fit~~regulj~ 
dor promueva el creci!l'dento. Sil chicharos enanos la elongación de 

internados se estimula por la •dición de •G 3• Sinultaneo al creci
miento se übserv6 un increQento en los niveles de poli~in~s y en 
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ln actividad de ADC (8,45). La e.dici6n de Dl'~'.A al si~tei:m inhibe 

le elongación, que ee revierte pcr la sdici6n de Put (8). Efectos 
llio;ilares se ban reportado en t.ipocotilM de lectiugs(41), 

Las evidencir.s hsst• squ! presentad:.s sugieren que las pe li•

min· e estan mediando intr· celular01ente el efecto hormonal en an!o.!. 
les y de lo~ fitorre¡:ul.Mores en nlant&s, actuando como "segundos 
mensajeros". 

Sin embargo, para la validaci6n de esta hip6tesio se requiere 

demostrar que el fitorr•i:ulador induce l~ bios!ntesis de polinmin::i; 

R.!.!.!!! 1 no en fc.rma indirecta atraves de inducir el creci:,iento, 

que coao se ""'stro en la eecci6n anterior reQuiere de e!ntesiR de 
4c. nucleicos y prote!n.as y ambcs tipcs de metabcliemos parecen e~ 

tar nlaciolllidoe con el de poliam1nas. 

I. 2 B•tructur .. del grano de cereal: 

En una ••1111lla de cereal 1111 distinguen dos r'giones genltica
mente diferentes: Endospermo y embri6n. 
I.2.1 3ndoepermo: El endospermo eet4 forudc principulmente pcr 

dos tejidos ; Bl eadospenno allllidosnos 1 la capa de aleurcna. 

I.2.lll Endospel'1llO almidonnso: Est~ constituido por c~lulas de pa

red delgada, las cuales tienen di:!'erentee tame.ücs, forme. y c«mpos1 
ci~n, dependiendo de la zona en que s! encuentren. Sen células --
muertaa, ric8B en slmid6n en forme de p;r~.nulcs, empacad es junt-os -

en une matr!:; for119da por la prcteínR de reeerv11. DurS1nte lr. germi, 

nnci6n estas re•erve.s son hidroli~da• y pr~porcionan al e~bri6n 

loa aenbolilo• y energ!o necesaria para •u desarrollo, 

I.?.1.2 Cepa de aleuroru:.: ~ .p~ m~e externa de células viables, ?ig2 
que rodea al endo•permo almidoncso. En el case del tr!gc la aleur,gi 
na está formada pvr una sola capa de célul~s c~bicas, m.ientrr.s qu~ 

en cebada está constituida por tres. Bstsc células n.o contienen al 

mid6n, est&n vivas y respirsn, pero ne crecen ni ae dividen; Su ci 

to'>laama es denso '1 rlco en prote!nu• 1 l!pidos y diversc.e organe--
1C>e(49,51,54), 
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I.2.2 Embri6n: El embrifn a su ve~ estd formado por dos tejidoa: 
eacutelo 1 eje embrionario. 

I.2.2.l El eje embrionario es la plántula en deaRrrollo. 
I.2.2.2 El escutelo, es el tejido quo relaciono o comunica nl embri 
od con el endoapermc al.midonoso y la capa de aleu.rona. Este tejido 
set~ encargedc de ha~erle llegar los nutrientes al eje embrionario 
provenientes del endospermo en las primer8S et~pas del~ germinaci'' 

Tanto el embri6n como el eacutelo poseen materiales de rener'W\ 
de diaponibilidad inmediata. 

Composici6n y Distribución química de la semilla de cebad~ 

La ••milla de cebada al igual que ortroe cereales contiene ~ 
principalmente: Almid6n !76~) y en menor proporci6n proteína. (12~) 
l!pidos {JO y minerales \ l •·) (4~). 

El almidón ee encuentrK localizado principalmente en el ende~ 
per110 alaidonoso (76t) lllientr~s que las prote!nae se encuentran d,i!i 
tribuidaa tanto en embrido (33~) como en escutelo (26~) 7 capa de 
aleurona (19~). El eacutelo y la cepa de aleurona son ricos en tri
acilgliceridoa 1 loe mineralee Wg2•, Na+,K+ y ca2+ asociados con -
el cuerpo prote!co en le capa de aleurona en forrrs de seles de de. 
f!tico (49,50). 

I.3 Proceso de Germ.inacida: 

El ciclo de Vida de una pl".nta comienz~ con l? etopa denomill! 
da GEílllirl~CIC!:, la wuca considerada en este tr,bajo, 

Eata etapa se ha definido como: 
ºLa secuencia de pasos morfogenéticos que dnn por resultado lf; tr:.n 

transformacidn del embri6n en plántula" (51,53). 
"Aquellas actividades que propician la ruptura de la testa por 
emergencia de ln radícula" ( 5.3, 54). 
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Bn este trabajd se defeninl coao: 
"Bl conjunto de eventos fisiolog!coa y bioquímicos que experimenta 
la seriilla hasta el establecimiento de la plántula c~mo un organi~ 
mo e.utrotofo". 

En general, p&ra que W12 semilla germine requiere de condicio
nes adecuadas de: !!umedad, temperatura, oxígeno, luz, balance de -

fitorreguladores, etc, 
La germinacidn puede dividirse en dos gr»rules etapas: 

Ln primera se efectWl en el ecbridn y da C'mienzo cuando la semil:h 
se coloca en agua y se hidrata (imbibición), Este au.anto en el -
contenido de agua en la semilla provoca la iniciacidn y estableci
ctento de una serie de prccesos bioquímicos 1 fiaiologicoa que cu],. 
minan con la protusi6n de la red!cula. 
La segunda etapa 6 movilioaci~n de reservas consiste en la degrad~ 
ci6n de los productos almacenados en el endc·spermo almidoMso, co
ao son el almiddn, las proteínas y les ác. nucleicos, los cuales -
se bidroli:tan hasta sustancias más simples, mediante la acci6n de 
end•s hidrolitieas (alfs-&milasa, proteaee, ~.RNasa, etc) ~ue son 
apenadas por las cllulas ele la cap-. de aleurona. 

Setas sustancias simolee, como mono 1 disacáridos, wninoácidoe 
7 loa nucleotidos son utilizados por el embrido germinante pnra su 
crecimeinto posterior, 

I.4 Movilizaci6n de carbohidratos: 

Kl almiddn, sustancia de reserva más Abundante de cereales, -
re~uiere para su hidrol!sie l~s siiruientee ent!mas:alfa-acil~sa 
(alfa(l,4)4 glucanohidrolasa), beta alllilasa (alfa(l,4)glucanomal
tohi·drolasa) enz!c:i 1esra"1ificante y glucoeidaea. 

El al.Jniddn se encuentr'l en 2 formas, la alfa amilosa y lc-. am_i.. 
lopectinn. Ia alfa ami losa estll: cona ti tuida p::r cndenas largas no 
ra:Uficadas, en las que todas las unidades de D-glucosa se hallan 
unidas mediante en laces alfa (l-4). Los cadenas polidiepersas 
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vari1111 en pe110 aoleclllar desde unos millares hasta 500,000. La a
miloaa no e11 verdaderaaente solnble en el agua, oero forma m:!celae 
b.idratada11 que dan UD color anl con el iodo. En talea m!celas 111 
cadena poliaacar!dica e11t' retorcida, constituyendo un arroyamien
to helico{dal, 

La aailopectina ••t' ll1JT raaificada, la longitud media de las 
raaificaciones ea de 24 a 30 residuos de glucosa, aegdn la especie. 
Loa enlaces gluco11!dico11 del esqueleto son alfa (1-4), poro los de 
lo• puntos de ramificaci6n aon enlaces alfa(l-6). 

La aailopectina prodnce dieoluciones coloidali11 o m!cels.ree -
que dan una coloraci6n ro~o Yiolacea con el iodo, Su peso molecu-
lar puede llegar hasta 100 millares, 

Loa coaponente• principal•• del alaid6n pueden ser hidroliza-
4011 por do11 caminos diferentea, coao se muestra en la fig 3, 

I.5 Control ho:nmonal en la aovilir.aci6n de reaervaa: 

Coa.o Tª •• aenciono, durante la germinaci6n el embri6n sinte
tiza •c. gibe"'lico (AG

3
) el cuil difunde hacía el endospel'lllo alil! 

donoso hasta alcanzar ln capa de aleurona, donde ae sintetizan di
ver""e enzfaas hidrolitic&8 qui al ser secretadas hac!a el endoa~ 
permo ai.tdono•o, degradan la• sustancia de reaerva ( 52, 56, 57, 59), 

La a!nte11is T secrecién de enz!mss hidroliticaa está regulado 
principalaente por 4011 fitorregnl~dore11: AG 3 que actda como agente 
inductor \47,48) y el ABA vomo inhibidor(58,56,5' 1 64). 

La lllBTor parte de loa estudios concernientes al modo de nccidi 
de AG3 y AB~ en el metabolismo de la capa de aleurona se ho hecho 
en te~ido aislado de mediaa semillas s!n embri6n, lo cuál hace al 
aisteaa dependiente de la adicidn exdgena da estos fitorreguladortE 
El te~ido aislado responde de igual forma que lo hace en ••millas 
completaa (60,67,62,63). 
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I.6 Regu.lacidn del metabolismo de la aleurona por AG3: 

ll tratamiento de aleuroma con AG
3 

resulta en un auaanto de 
actividad de 11.vereas hidrolasae, unas que requieren la preaenci1• -
del fitorregul,dor para poder eer secretadas e liberadas de la ca
pa de aleurona al endospermo almidonoeo, y otras que además requi~ 
ren al mensajero qu!aú.co para au bioe!ntesie y secreci6n. 

ReqUieren preeencia de AG
3 

para eu bioe!nteeis y secreci6n: 
la alfa-ami.lasa T la proteaaa, mientrae que la beta amilaea, beta 
l,3 glucosidaaa, foefatasa dcida solo lo requieren para su eecre
ci6n o liber9ci6n (59,56,65) 

De todas las enz!mae eecretadas y1 o bioeinteti•adae por la a
leurona en reepueata a AG 3, la alfa ami lasa coneti tuye la enzima 
llMls eetudiada debido a que es una en•!me que: 

(a) ~e produce abundantemente 
(b) Su actividad ea mu.y !dcil de ctllllltificar 
(e) Una vez aislada es 11111' estable 
A contil1uaci6n ae expondran loe c>nooimientos acwauladoe so

bre el mecaniemo mol41cular por el cwll el AG 3 induce la síntesis y 
secreci6n de alfa amilaea-. 

I. 7 r.eca.nia80 de acci6n del AG
3 

en la bios!nteeis de alfa amila111 
en la ale11rona: 

El aumento en la actividad de alfa ar.Ulasa inducida por AGJ -
en la capa de aleurona aislada, ocurre despu~s'.·cle dn ¡ieniod•J deno
minado lag l6 fase de latencia¡ de 6-8 h, tanto en trígo c<>m<• en 
cebada. Este au.911to en la actividad de alfa amilasn se debe a un 
incrementi en la e!ntes .!!! .!!2!2 de ~a en&!ma, ya que al inducir 
alta ami lasa en nreaencia de e.minC"ld.cidos r·~dicacti ves ó en pre cene'. 
cia de agua marc~da con 18c, ·•mbas ma.rcas se inci:lrporaron "ll las m~ 
l~culae de la enz!z:ia (66,65,71,72). 

La magnitud de la activid&c alcr.nr.ada es dependiente ·del ran-
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go de concentn.cidn de AG 3utili•ado lo-"w. a 10-4¡; {59,67) fig.4 
l!iggina 7 cols demMtraron que el ARNw para al!&. a.aúlasa co

::denza a increeentarse (2-3 h) después de li:. inducción con ;.c 3(68, 
69) y su formacién eo inhi~ida por inhibidore• de l" transcripcién 
como nctinosicina D (60,66,70), tambi4n se ha mostrado que inhibi
doree de la e!ntesis de prote!nae coco purol!licina y cicloheximida 
inhiben la s!ntesie de esta en~íma (59,60,73). 

Se tienen ~atoe que el .~G 3 aumente la incorpor>ci6n de beses 
y ribonucleotidoe ~.arcadoe en ~RN poly(A) en capa de aleurona de 
cebada {70) y tr!go \74). 

Esta f'racci6n de .'.RN poly(.l) inducida por AG
3 

fu4 aislada y -
traducida en un sistema de e!nteeis de proteínas libre de célul>s 
obtenidas del germen de tr!go, identificendose a la alfa aoilaea 
come. uno de los productce ce traduccicln del AaJlm {67, 60,6$ ¡. 

Por otrc lado Bernal 7 col.ti (59 1 67) utilizando t4cnicse de ~ 
hibridacidn de 'c. nucleico• ouantificaron loe niveles de ARNm de 
~lfa aClilaaa existente en aleurooas en presencia y ausencie. de AG 3 
Loe resultados indicsn que el ARNm de alfa a.mi.lasa se encuentra -
presente en aleuron~s antes del tratai:tiento con AG 3• 

61 AR!la empier.a aua.ntar dos horas despu~s ce E¡;regar el AG
3 

enccntrandc•e hasta 40 •eces i:ás mensajero de alfa ami.las> después 
de 16 h de haber iniciado el tratacúento. 

As! se demostr6 que la cantidad de •.RNm comienza a incremen
tarse entre les 2-3 h de iniciar•e la inducci6n ccn •a,, el nivel 
de 111111 aislado de la aleurona tr1\tada, concuerda con Ía velc.cidad 
de a!nteeis de alfa amilasa obtenida la !1!,::, el menes para las 
12 pri:erns horas (59,6S,75). 

Lo anterior concuerda ccn lo encentrado por Hi~gins (6t) e iE 
dicn que el 'ª• ~ctua a nivel trB.llllcripcicnal. 

Los principnles eventos aolecularee·que aQceden deépu~e de la 
bi-::s!ntesis de los AR!tm oeces-~rios para le. inducción de la alfa a

milasa en las primeras 12 h son: La traducci6n de este mensa"ero y 
la eecreci.Sn. Sin embargo, durante la fase de traducci6n se obser-
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Yd c¡ue elilli11>.ndo el AG 3 se inhibia el a1111ento posterior de la a~ 
tividad ú• al!~ amilasa 7 que al Yolverlo ~&IU' se reestablecia 
d1ChP s!nteeie (59). Sugiriendo que el AG 3 •dem~s de inducir l• a~ 
tesis de AR:l11 es;iecifíco para a1fa amilasa esté'. también :>odulando ,
su traducoidn (59). La informaci6n antee descrita demueetrA que el 
AG

3 
regula le tranecripc16n de 1os genes de alfa amilasa y sugiere 

taabidn tener efectos a nivel post-trnnscripcional (59,64). 
Con el !ín de determi1'18r cudl de estos niveles de regul 0 ci6n 

era el limitante en el oroceso completo de expresi6n de genea de -
alfN amilasa, 3ernal (59) determin~ la concentraci~n óe el AG 3 re
querid~ pare alcan7.ar ln mitad del efecto mdximo en la traducc16n, 
encontr2ndc ~ue dsts es de aproximadamente 50 veces may~r que los 
requeridos pan> la tr·inscrijlcidn del mensajero de alta amilasa por 
tanto lq traducci.6n ea el pase limi tarite en la expresi~n de lcR -
genes de alfa 8.9ilnsa por AG

3
• 

La alfa aailasa es unn endma de exportac ufo 7 en "troe sis
temas se tiene que este tipo de prote!nas se ainteti~IUl en poliec
mas unidos a :r.eabranas, por lo que diYersos invoRtigadores se hnn 

d~dicadc a estudiar l~ !uncidn de retículo endoplásmico en la sín
tesis y trrusaporte de esta enz!lllll (76,77,62,78). 

Estudios con microscopía electronica de capas de aleurona de 
cebada tratadas con AG 3 muestran que existe un not"ble e.umento de 
prolifereci6n de RBR, distenci6n de cisternas 7 desarrollo de ves! 
culas deriYadas del sistemn de Golg!, acompañados por uno disoinu
ci6n en el ndmerr. de esferosomes y ¡:;r~nulo~ de aleurc.ne. ~esultad . .,, 
similares son encontr•dos por Vi.gil 1 Roddot (80) lo~ ~ue ademiis
reportan que!~ secreción Ce alfa ñmilnsa en aleurcna tr·tada con 
AG 3 se saocia con undesarrollo extensivo de R'&R y derivad·'" ves{
cu.lares y que estos evc:ntos avn :fuertemeP te ínhi bid os pcr :lctino
micina D. 

Considerando todo lo ttnterior podemos decir que la síntesis -
de alfa s.milasa inducida por AG 3 en l3 º"Pª de aleuronn va ac.ompe.
i\ada de: 



ll) Sinteeie ~ !!2!.!< del polip4ptido 
(2) Un reerreglo endomembranal: Pormaci6n de RER 
(3) Síntesis y acumulaci6n de ARlllD de alta amilasa 
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Por tanto el AG
3 

regula la e!ntesie de dicha hidrolasa tantc a ni

vel tranecripcional como traduccional, 

I.8 Papel del calcio en actividad y transporte de alfa amilnsa: 

El ce2• tiene un p::pel importante en el trlfico intracelular 
de diferentes .. cromol4culea en diversos sistemas secretorios de 
c4lulaa animal•• (69). En plPntaa se ha demostrado que au presencia 
ea requerida en el funcionamiento de ei~tel:\lls eecretoreo de prote! 
nas y en el trnnsporte y retenci6n normal de iones l84,7~,81). 

Desde la natural funcidn regulatoria, el ca2• es frecuentemen 
te categcrimdo como un segund 1 mensP.jerc .. 

P .. r otro lado, el efecto de ca2• ea b:eae•ot6n.te alta amil!. 
sa y atrae hidrolasas en la capa de aleurona de cebada, tu4 prime~ 
reaente reportada por Chriapeel• • V:i.rner (84), Ellos demuestran 
que el ca2+ junto con el AG

3 
son necesario• para obtener altos ni

veles de actividad de alfa amilaaa en aleuronas aisladas, ademds 
proponen que la enzfma secretada ea inactivada irreversiblemente SI 

ausencia de ca2• (78). Elim111&11do ca2• de el medio de incubacidn 
de aleurJnas preincubadas en 5 ul' de AG

3 
1 5 mi! de cac12 resulta m 

un• reducci6n 70-80,: en la secreción de actividad de alfa amilasa 
al medio de incubación (78,79). Subsecuentemente tambi~n muestran 
~ue el efecto de ca2• en la producci6n de alfa amilasa ea selecti
va. El efecto de ca2+ parece estar muy relacionado con la biosfn
teeie de ieoenzimaa de alfa ~ilasa inducid~s por AG 3, previamen
te observadas (6~). Janes &Jncobsen (78) empleando pulsos marca~ 
dos con (35s¡ metionina y análisis inr.iunoqu!mico utilizando anti
auero especifico, demuestran que eliminando el ca2• del medio d~ -

inoabaci6n de las aleuron~s de cebada tratadas con AG 3, desaparece 
el grupo B pero no el grupo A de ieoenzimae, la alfa amilaea conti 
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ene al ca2• com" netaloen:ii:ia, úS! se tiene ~ue el Cn 2• sirve, ad&
nuls, para estabili2ar el p-upo B de isoan2icas (76,7é). 

Es c:nveniente aclara ~ue la actividad Ce alfo amilasa CEte -

c':'nstituidn p:,r dos (!TUp~.s de· is0enz!::ias les cuslee- se h::n def:.i('11!! 

do co~o Cru~o A J Crupc a ccntinuac!6n se rnenciono.n sus principal!!' 
caracterHtico.s { 72,6?,7~.7t.,f·2,f.3): 

1;::i "e libera en e.urenci& Ce ca2+ 

Su aci1vidaa es in.~ibida p>r 
EJT!. 

.'.ctiviaa.4 inectable e pH bajo 
Activided ••table a agentes 
reCuct res Ce r;:-up:s sulfi
tidrilo _(~ercaptce~an~l, óiti~
trieto1) en la fleurC"na. 

Pun~~ isoeléctrico des~c 
)l!l 5.9-6.6 

Liberaci~n en au~encie de Ce. 2+ 

Su s.c~ivid~t!. es ini='Cn$ible a 

EDTI 

Activida~ estable a pH b~jo 
J.ctividad. inestable a e.gentes 

reCuctcre~ Ce ~rup:F ~ul:iti

dril"~ en 1:. aleur:ine. 

J>u...~tc isoel~ctricv desde 
p;: ~.4 - 5.2 

ReEuniendc: E~ 1~ aleur~na l~ ~ecrecién y bi~EÍ~tesie Ce la 
c:.lí& s.oil~ss., arí co!!lo la ~ecreci6n de otra~ pro~e!nac inclu~·e:iCc. 

¿ive:-sas t.:!.~~:l~sas tcide.E= repe=-iden óe la !=:"'':!'e!1Cia. de Ca2..;. en el 
eiste=-ia • 

.l.lf\1-'"lOF in·:~sti¡;sóores han pr:pueet.:- (E5,62,76) que el ri;~c d 

la secrcci6~ de la en=í~~ puede darse en d s ~zrtes, ~ecreci6n y 
li beraci6n, el pri=1erc :í::nli ca el trZ-"'1Fr:rte dt la en::í:::a atra\res 

de la I!l?•bra..'"la p!z.sc.atica y la serand.a, el covi::.i ent0 de 1: en:::.i::-.s 

s.tr<;.ves lle l;;. =.atrí= Ce la :o:¡red c~luls.r Ce ~a eleurcna, est~ lo~ 

definer.. co::o la libera.cién ó.t 13 en::-Í!:)0.. :.a.e eY:denc1e.s e:i ,~ue se

ap:yan Jl&re. ·este. ;:or:pueste. es r:ue- la :!.:be.r::.ci5n se in:-rerer:t.e: al 

Bdici~na.r iones al oedic de incubc.ci ~n, espec:.-lr.i.ente ca2+ ,! g2• :-r 

1:-t, c.de9s pr:-p:..nen que la pare¿ celul.E.r C.e 16. aleurc,:n:. E;.ct'1a cc=ici 

un intert!l.Znbia~or ion-?roteína y ~ue el pa~e~ Ce les i:ne~ e~ fa

cilitar el ~o,•iciento ce 1:. enz:ba atreves de l; pared. 
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Por otro lado, utilizando Wlllli•*• de energía dispersa de ra-
70• X 7 iuullieie de actiYacidn neutrdn (81) se determin6 el ccnte
nido de minera.lee en granoe de semillas de cebada, El análisis de -
energ!•1 dieperea de cuerpee prote!coe en c~lulae de aleuronn mostr~ 
un ba~o contenido de ca2+ en re1Bcidn a P, ~g, K, mientras que qel 
""'lisie por actiYBcidn neutrdn indico que el endospermo contiene 
JDU7 poco Ce2t en relacidn a loa otros tres elementos, sugiriendo -
que el embridn puede servir coao fuente de giberelinas 1 de calcio 
a la capa de alelll'ona durante la germinacidn de granos intactos, 



•soa,engo que el eenti~ien'o religioao c6amico 
ea la aotivaci6n m'• ruerte 1 noble para la 
illTeatigaci6n cienti!ica, • 

A ll>ert Bina te in 
Ideae 1 Opillionea (1954) 

Ro ba7 coao eentarse a conteaplar los astro• 
en una noche muda y alargada 
cuando la cauda de la galaxia 
•• riega coao leche en el prhdc de lP- infinitud .. ,• 

llol>erto Pirano. 

"El aeo11l>ro ea la base de la adcrnci6n" 

Thomae C3rlyle 
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OBJE!IYOS 

Al igual que otras investigaciones, esta que se pl,'ntea no ea 
unica, pero aerYira para seguir esclareciendo la compleja aoci6n 
molecular de AG 3 sobre la síntesis ~ ~ de alfa amilasa. 

Considerando lo descrito anteriormente se propusieron loa 
•iguientea objetivo•: 

1.- Determinar los nivele• de PAS en cnpa de aleurona de 
cebada durante la illducci6n de alfa amilaea. 

2.- Determinar loa nivelea de Pt.5, en aleuronae de cebada, 
en presencia de un antagonista de la acci6n de AG

3 
como es ABA, 

J,- De exiattr esta relaci6n-efecto ee detenaina.ri( c,mo 
influ,ren dicho• nivel•• en la inducci6n de alfa ami
laaa, 

4.- Loe puntee 1,2,3 se realiz!U'Bll por comparación con 
un aietema de aleurona deteriorado, 

Loa reault;adoa obtenidos contribuiran a involucr2r a las 
PAS como "eegundoe mensajero•" ne la acci6n de fitorregul~dores, 
AG

3 
en part:!cular. 



2.- 11.l~!:P.Jl.l Y Mi:.'1".DLS. 

II.l r:atenal b1clor,ico. 

En el -PrE~e::te trr-b:...j.: re u~ílir.-r~n Fe:-.ill-c de cebtda (;.!~!":eu::: 

VUlb~rEi Y~ried~d Ei~#layn, ec~echa 1~79. 

Se trcbajf c·n dos lotes de se~illas ou~ lla=cr~ a lo lore~ ~ 

este tra:O"j< SE! llL~S C'-OJIT;¡OL y Sl:'l!lL:s DET;::1JC''1 'DAS 6 ce Bt..'{' 

VlGCll ). 

El lote llaz~ó: ccntr~l o:str! u.na rer::.ins.ci ~n Cel ~O,~ t. las 

24 h., ::ientrcs ~ue el de ten.en.de· i; · <tr~ une E:•rcint.ci .'n de 60-6~' 

a la• 2e h., 1dn e;,.berg, su v;abihc·ó. ful! d• 80-&5~. 
El co:itrtl "··«:r~ u."" viabilidad cel ~·e~ 

II.2 katerial de vidrio 

El uttriel de vidrit, utili::s.d: en lE. irbibici6n, incub:.c1 ~n 

de l~s hleU!"'";n~s y dete~n~ciln de la ~ctividad en:imat1c: s~ l~v~ 
c~n detErf!~te c~~ercial, ee enjusc,: ab;.:..~d~nt~~e~te c:n a~ det~i 
lada ~· ee sec! en u."l!l. estufe. a 70°C. 

los tu:i.:s utili~ad:-s en lt cuant:ficaci~n C.e p::·lia:::.in~~ Ef: -

SU!:lerbier:~ en un: scluci5n de H!C 
3 

al ';!>~ p~_r t:.C.& le n:-c!".e, ~e -
enjua~~r5n abundrnte~ente ccn &bU'!-- Ce l~ ll:ve se;uid~ Ce a;u~ éf:~ 

tilad.a 1 se secar::i en un;; e~tu:a a lC·Jºc. 

Se ut1llz.~6n: 

-Ca::p~a óe fluj~ la:int.1 ~:.re:. 11 Hi tr..chi 11 

-:!ncube.dora c<n egí tE.ci¿n a 2~ºc .:. lec 

-E3io Ce ~~~ ccn ccntr~l de te=~fr~tura 

-Cent~:.:u;a Jt..-20 c..:n rot:.r J2-21 

-E:s?>ectrofoto!::etrc- c-:.rce "0~e-Uníca.::l" 

-Espectroflu~r.:i:ce'tro ms.rca 11 ~eíss• 

-Es!'eetr,:iflu:iro::netro r:izrce. "Per~in ElDer11 



T'dce loF. reactives utilizados en eete trabajo fuer<.n ¡;rede -
annl!ticc. El te. gi~erelic: (!G

3
) y el clorure de dan•il' (Dnns-C'.) 

fueren de ,,.are~ Si ¡;i:ie.. 

11.5 Soluciones utilir.adae en la desinfección Y esterilización de 
;material de vidrio. 

En la desinfección ce las cedias senille. se utilir6 U."ll' dilu
c16n e.l 2QJ: del blan!;ueador co::iercial "cloralex". 

Las rolucic.nes utili:e.das- en lr..~ incub:.ci7nes Ce carat de ale 
ur.:na., se esterili::ar.Jn atra\·és Ce c;e::-.bran?.E Millipore ti-po HA de 

0.4~m ( l cembre.na por litr:). 
El material de vidrio, filtros, ar.uc. bidestilade. y eoluci:.nes 

se esterili::Pr;m en autoclave a 120°c; l.2 !:g.'c::i2 pcr 20 c:.ín. 

II.6 Des1n!ecc1on e 1mb1bici6n 4e medias se~1llae, 

Se::ille.s de cada lote ( COKrROL Y DETERIORADO) se cortarvn -
tr:;..nE"verss.lmente eli!!ti.na.neo el embridn ~· extremo distal (media se
c.illa). ks riedias se::.illas se co~oc:iron en rr,n.tr&z er:en."tEye:.r de 
250 Cll y H les a¡;re¡;6 50 o1 ce. ClcraleY. al 2~, se cejar:n re¡:>:Slr 
por 20 m!n c:-n a[:itcci~n :c:!ci:nal, p:=:.sad: este tier;p:- EE eli=.in~ 

la S.:'1luci6n de clcralex p:·r óecantc;.ci6n, se tr&nffirieron ~~ :::leli

as se~illss a c~jaE petri Ce 9 e~ de dié~etro c~nte~~endo ~ Ci~c:s 

de papel filtro r.hatme.n il y 5 r:il de e.¡;ua bicestilade. esté::-il. ia• 
c~jas ~etri c~n l&E ~ed1&E se~illa~ se dE~~r6n en la obscur~d~~ 

dura."'lte 72 h .. 25-27 ºe. 

II., Aislamiento de la~ capat de sleurona. 

Se elit:iin6 ctúdadosa::iente el endosperco alllid>noso dE las r:ie
dias semillas er:ibebidas por 72 h, con la ayuda de 2 eepátulas. Las 
capes de aleurona con o sin testa (capn grisasea de c•lulas ~uer

tas) se transfirieron a una caja pe tri en lotes de 10 aleuronas c.i: 



arua uctiril . 
Ap~rtir de es~e pun~c Ge trab.:j! nuevamente en ~mbientc ecti

ril. !.:?!: ca1>2r:- de e.leu:-:ma se tr.:.nsfirier:•!i e. 1rtr1:.ceE erlen.~e~·er 

te 12~ =l c:n t~r6n CE rore~ ~~r= efertu:r lo~ Ciferente~ tratn~:
ent-:.s: Ee en~uE:.f:..r:n re~etidas veceE con &(:'U.a b'iC.er,tilE:..da ht.Ete. n:i 

cbEervar trzz~E CE alr.lid6n en l~f &«"lJ&S de la~&do flr.. ?.l 

ll. B '!'re.tamientc de las capas de aleurc'na con fltorrer,ul&d,,res. 

Lotee Ce 50 capas de eleurona~ ~e incu~rcn en matraces er;e~ 

ru~~er Ce 125 :::.1 c::n roscr:. conte:te::ó.: 10 r.1 Ce buffer Ce incubaci-

6n (le. Succimc: 20 ::.t: ¡i.'l 5.6 y Ca.Cl;: 20 C:} en p:-e~encie e ::cu:eE 

cir:. Ce fit~rre~ledr·res. 

Se ~ti!i:cron cuatro diferentes ~rat:h.1er.t)s: 
1.- ACJ 5:no-6 111 (+ J.C) 
2.- solc buffer de incuba.ci~n ( -J.C) 

J.- ;a~ :u:10-~• (+J.:a.') 

~.- l."e:cle de J..G y J.B.t. a 'la~ ccncentr.e.cicmes anteE se.:E.J.ar!e.s 

(+t.G •~-B• 

En la !is. 2.2 se !!uestre !.:E r!i!'erentes trat:;.=..ie:lt:·E e 1-E 
cuales ee s".'::etier:-ir;; las cap~E óe aleuro~e., E.SÍ c::~o EU ~os:teri0r 

utilizE-ci!n. 

Il.~ Peterr.inaci6n de pcliaminss lib:-es en capa de aleurcna. 

ll.9.1 Extracción de polie.:nina~ de tej1do de aleurcna 

l-0tes Ce 50 aleurcn~s incubzd~s p:~ Cifere~tes peri!d;s Ce 
tie=.pv e:'l l:'resenc:..s. e, a.u!.·e:icir- Ce !'iti:rrE-g'Ul~:-res (secc.2.t) ee -

r.o~cseni::r;n en un m:rtero c~n treF ~l., de HCló4 0.4: y U-"la piz

c:. de e.rene., el hc::ogenad.c Ee tra~.rfirié· a U..'"l tubc ccrex y se E.fi tó 
pcr lh en baño óe hielo, :e cent:rifu¡;6 a 10, )0;> ¡;X 20 m!n. a 2°c, 

lE. fase del SClbrenadé.nte c:mteniendo la.e pc2ia?dn-:..s 11 libres 11 o so

lubles en BCl04 se guaró5 en u.~ ..-ial de plástico previai!!ente eti-

~uetado. 



M~di&• Semill&s •in ernbri6n 
Tratamiento con hipoclorito de 
sodio 20 ~in. enj~agadas con 
•qua estfril r•pct1das veces. 

Medias S•mlllas de&infect8das 

Imbíbici6n en iJIS peLr1 T. 
2s•c-21•c durant~ 72 hrs. 

r-Me_d_i_a_5_s_ .. -,.-11_1_4.1....s-•'""1111>-i b,_1_,da,.........1 

!lirnin•eión del e.ndoapermo •! 
11icioneso 

AiEl&niento de l&a c•pa~ 4e •lauro~ 

Lavado cen •fuª bide5tiJ~ca 
estfril repetidas veces. 

C•p•s de •leurona 11.st•• para incubación 

Figur• 2.l AislAll\iento de Cap•s O. Al .. uron•· 
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Cl\Pl\S DE J\LEUROJ11, AISLl\Dl\S 

Incubaci6n 

J\c. Succ. Cacl 2 20 m."l 
c/u+pll 5.B _6 

-llGJ 5xl0 H 

(25~0.SºC; 120 rpr.i) 

Ac. Succ .• CaC1
2 

20ml-l 
e/u pH 5. B + ABl• 
Sxl0-5 H y •l\GJ Sxl0-6 M 

Capas de aleurona incubadas 
por diversos peri6dos de 
tieir. o 

Homog~nado de aleuronas 
y medios de incubaci6n 

Preparaci6n del extrae 
to para o<-amilasa -

Oet. de la 
actividad 
de arr,i
las1 sec. 
2 .10 

Homogénados de aleuronas 
secada!' y pesadas · 

Preparaci6n del extrae 
to para poliaminas -

Deter~inaci6n de polia 
minas (Put, S¡><i, Spm)
sec. 2.9 

Figura 2.2 Tratamiento de capas de aleurona con fitorrc
guladores y su utili zaci6n posterior. 



Le J>"stillc se resus)lendil nuev~::iente c:·n tres el., de HClO( O. (J 

fr!~, se c~ntrifur.~ 10,000 ¡; Y. :>o ir.!n a zºc, el "~brenadante r.btc

nidc re ju..~t: con el p=eo anteri~r ' ce alrr~cen~ a ~oºc en vial de 
pllEtic:. lo~ extr<:..ct:s en P.Clo

4 
s.:>n este.bles ~::.r~ el e.ni1ir.if' de 

polie~fna.F hasta p~r \l..~a ser.~ne. 

lI. ~. 2 Dansilsci6n y cuantificacifo de pcli&i:dnae libres. 

tl ~oruro de l-~ioetil !m!no - !aftalen - 5 !ulfo~ ( Cl~
rur' dE- l>c.ns:ilo Dans-Cl) reaccione. ccn .r.m:!'nas prio<:ri~s y secunda-

1'iss, fenoles y otras alccboles, i::.ida:•les, etc., fué ceEcubierto 
)l:r ·.~eber en 1'5? (66). 

El n.:..~s-Cl ee un reactive no eF~ecifico y ~~r t~~tc Cebe uti~ 
liz~rse en conexi(n con u.n r:i~todo a)lropiado ce se:onraci(n, cc::ic. -
p:r eje::iplc 111. cror:r-.to¡;raf!a en cal"- fina. 

Lot. dtriv&dcs dan~iladrs pr:iducen una intensa flu:-rescenciE. -

a::iarill:i, cantidcdeE hasta del orden de 5 ne...'lo:noles (n=.-1 .. ) de U.."'1: 

~~ni ~uede ser dete~inada por flu~rescencie óirecte en cro~ato-
grr.f!a de CEJ>a fina·c<>ll buena exactitud (€5). Bn e~te trab:jó Ee 
utili~~ esta ~etcdolo~a para separar y cu~ntific&r las ,olis~n~s 
oás ~bullllantes en 0rfaniscos euJ:aricntes: ?ut, Sp~ y Sp=. 

11.~.c.l letod0 para la e!ntesiP de los derivados dansilados de 
poliaminas. 

:Sl !!l~'t:do u~ili~ado fué el cescrit: por Flores y G:.lstcn (47) con 

altJ.na! modificaciones. 
ZOO fl ce extracto écidci ( fig. 2.) ) se oezclar ;n c:n 400 Jll 

de Dens~l (2.5 of,(i:,l en 1>cetcll!l recien prepara~o) y 20J J'1 ce cai; 
bon=to dt sodio saturado, la mezcla se agitó vifor~sa=e~te (vortex) 
3' se incub6 en la cbscurids.d e. te::?Era~ure. a.:tbie:l'te p:r !:da la 

n:c!:e. 
?arz elicinar el exceso de Dans-Cl a la oezcla anteri~r se le 

a¡:reg~ 2v:> pl de prolina ( 100 mg, ol en Bf"J.S), se incub6 p:·r otros 

30 tt!n. 
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50 

'IDO 600 

P'l;t]RA 2.J l>'ITQllillAC:IOI l>E MICROL1'ROS DE !l'!U.cro 
on11os PARA EL JO:TODO l>E l>.t.NSII.lCIOll. 

La c\ll"V& nos muestra ~ue la ean1i4a4 ese•«!, 
da de extracto para la 4ansilaeidn se encu~~ 
tra en la parte lineal. 



Las polia:n!nas d&nSiladas se extrajer6n en l ~l de bencen? a
gi t•.ndclaJI por l a!n. (en Tortex). La D•~cla se separó en dos fases 
a.cuca.a y érga.nica, es~tf. d.1-:i~a se c~:ec~o en tub:s de vidri:. y se 
lle~! co~?leta~ente a seque~aj co~ &yuda de ba~c ~r!a y v~cic. -

Se a1m:\cenaron a -2oºc por t~da 13 n'che (!ig.2.~). !..as p0lia:rlnas 
s;n estables hssta pJr una ser:.a.:ia a e~ta teoperatura sin de~c~nge

lar. 
Los residuos de pc.liaa!n~s ruer:·!'l disuelt:is en 200 p de ben

ceno y aplicad~s en p!ncas de silica gel de alta resolucién, DC 

l'ertig Plaiten Kieselgel 60 de 20 I 20 cm, l!o!U"Ca ).erci:. 
las euestras se ap~iearcn a 2 ce de la b~se de la ~laca con -

ayuda de una ::icrJJerirq,-a de lOJ )11, ~:-:curand: que el t~o de -

la ~estra i'Uese lo :a.is pequ!f..a pcsible. Ssto se re?iti6 oara tod~ 
las ~uestras dan5iladas, fig. ?..5 

?ara la identi!"icaci6n y cUntifi.caci.!'r:i de las p~lia=íruis se 

utili=aron eatan.da.res: De una soluci~n acu~sa 0.1 L de cada u.:ia de 

las pclia:c!nas (Put,Spd, Spm) se tci>arcn 15 pl, •e dansilar:n si.,.. 
guien1o la técnica antes descrita ( 1500 mooles dansiladas de cada 
poli =!na ) • 

?a...-a la 1den~i!icacié-n ¿e las p~li~nas se ~ezclar~n n.a.:ic:o
les dansilados de cada poli~ en un eppend,rff (v!al de pl~sti
c,:;) y se snlic-5 una pe~?.tef:a cantidad ..:e ::.e:cla, 15 p.1 1 en la bsse 

de las plac&e de silica gel, fig. 2.6. 
Las ;>lscas c::i.:eniend.:· las :rues!ras aplicadas y l:s estanda-

res se c.::rrie::-:.n en '.l-"1!?.. ci:""..!?.!"3. cr~~~::-eráfica utili:and6 cc.::o elu
yente dos solventes .5rgn.nicos: clvrof,,r=c ¡ t:-ie!il ~na { 25: 2v/v) 

g1 corricie::i.to del crc:¡at~gra:ia se dié p0r ~er=.i.Il3.do cuando el 

frente del !l~en~e dis~aba 1 e: dtl final de la placa, :::.g.2.6. 
Se re•,·tla:-:n la.s placas c:n una lá:;pa::--3 U.Y. !..:?s 1::.1."l.c:-.:J.~ que c~:.!1-

cidieri::i. ó 9.?3r~Cierán c::in el 3:f Ce la res':lec.o;:\·:. p~lie.=í:;.a. de re
!erenc:.a. se ~rc::ir-::i. y r::!.s~ar;-n, para er.trserse pos::::-'l .'.'.r=ente en 

une~ uno 7 ~edi~ ~., 1e ace~at; !e et~l:, depen~ie~dJ del cspec

tT·::iflu:jro:ietro utilizad~ yara su lectura. 
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PlG\JllA 2.4 CUl\VA l>E !STABlLll>oU> DE COMPU!STOS J)AllSILAl>OS 

RESPECTO AL TlillPO. 

Loa extracto• se graficaron con extracto de: 
~AG 21tra. 
·Lineas continuas (-J aon leetllJ'aS del ler d{a 
Lineas 4iaconUnuai+···.ljson lectwas del 240 d{a 
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o Spm 

o Spd 

o Put 

o NH3 

2 .c:rnI 
.. 
--------------·----Z--..J MEZCLA DE 

ESTANOARES 

l"lGURA 2.5 l'U'l!Oll DE ELllCIOll DE l'OLIAMillAS. 

Corrimiento de las 1lacaa de &ilica gel conte
niendo la& diversos tratamientos y el orden 4• 
aparici6n de poli&~nas en el solvente de elu
cidn cloroíormo-trietilasina{25:2 v/v). 
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Le.e condiciones p3ra la cuantificaci!n le p~liam!n~s en l~s 
esp.,ciroflu orometros fui: 

- SPf-500 Corrected Snectra Spectro Pluoro,,eter: ~ut 'P\lt 

en tte J 4-697~ X-Y, r.3rc• Pertin El~•r,fic. ?.7:?.8:?.9 
¡ em 4BO n.~ B&nd Pass exc. 0.2 
1 e>:c 350 ll::\ B!:..'ld Paso e::;. 2.0 

sensibilided: S, ajustando a 50 u.r. c:n 10 )11 de Put-dans 
en l r.l de acetato ce etil~. 

- l'lucr~metrc ·eiss, !ig. 2.10; 2.11 y 2.12 
) er. 451 n::i fil trc 2a 
l ne 366 no filtro la 

se njust(. e l U.F. con 10 y.1 de Put-dans en 1.5 ml de ace
tato ele etilc. 

En la fig. 2.6 se r.uestra el es~ue::ia general de dcnsilaci6n, 
extracci6n y cuantificaci~n de pcliam!nas Put, Spd y Spm en capas 
de aleurona de cebada. 

ll.10 Deteroinaci6n de la actividad de alfa amilasa: 

Se determin~ en le.s aleurvne.s incubadas en ause!lcia ~· presen

cie de AG
3 

5xl0-~~ por diferentes pericdos de tiem"lú (0-25 t) ver 
secc. 2.8.l, segú."l 1:1Hodo de Chriespels ~· Varner (84), cue consis
te en medi!' lz diF::linuci6n del c.:,cplejo a!.z:¡i¿iSn-yodo Cebid: a la 

óegradaci6n del al::iid~n. en fu.'lci6n óe le. activido.d óe la alfa a::ii
lasc y del tie!:l?:'.' de inc'.lbr:.ci6n. 

Reactive: 
(a) su~trato: 0.12; g ce almid6n soluble se suspendier6~ er. 

lJ,j r.l de buffer (!.ll 2?04 5C 1:11.'. ;- cac12 10 o!·;); I.o. scluci!n '-'110erier 
se llevo a ebullici6n pGr 1 :ñn., dej~ndcse enfriar a tecperat~ 

re. ambiente y centrifubBJldJ p~steriorcente e 300 rp~, el sobrena-

dante se utiliz6 c'mo sustratc par~ el ensayo enzio~tico. l.a s->lu
cidn de al,,;id5n se prepar6 el día óel ensa;"º• 
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Aialamiento y Tratamiento del Tejido (fic.2.l 1 2.2) 

!tjido llomogen1 aado en O.• • KClO l 50 alellronas/6 al 

lneubaci6n l h en ba~o do hielg1 cen
trifugar 10,000 r,.., 20 a!n. 2 c. 

l 1 SobrenUante I 1 S6lidos 1 
(Poliaminas libros) 

1 
200 ~l muestra+ 200 pl •a2co3 

Ht+ 400 }ll l)ans-Cl 
(2., ag/el tn acete!'.111) 

1lncubaci6n tocb l& noche 
ob&cllridad, tee. 25•c 

j Agregar 200 ~l prolina (lOO lllf:/1111) 1 
1lncu'baci6n 30 a:!n 

1 Extr&cci6n en l al h lenuno 1 
1 Fa:a1 Acuosa 1 Faat orpnica 1 

FIGURA 2.6 

11vaporaci6n a ••~ued•d en 
llaño .. ría 1 al ••cío 

Rtthsolver en 200 >11 de benceno 
aplicar 111. placa 

Corrillliento 1 s1paraci6n en cloro-
forJOO:trietil al!ina (25:2 v/v) 
Extracci6n tn acetato de ttilo 
~ect\lTa tn •s)>lctro-fllloro.,.tro 

Diagrama que muestra la extracci6n y ensayo de 

las poliamlnas Put, Spd y SJll!I de capas de ale
urona. 

1 
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2 m: D.1076 
e:. D.HID 
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1I;IJllA 2.7 CIJRVA PATRO~ DE PUrRESCIIU DAMSILU>l, 

Para la detenr.inaci6n de los pwltos de la c~ 
va•• utilizaron l5Jl1 de Put-ta.na O.lM como 
estándar. Ver 11&terial y ,.,todos. 
1 ea: 460 n:n Spectrofluorometor SPF-500 
l exc: 350 nm PERKI!i,-ELlf.ER. 

•= pendiente de la recta; e= factor de correlaci6n 
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PICURA 2.8 CUllVA 1ATION DE SPERllIDillA DAllSUAU. 

Los puntos de la curva se determinaron col~ 
cando diferentes cantidades de Spd-dana de un 
estilnda.r de 1500 lll!IOlas de Spd-dans (15 pl ~ 
Spd-dana 0.111). Ver •teri&l y mltodos. 
). es: 480 mi 

l exc: 350 1111 

Speetrofluorometer SPF-500 
PERKl N-ELMEJ! 

m= pendiente de la recta; e= factor de correlacidn 
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PIGIJP.A 2,9 CURVA PA'?RON DE SPEJ!~INA DANSILADA 

Los puntos de la curva se determinaron colo
cando diferentes cantidades de Spm-aans de un 
ntllndar de 1500 lllllOlas de Splt-dans (15 pl ci

Spm-dans O.l M). Ver material y m~tcdos. 
1 em: 4eo nm Spectrofluorometer SPF-500 
1 exc: 350 t1111 PERKlll-El.1.CER 
m= pendiente de la recta¡ C• factor de correlscidn 
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PIGURA 2.10CURVA PA'?RON J)E PUTllESCUJA ll4NSlLAl)A 
Los puntos de la curva se determinaron colocando 
diferentes cantidades de Put-dans de un estlnda~ 
de 1500 nmolas de Put-dans (15 p de Put-dans 6.!. M) 
Ver material y métodos. 
J. em: 451 Pluorometro teiss 
J. exc: 366 
~ pendiente de la recta; e: factor óe corr•laci6n 

16 



m:0.0141¡ 
corr: o. 9917 

2 • 6 • 10 12 14 16 

n ft\OIH d~ 5Pd-«Mn' t 

111UJU2-ll CUllVA PATr!OJI DE SPF»IIDlHA DAN'SILM>A. 

Los puntos de la cur\'a se determinaron c~loea~ 
do "iferentes cantidades de Spcl-dans de un es
t.!lndar de 1500 llJllOlas de Spd-dans (15 ~l 4• -
Spd-dans O.lJI). Ver 111tterial y 111.!todos. 
l em: 451 Pluorometro lei ss 
J. exc: 366 
e: ii-ndiente de la recta; e= factor de correlaci6n 
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!'IGIJRA2,12 CIJIVA PATllON DE SPti!MINA DANSILADA. 

Los puntos de le curva se determinaron eolo~ 
cando diferentes cantidades de Spa>-da.ns de un 
esUndar de 1500 molas de Spa>-dans (15 pl de 
Spm-dans O.lJI ). Ver material y t:létodos. 
~ em:451 Pluorometro Zeiss 
l exc: 366 
m= pen~iente de la recta; e= factor de correlaci6n 
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'II.10, l Obtenci6n del extracto pa.ra determinar la1 actividad de 
alfa amilaea. 

~ntes de 10 aleur0nas incubadas en ausencia o presencia de -
AG 3' secc 2.é.l, por diferentes perHdos de tiempo, se he-e ·cei::idz_!: 
ron en un mcrter0 con arena de mar ( R •. !. l erck) y 2 ml de NaCl. 

El h~c,geno.d: se transfiere a Wl tubo de ce:;trifu¡;e que conten!a l 

loE 2 ml del mediú en el cudl se re~liz6 la incubacidn del tejido 
(alfa a=ilase. total). El homorenad· se calent!. a 70ºc por 20 m!n., 

para inacti\•ar a la beta ari.ilasa, pcs~eril"\rmente se centrifur-:3 e. 

10,000 rp~ x lC m!n a temperatura 2-(ºC, se deshechd la pastilla y 

al scbrenec!s..."1.t'e se le den::rr.iinó extracte de le. muestra res~ectiva, 

fig. 2.13. 

Il.10.2 Ensayo enzimatico de alfa a:oilasa. 

En tubos de 12 x 130 mm se cclocar;;n 0,5 ml de la "'lucidn de 

alnid6n, 3,5 t::l de agua bidestilada y Z ml de solución Yodo-Yoduro 

de Potasio (l:lOJ), se ley6 a 620 nn contra un blanc~ que ccnten!a 

4 ml de a{llle. bidestilada y 2 ml de la e'luci6n de I~J:l. Este es -

el blanco de reacci6n a la mt<xima ca.~ticad de complejo Yodo-almi-
d6n for::,,do, 

Si la abs)rbancia a 620 nm es men:r que la wiidad se au=ie~t~ 
le cn.~tided de almid~n. el volumen de !e s~luci~n de al~iC~n rn~s 
Bf;l\E:.: debe ser i(U&l a cuatrc, r:! es ~a~·:-r ~ue la unidad, Ee C.i~r..i

nuy5 le. ccntidad de alr.id·Sn. 

A 0.5 col de ª":::iddn (sustrato) •• le a¡;rerd 100 ~l del extr_!!' 
to en:i~aticc, se dej5 incubar E ten?erature a~biente por una tllli
dad de tie:::p: ( 1 n:!n). 

lf- retccién Ee fin&lizd adici:ina.'ld:. 2 r.l fe 12. p;:,luci!n I 2/!:I 

y 3, 5 J:ll de agua bideetile.Cla. Se ley5 la abeorvancia a 620 n.:o con

tra Wl ble.ne' preparad~ con ~ !tl de 12/KI mi!E ~ ml de ague. bide•t.!_ 

lada. 



Aleuronaa incubada• ( 11 1 horas 
en buffer ac. aucc. + CaCl 20 llM 
(pll 5.8) *AG3 51110-6 M 2 

BoDoqanada• an NaCl 0.2 M 

Boaoqanado calantado a 1o•c, 20 •in. 

Centrlfu9aci6n a lOOO r¡a 11 20 ain. 

Paetilla Extracto enzimitico 
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Det. actividad da .C --il•aa 

Piqura 2.13 Paaoa aaguidoa para la medici6n de actividad 
de G( ... 11aea inducida l AG3 a diferentes 
ti•po• de incubaci6n para aamilla• con·· 
trol y deterioro. 
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En general, se tiene un mejor cunplimientc· de la ley de Beer 
en el rango de absorbancia entre 0,4-0.7, por tanto se procur6 que 
el r,·ngo de absorbancia para el ensayo en=in:lltico estuviere dentro 
de este, a 620 nm. 

La actividad de la enzima se calcu16 de la siguiente forma: 

ABco:' Absorbencia del blanco 
Am Absorbencia de la muestra 

4 D.o. Cambio de densidad óptica 

A D. O. 

ACTIVIDAD DE AIIA AMILASA 

vol. total 
4 n.o. x ~ x extracto (ml) 

Cantidas ensayada (ml) 

ACTIVID 'D DE 
x 6 = lIIA AJiILASA 

El nW.ero 6 resulta del volumen (ml) tctal del ensayo de alfa 
ami lasa. 

Se definid la unidad de alfa amilasa como la cantidad ae enc.!
rna que provoca un cambió de densidad 5ptica de una unidad de absor 
vancia por m!nuto a una lon¡¡itud de onda de 620 nm. 



• Ro 4ejareaoa 4• explorar 
1 al final 4e toda nuestra inYeatigaci6n 
babreaoa llegado a doll4e "coaenzamoa 
Y coaocereaca el lU«Br por Tez priIDere 

Clllln4o l&e lenguaa de ruego se plieguen 
Pera formar un nudo 4• fuego 
Y el ruego 1 la roaa eeen adlo uno, • 

T, S, Bliot, PouÍ Quartete, 



111.- RESULTJ.ll05, 

III.l Efecto del tiempo de incube.cidn del tejidc sobre les niveles 
dP ~C'!ia-:in-F. 

La inc.:b:ci(n J!<r diferentes perH·dos óe t>enpo de e.leurone.• 
e:1 buffer s!n fi t':'rreb\J.ladnres Cl:idifica los ni \'elef: de p.: lia:r!nas 

solubles en de. perclorico (P.Cl04 ) fib• 3.1. 
Durante las pri:ieras 2 h de incub~ci6n lo~ niveles c·e esper

~nc. atme:itE..ll nc:table=i.ente C'-·n re!;lpect:-i a 0.5 h !:'.ientras c.:ue, les 

niveles df' ~u:reFcina y esper::-iidina tiende~ e. pert:".anecer c.:.nf:tr.nte

De:pués de e~te tiem~0 los c~ntenidcs de la! p~lia~in~s a~u! e~tu
t!iadc:is presentan lE'. riisrm tendencia: Entre lr..E 2 y 8 h Ce incub~-

ci&n eu co!1.cantraci6n din~.inuye en el tejic!c y lueco se cc.ntie:·.e: e 
c"nste.nte por el re•to del tie~pc estudie.de. 

III.2 Efect• de 'º· Giberelico (AG3J en les niveles de pGlia:nna• en 
capa de aleurona de cebada. 

El efectc del ác. giberelico en loF nive:6~ ¿e ~~lie=.!nar $E 
deter!!li.n6 co::¡parand0 el patr5n de -polia=-trnas ot.teniao en prEsencie 

de AG
3 

con el cbtenió.c en su au~encia, cc:::~r;s.:- !"i1;. ]..1 ~· 3.r. 
Durante las primerf.E. 8 h de trate.n:ie:-,to el ;..o

3 
ne afecta n:. -

el r.ivel ni el patr6n de la Spt::. ccn reEpect:- al c.;ntr:l, sin e=::E.! 

go, apaMir Ce este !:lC1ment::· se observa U.""l nue\·o picc. Ce eE:t;s pcli

a.=i.ína. ~ue tiene su míixit!'.~ a le.s 16 h C.espués Ce inicie.da l; incuti 

ci~n y luego decae hasta niveles sirr.ile.res e. los presentaC.os pcr -

el tejido e la~ 8 h de trc:.ta::iientc-. Pc-r su p:?.:-te la SpO e.ólc E·..t!"re 

c~~bios cuantitativos cuanCTo el tejióc se trat~ con el fit:rrel~:s 

dor, fig. 3.2. 
Ct~ fi:rma de visuali:-ar el efectc 6e J,.G., en l\,s ni\"elee C.e -

cada una de las poliam!nas es e.través de c;,.1cii1e.r li:. relacV::• a 

t Contenid: ?.•. en Jlrerencia de AG dividido entre el contenidr ce j; 

misma PA en au~encia del fi torre¡;ulador ~ 
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cnda uno de los tiecpos de trata~ientc; si la relecién es 1.0 ric
nifica que el J.G~ no modifica el nivtl de polia=.!nn, f';i es ~.ay~ir 

que ln unidad el.,J..Gj aue:i..'lta le~ ni,•Eler par:: esa pclia~tna, rr.ien

tra::: que Ei la rel~ci6n es cenor que le:. urndr:d, se interpreta co~ 

c::ue AG
3 

ó.ir::,inuye el contenido de poliF.r:.!na CC'!l !"especto al c:intro1. 

Al efectu:ir este tipo de cálculcE ~- rraficarlor, fi¡;. 3. 3, ~e ~br.=· 

va cla~~ente que el IG
3 

disminuye liGerace:nte lo~ ni\0 E-ler. de Put 

en el tejidC", cientr:-.s que l.:ir ni\•eles Ce ~?C. re au.r:ente.n n:-table

mente dur&..nte las pri~era~ 2 h de tr~t~~ient~. 

Ji.fr:.rti!" de este riO!i'lento el AG 
3 

d1s::inu~·e lor !Ü veler de di cr..a 

polia~fna: l~ disminuci6n es e~~ r~rida Ce la~ 2h a lee B h de tr~ 

tamiento ~ue de las e a las 24 h. 
Est)s result:"'-doe sugieren que el AG

3 
r.odifica. lof' nive-les de -

las p:lia::!nas o~s abunjantes en aleu:-on~ de cebada aislada, y oue 
el msyc.·r efectc es a nivel de Sp::;, la cul!l au;::enta en !croa trE:.n-
•iente a la~ 2 y 16 h. 

III.3 Niveles de poliaminas en aleuronas aisladas de semillas deteri~ 

radas. 

Fara estudiar si existía un~ relnci6n entre el me~Ebolis~o de 

lF.E polic..=!n~F y l~ respuesta fU..."lCio:-.::tl de te Jid o n.! .t G
3

, sí::.tetis 

de alf& a.a.ilase, lo que se hiz6 fu' deter=inar el efecto Ce AGl en 
aleuroné'A aisleda de re~lla~ de ce~:.a de b~ja \•i!or o detEric;=.da. 

Date~ en la li terr..tura y le~ de- la fi,. ).~ de:::ue~trr:.n que !n 

capccid&d 6e sír.tesis de alfa-~mi~la~e por l~ &leurona aislada de 

se:::ill,;s deteriora=.as, esta dis=.i!luida. co:i. re~pecto ~l contr::l aún 

CU2,!ldc en n~bo~ ca~os l~ ca~acidad ~e s{~te~iS de proteínas es ei
;:ilc.r{ i? ). Ccn est.C'S antec~dentes es ·:1€ errc:-a:-se que los ca?!l"::·:os 

en lor niveles dE pclie.::.in~s inducid:-s p.:'l:' J..G
3 

en aleurona O.eteri~ 

ra¿a ~ean de cenor m.s.gni tud y/o diferenté! dC lo~ que induce en el 

tejido con~rol ya que el =ecabis=o óe respuest& al AG
3 

se encuen-
tra daña.lo en lE eleurona de bajo vi~or ( 87). 
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FIGURA 3.1 EFECTO DE TIEMPO DE INCl1JVICION EN LOS NIVE

LES DE POlIAMINAS EN CAPA DE ALEURONA DE SEMI-

LLlS CONTROL. 

Cal!$ punto es el promedio de cuando menos tres-ex
perimentos. Detector: Spectrofluorometro SPF-500 

.1 em: 480 n:n ; _lexc: 350 nm 
Las barras representan.:!: la D.S. 

50 
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J'IGIJ!A 3.2 !:PECTO DE AG
3 

Ell LOS lflVEL!S })E J'OL1AM1Jl~S 

IN CAPJ. D'E kLEllRONA DE SEMl LLAS COI/TROL. 

50 aleuron&s se incubaron en presencia de AG 3 5xl0-6M. 

Detecto~: Sp•<trofluorometer PERKIN EIMER. l 9~: 480 lU! 

l exc: 350 nm. 

51 

Cada pUJ1to es el promedio de cuando menos 3 experimentes 
Las 'barras representan.!. la }).S. 



FIGUIU ), 3 RELAC!OJI - EFECTO 'EL AG) Eli LOS JilVELES PE 

. POLHMil'IAS :PARA AU:Ul!ONAS CONTROL. 

Una relaci~n 4• +A~-AG mayor a l Í•plica que AG &lUlen
ta 101 niveles de :poliaaina5, 
Una re~eci6n i¡ual a l implica que no hay efecto. 
Ui>a r•laci6n de +~G/-AG menor a l implica que AG disai
nu1e los niveles de polialllÍnas, 
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PlGlllA 3.4 EUCTO DE AGJ EN LA ACTIVIDAD DE AUA AIULA

SA. 

50 capas de aleurona de cebada de semillas control y d~ 

teriorada ir.bibidas por 72 hrs, se incubaron en presenc1a 
y ausencia de AG

3 
5xl0-6K. Cada punto representa la acti 

vidad amilolítica del sobrenadante l!lás extracto del teji 
do y es el promedio 4• cuanco menos 2 experi~ntos. 
i.1 barras repre1enian = la D.S. 



Lo• ca~bico en los niv<l<r de p~li~o!ruas inlucida~ por la in
cubnci6n óel tejido ai•l•do de •etoillac ce bajo vicor Fon ¿ifcren
teF Ce lro inducidos en el tejido contrC'l, co!:':para.r fig 3.1 y .~.~; 

LoF nivele! Ce ?ut nlcanin.C.os en le e.1Euron(ll deteriore.da ron cuche. 

tlB.yorer ,u~ !.OE' que preFente el cc·ntrc,.l; a Cifert:ncie. óe !or nlve
les Oe Spd y Spm que se encuent~an c:r~inu!d~s con respecto ~l ce~ 
trol, e.lln o~F el BU.")ent:· en Spa ob~ervado e lc..r. 2 h de ir.c.-Jb::ci!n 
en el ccntrol no ee pre~enta en la~ eleuron&E dete.riorad~s. 

111.4 Efectc de '•· •iber4lico (AG3) en los niveles de polia::inas 
en aleuronas detericradae, 

El 1.0 1 no m:idificri los niveles de Put 11 bre en Fleu:""o:le e.i~l.!. 

da de •elli.:las de ceb"-da deteriorede, co::parar fi¡:. 3,5 ,. 3.6, s:!n 
eobarso loF niveles de Spo y Spd en les 2 prioer~~ horaE de incub! 
ci6n e1191!ntan con respecto al encontradc a las 0.5 h de tr•ta~-i•E 

to; fig, 3,6, 6 con los niveles ~ue presente el- tejico de b3jo vi
gor incubado sin AG 3, fig, 3,5 y 3.6. En ~leuronas deter~oradas el 
nivel to\al de Spm y Spd es siempre ~enor ~u~ el encontr~~o en el!_ 
uronas control, el!n các en le~ prineras el AG

3 
no eumen~a 1os ni

veles <ie Spm ob~ervodos en el tejico control entre la~ e , 16 h de 
incubaei6n, co11parer fig. 3. 2 ;· l· 5. 

III.5 Efecto de 11c, Absisicc (AB.q en los niveles de P<li-..::iinas en 
aleurcnas. 

Otr&. ~orw& Ce demostrar que el e'1.::lento de polie~!na! in1uci
do por AG 

3 
en aleurones son parte del :eci!.nis1110 de acci6n de este 

fitorre¡;uledor es, estudienao ei el -'!A lo inhibe, ya q:ie el ABA 
es u."1 antagonista de 13 acción del ,;G~. ?o:: di'ficu!taciet: t{cnicae:: 

este tipo de experimtnto~ no ee pudo Teali1ar en aleuronar aisl~d~ 
de seci.llas control o de e.lto vigor, por lo q,ue s6lo se prerentan 

los datos obtenidos en aleuronas de bajo vigor o deteriorada~, fig 
3.7 y 3,8, El trateoientc del tejido con ABA resulta en caabios -
cuantit<tivos y cuali tath·os en el pstr6n de Put, fig. 3, 7, curia 
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Put 

-~·-·-·, 
-~···-·---~ \1 f' ",.., -·-·-·-·-·•Sp111 

't·····----------.. Spd 

z • • • ti 11 Z• 
TIEMPO lllCUIACIOll (hf) 

FitiURl 3.5 1'1VELES J)E POLIAMIJIAS Eli CAP.4 DI ALEIJRO

NA DE CEBADA DE SEMILLAS DETERIORADAS, 

Cada punto es el promedio de cuando menos tres 
experimentos.Las \>arras reprutntan .! la D.S. 

Detector: Pluorometro Zeiis 
l em: 451 ; l exc: 366 nm 
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Flj¡IJRA 3.6 tTtCro ?IE AG3 Ell U>S JOVELES DE POLJANINAS 

EN CAPA PE ALEURONA PE SE!lllllJ,S D!'IERIORADAS. 

50 aleuronas se incubaron en presencia de AG 3Sxla-6M. 
Detector: Fluorometro teiss. ~ em: C51 nJll ; .l. exc: 366 nm 
C!Ula punto es el promedio de cuando menos tres experi
mentos. Las barras re~resentan z la D.S. 



; 
~ .. • a 
o 
"' ~ 
" IL 

• "' 
f 
e 

5'1 

!OO 

.... ' •. 
400 1 

i 

' ¡ 

HO /r 
-
ITS 

t!IO 

,,, 
tOO 

o • • .. .. 
TIEMPO INCUBACION (llr¡ 

PlCU!IA 3,7 EFECTO DE All.l EN WS NIVELES llE PUTR!:SCJ NA 

EH ALEURONAS DETER10RAD4S, 

Se aiestra el efecto de ABA en los niveles de Put en a~
uronas deterioradas respecto a aleuro'lllls incubadas en pr!_ 
sencia de AG

3
• 50 aleuronas tueron incubadas tn presencia 

de lo& respectivos ~itorreculadcres. Ver !Mt•rial y oétc
dce, Detector: Fluoroaetrc Zeíss 

l ni: 451 M l l exe: 366 nm 
Lat ba.rra~ repreaentea .! la ll .S. 



.,. 
...t.G + ABA., con respecto e. los inducidos por ~.G, fi¡¡ • .l. 7, curvn -
+AG. 

Estos resultadcs sugieren que cada fit~rregulad~r ~edifica en 
fvr:na distinta el l:lete.boliswo Ce p:lia::i.in:::.s ~· rue cur:.nc ~ a;.;bvs es~ 

tiln presentes los cruobios que ocurren en el tejido y oete.bolismc -
de estcs ccopuestos es inter~edio que da cada uno ~e ell'>s pcr se

J>S.?'&do, fig. 3.7, +AG + AB.,. 
Los niveles de Spd y Spo no se ven codificados por AB~. 

El hecho de que en tejido deteriorado loe niveles de poli~o!nas ne 
sufra modificaciones considerables por los trate.cientos utilizados 
sugiere ~ue el mecanismo por medio del cuál el AG 3 modifica sus 
niveles, pr.:'lbablemente se encuentra daüado, compar~r fig. 5.2, ;.6 
y 3.8. 
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FIGURA l.8 EFECTO DE ABA EN IDS NlVELES DE SPERMlDINA Y 
SPERIUNA EN ALEOROHAS DETERIORADAS. 

fO.leuronaa fueron incubadas en presencia de los respe~ 
tivoa fit•rreg\lladoree, la determineci6n e ineubllci6n ae 
deserilte en 111&terill 1 ~todos.Cada punto es el prOl!!Wdio 
dt cuando menos tree experimentos. 
Las larras reir•••ntan .! la n.s. 



• Ee poco lo que se he. •echo, escasamente un 
inicio; y sin emb~rgo, es mucho comparado 
c~n 11 Y&cio total de hace un siglo. Y 
nueetros conoeimi.enioe, como puede intuirse 
fdcilmente, p~r•cerdn a au vez l~ ignorancia 
mils supina a aquelles que vengan detr~e 
nuestro. Sin eabargo, no cabe despreciarlos 
pue• a travls de elles nos acercamos a 
tientae haeta alcansar la orilla de la 
vestidura del alt!si90.• 

Agn•• W. Clerke 

(A popular H1atory of Astronomy) 



4.- DISCllllIOll Y COllCLUSIO!IES 

Este tr&baj...- se realiz6 ccn el pr.:ip"lsi te.· de Ceterminar si las 

m)d1ficac1cnes en l · s niveles Ce ::ic·l::.:·.:::!!1·-:::: c_:ue ~cc::ip.s.ñan al efr.~

to de !itorreguladores son parte del cecnnismo de accifn del ~!C~o 
6 tan solo consecuencia de una activación inespec1fica del ~etabo

lismo general de la cllula estudiada. 

El sistem. que se esccgi6 para este estudi·1 fu~ la ca-pa de 

aleurona de cereales, cebada en part!cular, es un teJl.do ':'.'.ue n~ 

crece, ni se divide y esta formado pcr un solo tip0 de células. 
Estas caracteristi~as eliminan las desventajas oue presentan l~s ~ 

estudios hech.:::e p:-r ejemplo en hoja, cole.~ptilo L en calle, d..:inde 

el tipo y edad de las c~lulas que constituyen el tejido son di\'er

sna, además, so~ tejidos que se ~ividen y crecen, re ha de~~Ftra

d·'.1 QUe dependiendo del estado metab1licc. de un:i c6lula es el :::iivel 

de poliamíne que presenta ( 2,8). 

Otra venLja de la aleurona es que consti ~uye el tejido blan

co del AG
3

• Bste fitorregulador induce síntesis ~ ~ de alfa a

milaea que se inhibe pl?r la acciSn del 1c. abscicico (ABA), :.tro 
fitorregulador natural. 

El hecho que el d.stema modelo responda a un inductor y un an

taeonista perI!li. te delucidar S! los cambi-:c ~bf'enr;',dcs en lt:s n:ive

les de poliam!nas se ceben a la acción especifica éel AG
3 

6 suce-

den en fC~s. paralela, per.~ sin estar inv ... lucrad,-·~ en la acci i:n 

del mismo. 

Los niveles de p~liaoin-s en la ~leurona se m·difican ~~re

fecto de la incubación (fig. J.l y J,2). Indeper.1ienteI:lente c.i el 

tejido es rirlndo de semill~s control o detnrior~do (fig. 3.5): -

L:H:i c<'..I:l.bi :is m1s bruscos se obsenr:::.n en i:.s pri ::ic:-as E h de incube.• 

cit'in, donde el ca::ibi :. pr1ncJ p.il es en :?ut. 

Al c:i!!l;-¡-:rar ~3. resp:..i. ::~~ de: :ejiJ._ Cc-teri~r :i ·, c:,n el con-

trol (fig 3.5 y fig • .).1), f>e c1.1;en"·' un ~·e[;".l ... "1.d.: inc:-ement.1 despu

tfe de las 8h. Estos cae.bies en el tejid.> en ~as pr1::i.eras 8 h Ce l!! 



cubaci6n pueden dc'berne a que la aleurc~ reajusta. su cetr1bolismo. 

La aleur?na forma parte de la rned13 cemilla, el ambiente ~ue sie~ 

te p:·r lA. ccr interne~ es el ena.~.sperm:. ::_ue ejerce una f"?"::-n fuer

_q_;a '11:itr!ce., :H:•r, p:::ca presi~·n ·~S!!::':ica 1' ~--te!'1Ci9l de nre!'!1!·n), ::i 

mientr1.!S que cuandc se aisla ya nci siente el ?: tencinl ::iatr!c'J, 

sino much;-· presi6n c:S~)tica (,5 p - tencial Ce ::iresi ~n) (buffer Ce -

ác. 5uccinic0-Cac12 20 mr: c/u). 

G bien, e un Ct' .. rnbio .J.e pE en la5 inr:ied1~ci·!les :!e la aleuro

na, esto es, el pli que siente l& ~~1euron en la ::it:dJ.r:. ~e!:'.illa er -

&proximadame:ite de 4.5 ( 68 ), mientras que el de incubaci-ln es de 

5.8, pcr tanto, podría est~r sufriendo un estress de pH, se ha re
p:irtado un c,~mpc•.~ta.:niento ~Í'J.ilar, en ?r:-: pl:..~t:s de avena e téji 

d~ de ceb::4a al ser inc-ub":J..d.08 a pH :nen.:"res de 6 ccn e.unento en sus 

nivele~ ce pcli~~ÍO'O (2,8). 
La respuesta diferen~e de la aleurcna. ~e:eri0r?.d~ respec~o a 

la control (f1g. 3.1 y fig 3.5) después de 1°s 8 h de incubncifo, 

aumento:> de Put y disminución de Spd y Spm, "J·iría deberse a el ce

taboliemo de estas d:-:s últim~-is f.acia la pri"'1era. ?ar? d~rr.r.stre.rl-:i, 

sería necesnri.1 cu.:i.n:.iiicar la actividad de la en:1~:1a enc:irrada de 

esta degradaci!n, una p·:>lia~noxidasa (?Al) en ambJs ~iste=ias. CJr:.c 

es sabido a cedida que la semilla se de'teri~ra se presc!ltan Civer

s.1s ca~bi".'ls bi.:cuí:nic:s, une' de e:lcr; 2!:' el Ce cai:;¡biar ll3. per~e:i"ci 

lidad ~e:1brnnal e.le las c~lules ~ue cc:•nstit.uyen el tej1d.~ de L~ se..; 

!!!illa (87), t l v~:- :-. esto se deba la!" ·~":JU~s~-:. e!1c.::.:i.tr~·.:ia en p::l,i 

a.o.ínas. 
Cu·.ndo el tejido c.:1ntrol se incub: c:.:i AG 10 n1s s~bresalic!! 

te es el ef.:-cto qüe el fit;orregul-.O...,r zient. s.bre l.:!: !1i\~eles de 

Spm lvs cuales aU.!!l.entan apartir de l~s 0 h y se m:.ntienen c-nst2n
tes p::i.ra t:.:d.:: el pe:-ii:ido eenuC.iad.:- (fig-. 3.;). !\ur·.nte t .. l ~c·ri:d.

el fi torregulr.dor esta te!lien6c ef-=ct.:i e:i :..'; t:-3.t~ucci·~n del º.R11:i re 
alfa a:n.ilasa, un:> de los efectos ·el f'it·,r:-e¿:ula1c:- en este tejido. 

L~s reeult~d,s rrn~criores indican que la S?~ ~-d~!n es~ar involu~ 

erada, al igua.l que en 0tr·JS .siste::nas, en la fiC.elidad y,:o eficie,!! 

cia de la lectura del ARN~ de alfa a!lilasa. 



En cebada los experit:ient'.:!s ccn ABA i:;e reali2r~n en tejido d.!,. 

teriorado Y se puede concluir: El ABA increcenta les niveles de -
Put y Spd, pricipalmente despu~e de las 6 h de incubación nara Put 
y 16 para Spd, e.demás de mostrar IL"l efectc. e..n~:i.g~nico al ée tG

3 
-

fig. J.6 y J.8, esto se obaerva mejor al co:nparer AG+ABI\ con res
pecto· a AG. 

De los resultados anteriores puede concluirse que la adici6n 
de ~.G 3 y f,B/i a la aleur.:ina, ya sea separados e juntJs, modifica -

los niveles de poliam!na.s, el primero especialmente en aumentar -

Spm, e! se treta de tejido control, 6 de disminuir loe niveles de 
Put para ~leuronae Deterioradas y Control, ficr. 3,3 y cJ:nparer fi& 
J.5yJ.6. 

Se ha reportado que el 60~ de la proteína sintetizada pJr el 
tejido 18 h deepu{~ de incubar con ~Gj es alfa amilasa cGn rP.s?ec

to al control, lo cwll indica que debe existir un mecanismo para 
reedirigir la maquinaria de síntesis de proteínas y probablemente 
la Spm este particip!indo en este siste.:ia el ie;ual que ee ha repor!' 
do pars otrOJI eisteoas ~ ~ (2,8). 

El a1L'llento de Spm por .~G) en semillas control a las 16 h ca!~ 
cide con una ligera disminución de las otras dos am!nas, fig.3.3 
esto sugiere que posiblemente haya una conversión de Put y Spd ha
cia Spm. Para lo cwil ee tendría que cimntificar las en:!oas invo
lucradas en este metabolismo de poliam!nas. 

En e.leur.,nas deteriDradas tratadas con AG 
3

, no existe efecto 

S?bre Spd y Spm a lo largo del trata:niento, pero s! una notable -
dis::ri.nuci~n en Put, después de las 8 h de incubaci6n, fig. 3.5 y 

).6. El hecho que las aleuronse deterioradas y C•>ntrol reet>ondan <E 

manera diferente a la ecci6n de AG
3

, principal.mente en Spd y Spm 
fíe ).2 y 3.6, podría es~ar refelejando la incapacidcd que tie:ie b 
aleurona pa??a sintetizar c·:.n poca eficiencia la ulfa a::-.ilasa, fig. 

3.4. Par.:-. verificarlo, ::er!a :ieces::?.ri:i compens:?.r esta deficiencia 

de poliam!nas de manera ex6gena y cuantificar la respuesta en::-itn!. 

tica, Ahora bien, para dem~strsr que el segunde aumento de Sp~ ere 



parte del mecanismo de acci6n del fitorregulador, so debió haber 
inou.bado en &G+ABA, sin embargo, las semillas se deteriorarron 
y nb pudieron conseguirse recien cosechadas de la misma variedad. 

Recientcir.ente ·en tríg:: se ha demvstrado que este segundo au

mento de Snm efectivamente se ve disminuido por la adición de ABA. 
El ABA aumenta los niveles de Put y Spd, fig 3.7 y J.8, revirtiendo 
la acción de AJ3 de disminuirlos. 

Entonces, podemo~ decir que el cambi~ de poliaminas es W1 e
fecto interdependiente de la acción de r..G 

3 
( e incluso de A!lA) y 

dependiente de la calidad de la semilla. Probablemente loe altos -
niveles de Put y la relación no odecuada de Spm y Spd, en aleurow.i 
deterioradas, no permitan la síntesis del ARNm de alfa amilasa o ru 
traduccidn, 

Por .,tro lEldo, Lin (46) ha realizado estudi·>s s!milares utili 
zando el sistema presentado- en este trabajo, sin embargo, no fud 

sensible a la acción de fitorreguladoree. 
Considerando que la calidad de la semilla por ~l utilizada y 

la nuestra fu~ similar (9~ viables), pero en condiciones experim.!!' 
tales diferentes, se reprodujeron las unidades de alfa amilasa pa
ra amb0s aitemas en el curso de este trabajo. 

Los resultados y diferencias experi~cntalea se muestrun en la 
tabla 4.1. 

La respuesta del tejido en la síntesis de alfa amilasa C•)ncu
erda con lo re~0rt~do p~r el autor, pcr' e~ 7 vece~ ~en~r ~ue la -
obtenida en este trabe.jo. Esto puede deberse a d·Js f'"!ctores: 

(1) ca,,acidad !!! ox!genacidn: ResultRd•)S en el laboratorio 
mueetran que cuando aleuronas de tr!go se incub"ll s!n aSi_ 
tacidn, el oedio se alcaliniza (Datos no public ·dos) 
y nv existe igu:tl respuesta a sintetizar alfa-a'."J.ilasa. 

(2) .E!!!!! inducci6n: D.'.tcs en l?. literaturtt (88) ouestran 
que cuandJ alau:-:,nas de tr:!g-., se incuban a p?~::;;5 se obtie
ne mayor cantidád .. de alfa aoilasa que a pH=6, esto no 
concuerda con los datos obtenidos por Lin, lo que viene 
a reafirmar que pcsiblemente exista una diferencia 
de oxigeno. 



Tieapo iabibici6n 

11ti.. dt aleuronas 
incubadas 

Vol (al) dt incu.-
bllci6n 

pH del Buffer de 
incub•cidn 

u. alfa-alllilasa 

r•laci6a +A&/-AG 

Cuantifieacidn de 
Polialldnas. co.,. 
tluorucentea. 

Lin, P.P.C. 

2-• días 

20 

2 

s.o 

4.f.4.825,! 25.19 

z 

l1n1oilados 
HPLC 

AleuronHB 
eon:tr•l 

3 d:l'.as 

50 

10 

5.8 

3UO !. 3 

7.16 

Dansilac!os 
Cro•togr~fía 
•ara fina. 

'labla <4Yl. Principales condiciones y resultados experi~n
tales para dos inc!ueciones diferentes, utili
~•nio el 1111&90 aiste ... 
Lis aleuronas control indican que st utili1aron 
las condiciones reportadas en este trabajo, mie~ 
tras que Lin, P.P.C. indica que son las i¡ue tttiliró 

este autor. 
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IA ruta bios!ntetica de polia~inas requiere de ox!gen0 Ce f~L 

ma indirecta, ya que su metabolis~o nece~ita ATP, en especial la 

S.-IL1JC (8), enz!:na que dn p.,so a la fcrnacdn de Spd y Spm vía put~ 
scina o S-adenos:!l metionina. Un=~ def1c1e:1cia de 1·x!fen0 ;>üdr!R ncr 

una li:nit!lllte en la ruta bios!ntetica de estas poliaminas. 
De acuerdo a las unidadeo de alfa-a:Ulasa,puede decirse que -

las aleuronas de Lin se compcrta.n comu las deterioradas de este -
trabajo, 



P!RSPECTIV AS: 

Pnra c·:mt.i.nuar ccn esta línea de investigaci!n se su¡;iere: 

l.- Determinar los niveles de PAS cuandc lss aleur)nas se 
someten a diferentes condiciones de estres pcr pH. 

2.- Deternin:ir si el ~egundo a'.lr.lent.:· de Spm en aleuronas 

control se debe a AG
3 

3.- DeterminE.r la actividad en~imatica del ~etabolismo de 
de PAS (síntesis y catabolismo) en presencia 7 ausen
cia de fitorreguladcres, para establecer el nivel en 
el cuál estan involucrados. 

4.- Compenzar la deficiencia de PAS en aleurona deterior~ 
das y cuantificar la respuesta enzima.tica (alfa amil!_ 
za). 

5.- Determinar la Influencia ~ue tiene las PAS en la sín
.tesis y traduccidn del ARHin de alfa a.milasa. 

6, - Determinar la in:fluencia de PAS en las isoenzinas de 
alfa ami lasa. 
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