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IvTrRODUCCION.

El cicla de vida de una planta cosprende varias etapas: 2a
garainacidn, el crecimiento heterotréiico, ia fase vegatativa y ia
atapa reproductiva.

L.a vida de una angiosperma s inicia en la semilla, constituyendo
ésta un eedio por el cual el nuevo individuo se dispersa. La
semilla contiene tanto al embrién que darid origen a la aueva
planta como a las reservas alimenticias necesarias para s
crecimiento en los primeros estadfas (3).

La semilla de trigo se halla formada por varias estructuaras, a
saber, la testa, la cepa de aleurona, el endospermo alemidonoso vy
el embridén, mismas que a continuacién se describirin brevemente

desde el exterior hacia el interiaor de la semilla.

1) Estructura de la semilla de trigo.

1 (a) Testa.

La testa es la cubierta de la semilla (Fig.A), vy constituye una
barrera protectora entre el embridén y el medio externog restringe
el intercambio de gases entre el embridén y el medio circundante.
Esta cubierta puede estar formada de una ¢ de varias capas de
células y posae cuticulas externa e interna, impregnadas con ceras

y grasas (3).

1 (b)Y La capa de aleurona.

t.a capa de aleurona es la capa de células mis externa del
endospermo almidonoso (Fig. A) y es morfoldgica y funcionalmente
distinta al resto del aisson. La alcurona en semillas de trigo egta
formada de una sola capa de células; son las udnicas c4lulas del
endospermo que permanecen vivas después de que la semilla ha
madurado y se ha secado (17).

Las células d2 la aleurona poseen una pared celular pricaria que
eati compuesta de diversos polisaciridos. Contiene también Acido
fendlico unido covalentesente a la pared. Se han encentrado

también protefnas, pero no se w=sabe =i forman parte de la



Endospermo

Fis. A ESBTRUCTURA DE LA  SEMILLA DE TRIGO. (3)



estructura de la parad (17).

Asinizaeo, existen canales intercelulares ¢ plasnodesncs que
congctan protoplastos de cé¢lulas adyacentes, misnmos que contienen
material similar al de la capa interna de la pared celular (i17).
En el protoplasto de la aleurcna se encuentran cuerpas proteicos 6
granos de aleurona que poseen una bicapa 1lipidica. Estas grancs
contianan proteinas, presentan inclusiones del ¢ipo 1 que san
globoides, formados de ¥Yitina con males de K, HgM ¥ Ca++que
forman las resorvas de minerales de la semilla. Taambién prescntan
inclusiones del tipo Il que contienen o—aminofenol, proteinas vy
carbohidratos, as{ como algunas enzimams involucradas en la
movilizacidn de reservas (2a).

Las cflular de la aleurona contienen cuerpos lipidicoes qua rodean
a los cuerpos proteicos o se encuentran en la periferia de las
cédlulas y contienen una matriz de triacilglicéridos almacenados en
una megbrana de una capa lipidica y algunas proteinas (177.

Les protoplastos de aleurana Lambién poseen reeervas de
carbchidratos, como sacarosa (la ais abundante), rafinosa y
fructancs. Igualaente o encueniran roservas de &cidos nucleicos,
exo y endopeptidasas y vitaminas (17).

En cuanto a sistemas endomesbranales, las células de la capa de
aleurcna posgen mitocondrias y reticulo endopléicsaico Y an
presagncia de fcido giberdlico (ASaYy, se induce la formacidn de

glioxicgomas, de AQparato de Bolgi y de veciculas lisosomales (36).
1 () El endospermo alaidonoso.

En cuanto al resto del endospermo almidonoso (Fig.A), éate ocupa
la mayor parte de la semilla de %rigo y es el érganne aloecenador
de las reservas nutritivas de ésta, constituyendo as{ el &roano
blanco de las enzimas hidrolfiticas secretadas por 1la capa do
aleurona y por las secretadas en menar proporcidén por el escutelo
(17,36).

Las células del endaspermo estin totalmente llenas de grénulos de
almidén depositados en Srganos subcelulares llamados aniloplastos,
los cuales 1llegan a ocupar la totalidad de la célula. El
endospermo posee células muertas con  remanentes de ndcleo,

ribasomas, retficulo endoplismico y ARN. Asimismo poseen también
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proteinas de varias clases, y algunas enzimas como: [(S-amilasa y
proteagas adermis de inhibidores de a-amilasa (17,348).

En estas células también se encuentran cuerpos lipidicos cuyo
contenido lo forman triacilglicéridos, as{ como cuerpos proteicos
(3o .

1 (d) El eabridn.

£l embridén esta formado por el escutelo y por el eje esbrionario
(Fig.A). El primero es el d&rgano que forma el paso entre el
endospermo y el eje embrionario y es el encargado de absorber los
productos de la hidrdélisis de las reservas y transpartarlos hacia
el eje embricnarie en crecimiento (17). Este &rgano tGambién
participa en la movilizacién de reservas, ya que secreta en pocas
cantidades, y al principio del procesa, algunas @nzimas
hidrolfticas que actvan sabre las reservas del endospermo.

Las células del epitelio del escutelo poseen cuerpos proteicas
rodeados de cuerpos lipfdicos, también con inclusione2s de fitina.
lLas células del escutelo presentan pared colular, mitocondrias,
ribosaomas, nucleo y algo de reticulo endopléismico, ademis de
vitaminas, sacarasa y rafinosa (36).

Por su parte el eje eabriocnario (Fig.A), consiste en el hipocétilo
que da origen a la hoja embrionaria con su cublerta llacmada
coledptila, la radficula con su proteccidén, la coleorriza y por
Gltimo la plamula (36).

Las células del eje embrionario son ecélulas parenquimatosas y
maristemiticas que contienen reservas de carbohidratos, como
sacarcsa, rafinaosa v estaquiosa, ademss ce proteinas,
triacilglicéridos y &cidos nucleicos. Foseen protoplastidios, los
cuales dan oarigen a cloroplastoes, ademas contienen nucleo,
ribosomas funcionales y aitocondrias (3&).

tas ce¢lulas de las estructuras antes descritas activan sU
metebolicsno al hidratarse la semilla misma que a2l encentrarse en
un medio con elevada humedad, inicia la captacidén de agua,
fenémeno conocido como imbibicién, mismo que constituye el paso

inicial y esencial hacia la germinacién.



2) Gerainacion.

La Qerainacidén ze pusde definir como una cadena de cambios cque
empiazan con la absorcidn de agua y conducen a la ruptura de la
cubierta seminal por la radicula & por la plantula (14).

En realidad este fendmono empiecza desde antes de que se realice la
ruptura de la cubierta seoeinal; sin embargoe se hace visibile
aediante este preceso. La protusiésn de la radicula s realiza
mediante la @longacidén celular en la mayoria de los casos y en
abtros, ocurre prime-anente la divisién celular y despuds la
elongacidn. La garainacidn es producto de un conjunto do procosos
ficsioldgicou y biogquimicas, como la respiracidn, la aactividad
enzimidtica y organelar, la sintesis de protetnas y de ARN procesos
gue se inician a pucos ainutos del comienzo de la imbibicidn, sin
haberse hidratado completamente la sewmilla y que también preparan

al exbridén para el crecimiento (36).
2 ta) vVias metabdlicas productoras de enarcfa.

La groduccidén de ATP, se lleva a cabo en el embridn y en la capa
de aleurona, en la pricera hora de iabibicién a partir de
sustratos de facil utilizacidn como sacarosa y oligosacédridos de
rafinosa (3), y se paostula que es la glicdlisis la via oxidativa
que se desarrolla en esta etapa, preduciéndose etanol (compuesto
que despuss puede ser transforaado a Acetil CoA, vy ser utilizado
en distintas vias m=2tabdlicas) (3).

A medida que la iambibicidén de 1la semilla pragresa, las
mitaocondrias se diferencian y también se incrementa la
concentracién de 0z en la semilla, por lo que entonces se lleva a
cabo la respiracidn aerdbica (17).

Otra via oxidativa que se realiza en las semillas, es el ciclo de
las pentosas, el cual se lleva a cabo en el embridén en crecimiento
(17,36) .

En cuanto a otras vias ametabdlicas, en tejidos de reserva se lleva
a cabo la F-oxidacidn, el ciclo del glioxilato y 1a

gluconeogénesis (17,34).



2 (b) Sintesis de proteinas.

Se ha demostrado que en seaillas secas, se encuwntran presentes
los camponentes para llevar efecto la sintesis de proteinas, como
son los ARNt, los ARNm, los factores de inciacidn, los aminoicidos
los ribosomas. Al hidratarse las semillas, se incrementa el ndmero
de polisomas (3,17,34).

La sintesis de protcinas se realiza en las primercs minutos de
imbibicién, Yy en sus inicios so efectita a partir de ARNa
preformnados y conforse aumenta la imbibicidén, a partir de AQARNa
sintetizados de noro. bLa sintesis de proteinas parece ser esencial
para la germinacién de la semilla, pues s5i ésta no se lleva a cabo
6 se disminuye, afecta a la gerainacidn reduciéndose su velocidad
o bien ccasionando la pdérdida de la capacidad de germinar de 1la
semilla (&).

2 {(c) Efntesis de ARN.

Con respecto a la sintesis de los ARNm en embriones de semillas
secas, existen ARNm denaominados preformados, los cuales se
sintetizan durante la formacidn de la semilla. Se dividen on dos
clases: los esenciales para la germinacién y los que 0o lo son
{36). Al iniciarse la germinacién de la semilla, ocurve tanto la
degradacidén de los ARNm preformados como la sintesis de novo de
estos polinucltedtidaos (52).

8i el segundo proceso se ve afectado, elleo se refleja diroctamonte
en la velocidad con que la semilla gereina; disminuye por
consiguiente la probabilidad de que la plintula se establezca en
el campo (52).

A} entrar los embriones a la fase de crecimiento, la gintesis de
ARNm también es primordial, ya que se sintetizan nuceovos ARNm
necesarios para la sintesis de protefnas caracteristicas de esta
fase (S52).

2 {d) Sintesis de ADN y divisién celular.

En los casos en los gue la protusiéon de la radfcula sa 1lleva a
cabo por elongacién celular, tanto la replicacidén del ADM como la



divisidn celular gon fendmanos post-germinativos (36), aientras
que en los que la divisidén celular ocurre antes que iLa elongacisn,
la sintesis de ADN y la divisién celular se presentan anloes de la
germinacién de la semilla (Z6). Recientemente, se ha reportado 1la
sintesis temprana de ADH (17).

tLos procesos hiocuimicos antes descrites, indiepensables para que
s@ lleve a cabo la gerainacidn, se realizan racias a la
hidrélisis de las reservas de digponibilidad inmediata. Las
Srganos  donde se  encuentran  estas reservas filet H el aje
embrionario, el escutelo y la capa de aleuroha. Tanto las raservas
camp las enzimas encargadas de hidrelizarlas se encuentran en las
células de eztos dSrganos.

5in erbargo, para que ge efectde el crecimiento dol eje
embrionario, y por caonsiguiente el creciniento heterotréfico de la
plantula, es necesario un aporte mayor de nutrientes. Estos so
aobtienen por aedio del proceso de movilizacidn daoa reservas
nutritivas de la msamilla, qua se encuentran almacronadas en el
endospermo almidonoso. El proceso de movilizacién de  raservas se
inicia después de la gerainacidén de la semilla y consiste aen  la
hidrdélisis de macromoléculas de alto peso molecular almacenadas en
el endospermo, para a su vez, caonvartirlas en foraas pegqueling
facilmaente transportables a tejidos en crecimiento, aouy activos
metabdlicamente (como el eje embrionario), los cuales las utilizen
ya sea camo fuente de energfia ¢ como precursores en  procesos
sintéticos (TH).

La capa de aleurona es un tejido muy importante en el proceso de
movilizacidén de reservas, ya que sintetiza y secreta las enzimas
encargadas de la hidrdélisis de las reservas del endosperasn, ademis
de qua también secreta alguncs nutrientes para el eabridn, como

* v K’, por lo que la aleurona realiza la

: *
son minerales como Ca
hidrélisis de sus propias reservas, nccesaria para deocospefiar lag
funciones antes czncicnadas durante las etapas finales de la

germinacidn.
3y Metabolismo de las células de la capa de aleurgna.

Purante la germinacidén se inicia el cambio del eetabolismo de la

aleurona de un estado quiescente a uno totalmente active, este



ditioo ya se precenta durante el proceso de movilizacidn de
resarvas de la conilla (26).

Burantc la hidrélisis da las reszrvas de las células de la capa de
aleurona, se degradan inicialeente los triacilglicéridos do los
cuerpos lipidicoz por la accidén de una lipasa neutra. Dichas
canpuestos constituyen una fuente importante de energia metabdlica
4 bicgn pueden ser los procursores para la sintesis de componantes
membranales (34).

La lipasa se @ncuentra ya sintetizada y unida a los cuerpos
proteicos. Al hidratarse la semilla se inicia la movilizacién de
esta lipcsa, de las cuerpos proteicos hacia los cuerpos lipidicos,
proceso que parece estar regulado por el A4Acido giberélico {ASa)
(16) . Al aiamn Ciempao, la hidrdélisis de los ¢triacilglicderidos
parece estar tambidn regulada por el endospermo almidonoso.

Junto can la actividad de la lipasa se preseanta la de las enzimas
de la f3-oxidacidén y la de las del ciclo del glioxilico. La
actividad de estas ultimas enzimas, segun reporta Doiog v
colaboradares, es inducible por 2l scido giberélico (1%9).

En cuanto a la hidrdélisis de las proteinas alwmacenadas en la
aleurona, éstas son hidraolizadas por una proteasa preformada
inicialmente. Posteriormente el AGa induce la sintesis de novo de
otras proteasas, incrementindose la concentracidén de aminoicidos
libres. arte de los aminoicidos producidos por la accidén de las
proteasas son sececretados hacia el endospermo almidonoso; tal
secrecisén parece estar regulada por el giberélico (3&).

En lo que hace al metabolismo de los carbochidrataos en las célulag
de la capa de aleurona, al aplicarse &cido giberélico s= libera
glucosa y fructosa. Se ha observado que una parte de estos
azucares permanece dentro de las células y otra se secreta (la
secrecidn posiblemente esté regulada también por el ABGs) (34).

for lo que respecta a las reservas minerales, se ha encantrado que
en las primeras S5 haoras de la germinacidén se maviliza casi todo el
', Mg
se@ liberan hacia el endosperao almidonoso, y la solubilizacién de

++ +

y Ca'’ de las células de la aleurona. Estos iagnes también
laos mismos parece ser independiente de aGas, mientras que la
solubilizacién de la fitina probablemente es dependiente de una
disminucidn de pH (36).

En relacién con lo anterior, como es posible prever el proceso de

8



movilizacidén de reservas en semillas de trigo y en cereales tiene
ia caracteristica de ser fuertemente regulado por las giberelinas
(30), fitoharmonas que son sintetizadas en el embridén dea Ia

szmilla al hidratarse esta estructura.

4) Las giberelinag.

Laz giberelinas son fitohormonas que quimicamente pertencecen a la
ciase de los diterpenos. Presentan cierta relacidén estructural con
las hormonas esteroides de animales y a 1la fecha <ce nan
identificado I8 diferentes gikerelinas {40).

Al hidratarse el embrién, en semillas de trigo se inicia la
secrecién del 4scido giberélico, ya sea preformada ¢ sintetizado de
nove, Acido que es transportado hacia los Sérganos blanco como el
escutelo y la capa de aleurana (30).

La mayoria de las giberelinas poseen @l esqualeto carbonado del
ent—giberelana con 20 carbonos, las otras han perdido un Atomo de

carbono y presentan 19 carbonos (3I0) (Fig. B).
4 (i} Mecanismt0 de accidn de las giberelinas.

Se ha estudiado la relacidn estructura quimica—actividad bioldégica
de las giberelinas y la posible existencia de wun receptor para
estas fitohormonas.Con respecto al primer punto, diversos autores
(31,32,33,58,22) postulan que las giberelinas con actividad
bioldgica son aquellas con esqueleto Ci» y e€an el anillo de
lactona »—€C-1o, con un grupe hidrdxilo en B an @l Ca y con & sin
grupog actilo en el Cz2, como es ! caso de=l AGs.

La hidroxilacidn de los Cz y Cs, disminuye la actividad bicldégica
de las giberelinas. La presencia de un grupo carboxilo libre en el
Co, parece ser necesaria para la actividad bioldgicas
probablemente porque forma parte del reconocimienta de la hormona
por el receptor (53).

En relacidén al segundo punto, sobre la posible exigtencia de un
receptor para giberelinas, me ha postulado tanto un receptor
citoplasmica (63) como uno meambranal (23).

En cuanto al citosdlico, 3se ha identificado un receptor de

naturalexa proteica en homogenados de hipocdtile de pepino y de

<



chicharo, que une raversiblesente *H-GAs a un pH Sptimo de 7.5, es
saturable, de alta atfinidad, egpecifico para giberelinas con
actividad bioldgica y no une otras fitcochormonas como el ABA (63).
For su parte, Hooley y colaboradores (23), reportan la pasible
existencia de un receptor membranal en aleuwronas de avena, este
receptor es capaz de unir covalentemente a derivados de
giberelinas con actividad binolégica y al parecer se encuentra en la
superficie exiterna de la membrana, puesto que entre otras cogas

une suero anti-idiotipos del anticuerpo monaoclanal de AGa.

e 13

2 atwennn

-3

e

oy P

T ATNIM

Figura B, Estructura del ent-giberelano (33).
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Algunos autores han propuesto un mezanismo similar al de lag
hormonas esteroides en animales para las gibereslinas dada 1la
similitud quimica entre ellas, pero auan no sz ha podido coaprobado

que éste se llove a cabo en las giberelinas (23).
4 (ii) Efecto de las giberelinas sobre le capa do aleuraona.

Cn la movilizacidén de reservas en semillas de cereales, el 4Acido
giberélico regula, en la aleurcna y en menor grado en el escutelo,
la sintesis y/0 la secrecidén de enzimas hidroliticas, la sintesis
de proteinas y de ARN, la proliferacién del reticulo endoplismico,
la formacidn de glioxisomas y de vesiculas liscsomales y el
incremento de la permeabilidad de las mesbranas de las células de

los Srganos blanco (3,40).

9 fovilizacidn de las rescrvas del endozpermo.

S (a? Movilizacidn de las reservas proteicas.

Las reservas proteinfcas del endospermo se encuentran dentro de
los cuerpos proteicos. Las proiteinas son  hidrolizadas paor  la
accidn combinada de proteasas y caivboxipeptidasas, sintetizadas de
rovo en la capa de aleurona. Los productos de la accidén de ostas
enzimas son péptidos peguefios y aminoidcidos libres, los cuales son
ahsarbidos poar el escutelo que finaliza la hidrdligis de las
oéptidos a aminoicidos libres, transportindolos posteriorscente  al
eje embrionario (3).

De la mmisma manera, la fitina de 1los cuerpos proteicos previa
solubilizacidn, es hidrolizada por la fitasa y los icones goon
salubilizados (346,30).

9 (b)Y Movilizacién de las reservas lipidicas.

La hidrdlisis de los triacilglicéridos do los cuerpos lipidicos,
se inicia poco después de la imbibicidn. Las lipasas que realizan
este proceso, & son preformadas y se encuentran en el endasparac o
bien se sintetizan de novo en la aleurona. Estas enzimas

fiidrolizan el enlace estet de los triacilglicéridos, danda como

11



resultado glicerol y 4cidos grasos libres (3).

El glicerol puetsn ser incorporado a la glicdlisis y los Acidos
grasos a su vez son oxidados en la f3~oxidacidn, hasta Acetil-Cof
(compuesto que puede ser utilizado en la via de los Acidos
tricarbox{licos o bien, ser el sustrato en el ciclo del giioxilico

para la sintesis de hexosas en el eje embrionario) (3).

S5 (c) Movilizacidn de las reservas de carbohidratos.

£l almidén es la reserva de carbochidratos mids abundante en

senillas de trigo, esta coapuesto por cadenas lincares de glucosa

(amilosa) con enlaces gluczosidicas « (1-—b 4) y por cadenas
ramificadas de glucasa (amileopectina) cen enlaces a (1-— P 4) vy «
(1-—» &Y.

Estas cadenas son hidirolizadas por un conjunto de eazimas, hasta
glucosa y unidades de maltosa, las cuales son:

i) o—amilass. Es una endoamilacsa que hidroliza enlaces
glucosi{dicos a (1-— » 4), tanto de las cadenas de amilosa coop de
amilopectina, dando como resultadeo glucesa y maltosa libres, en el
primer caso y en el segundo, ademis dextrinas limite.

ii) F-amilasa. Es wuna exocamilasa hidroliza también enlaces
glucosidicas o (1-- P 4) y de su accidn sobre la amilosa, resultan
unidades de maltosa libres, y en el caso de la amilcopectina
resultan ademés dextrinas limites.

iii) Enzima desramificadora y dextrinasas limite. Hidrolizan
enlaces glucosidicos a (1-— P 4) de la amilopectina.

1iii) a—glucosidasa. Esta enzima hidroliza unidades de maltosa
para dar comag praducto glucosa libre.

Tanto la glucosa como la maltosa libres saon absorbidas por el
escutela, el cual finaliza 11a hidrdlisis de las unidades de
maltosa y sintetiza sacarosa, misma que es transportada hacia el
eje embrionario (3,3!,38).

El funcionamiento eficiente de las enzimas encargadas de la
movilizacidén de reservas de la semillas, depende de el embrién y
del resto de la semillaj mizntras que la viabilidad de 1a seailla
y la asimilacién de los nutrientes producto de la movilizacidédn de
las reservas, depende del eabridén. El desempeffo adecuado vy

coordinado de estas estructuras, auguran un establecimiento Sptimo
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de la plantula adn en condiciones ambientales adversas.

Lo anterior es reflejo de una roalizacién adecuada tanto de las
funciaonas fisiocléglcas cono biogquiamicas de las esiructuras de la
smmilla, ademis de ctros factores coan es la carga gendtica de lav

misma, tadeo lao cual conforman el vigor de la sewilla.
6y Viggr y BReterioro.

El vigor definido por la ISTe (41), es la suma total de aquellas
propicdades de la semilla que detsrminan el nivel de actividad vy
compotrtamiento de la semilla o de un lote de semillas durante su
germinacidén y emergencia de la plintula. Las semillas que se
comportan bien se llaman semillas de alto vigor y semillas que se
comportan pobremente son denominadas de bajo vigor.

De una manera practica, el vigor es una medida de la habilidad de
la semilla para emerger y crecer rapidamente y bien despuds de 1la
germinacidén en condiciones no dptimas (H2).

Al vigor de la semilla lo modifican diversos factoraos (41) caomo
SOnN:

a) El genotipo de las semillas.

b) El medio ambiente y la nutricién de la planta madre.

c) Condiciones de maduracién y estado de maduracidén do la semilla
al mamnento de la cosecha.

d) Tamafia, peso y peso volumétrico de la semilla.

a) Deterioro y Envejecimiento.

f) Agentes patdgenos.

Con respecto al deterioro, é¢ste causa una disminucidén en &l vigor
de las semillas inicialmente, hasta llegar a eliminar la capacided
de germinacidén de las mismas. £l deterioro es resultadeo de wuna
compleja interaccién del tiempo, la temperatura, y de otrcs
factores ambientales gue causan alteraciones en las semillas vy
finalmente la muerte (46).

El envejecimiento de la semilla es equiparable al deterioro, sin
embargo, ambos fendmenos son distintos a la senescencia, pues
mientras los primeros son eventos no programados dentra de la
semilla y sin consecuencias benéficas pare ella; el segundo
fendémeno, la senescencia, es producto de un desarrollo natural de

la planta gque tiende a ocurrir en momentos definidos del ciclo de
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vida de estos organismos y parece tener un valurb fisioldgico
favorable para 1a planta (46,44).

7) Determinacidn del vigor de un lote de semillas.

Para cuantificar el vigoer de un lote de semillas y por ende, la
calidad del mismo, asi como la disminucién en este pardmetro, se
han reportado varias prusbas que abarcan tanto la germinabilidad
de la semilla como el crecimienta heterotrdfico de la nueva
plantula. Entre estas pruebas se encuentran:

a) La germinabilidad de un lote de semillas, determinado a través
del parcentaje de germinacidén presentado por el lote a un tiempo
determinado, siendo la pérdida de la wviabilidad la prueba m&s
aobvia de que la semilla ha peirdido calidad (41,486} . Al mismo
tiempo, la baja germinabilidad de wun lote demostrada en
condiciaones de laboratoria, evidentemente darid como resultado un
bajo porcentaje de emergencia de las semillas en el campo (46).

b) La velocidad de germinacidén de un lote de semillas; esta prueba
es mas sensible a la disaminucidén del vigor que la pérdida de
viahilidad, ya que la velocidad de protusién de la radicula se
disminuye antes de que ésta pierda la capacidad para elongarse
(46). Dentro de esta determinacidén también se toma en cuenta la
sincraonfa del lote al germinar, ya gue una variacién en este
qltimp aspecto puede ser indicio de un comienzo de deterioro.
Existen otras pruebas que se aplican despuss de que la semilla ha
germinado como san: i) la velocidad de acumulacién de pweso seco
(velocidad de crecimiento) en la radicula y el coledéptiloc de 1a
plantula ii) las anormalidades presentadas en estas estiucturas vy
iii) la prueba de envejecimiento acelerado, en la cual se
almacenan las semillas a humedad saturante y a 40°C, peor 72 horas,
al término de este tiempo se aplican las pruebas antes mencionadas
y el lote que obtenga mzjores resultados es el was vigoroso
(41,46) .

Ademids de lo antericor, se han propuesto diversas actividades
enzimaticas como indicadoras de la viabilidad y del vigor de las
semillas como son ¢ la de la fenolasa, la peroxidasa, la catalasa,
que se ha observado que disminuyen en relacién con el incremento

del deterioro, sin embargo hasta ahora no han sido indicadores
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precisos de la disminucidn del viqor de las semillas (46).
8} Factores del deterioro.

La disminucidn del vigor de las semillas, es causado tanto por
factores fisicos caomo bioldgicos que se encuentran en el almacén &
en el campo (41,46).

Entre los factores fisicos tenemos a la humedad, la temperatura,
la atmésfera de alaacenamiento de la geailla, el dafio wmecénico
sufrido durante la cosecha. Entre las bioldgicos (tenesosn, 2a
invasién por hongos, insectos y roedores (41,46).

Entre los primeros, los mis importantes scn la  temperatura vy 1la
humedad, un manejo eficiente de estos dos factores wminimiza los

cambios sufridos por la semilla durante el almacenamiento (46&6).
g8 (a) La humedad en 21 almacén.

Las condiciones de almacenamiento &dptimas, son a una humedad
relativa del 207 y a una temperatura entre 0 y 4 °C, a este
repecto existen cendiciones particulares Sptimas de almacenamiento
para cada especie (4&6).

Un aumento en la husedad relativa en el almacén, ocasiona un
incremgnto en el contenido de agua de la semilla, gue idealmente
al ser almacenada debe de ser del S5 al 13%Z, este incrementa de
agua desencadena varios procesos en la semilla como son:z i) Un
aumento en la respiracién.-— Al aumentar la humedad del almacén, la
respiracién de la semilla se incrementa, ocasionando una elevacidn
en la temperatura y en la concentracidn de C0z2 en el almacén,
creindose una atmésfera de anercbiosis que causa el deterioro de
las semillas. Ya que la respiracidén se realiza gracias a las
reservas de disponibilidad inmediata de las mismas, éstas
disminuyen, ccasinnando esto probablemente una menor velccidad de
germinacidén de las semillas (3,41). ii) Dafins fun-icnales.— Al
incrementarse la cantidad de agua libre en la semilla, se disparan
algunas funciones biogquimicas caracteristicas de la germinacidn,
que al no paderse llevar a término por no encontrarse la semilla
en condiciones adecuadas sufren dafios disminuyéndose asi el vigor
de la semilla (44).
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8 (b)) La temperatura an el almacén.

Con respecto a la teoperatura, un incremento tantao en la
temperatura como en la humedad del almacén, ademis cde causar un
incremento an la raspiracidén de la semilla, fTavorece la invasidn
tanto de hongos como de insectos qgue causan daffos en la semilla
(3,41,46).

?) Efegtos del deterioro en la semilla.

2 (a) AQlteraciones Fisioldégicas.

Entre los efectos reportados del deterioro sobre la fisioclogia de
la semilla estin, una disminucidén en la velocidad de germinacidn y
de crecimiento de la misma (3,46), la pérdida de la capacidad de
farmacidn de reices en embriones de trigo envejecidos (18), ademis

de anormalidades en las plantulas (41).

9 (b) Alteraciones gabre la ultraestructura celular.

En células de embriones envejecidos, se ha observado qua estos
presentan una coalescencia en los cuerpos lipfdicos, las membiranas
perecen sufrir un retraimiento, los nucleos presentan forma
lobulada, las mitocondrias y plastidiaos presentan perfiles
distorsionados y se disminuye la farmacidén de polisaomas (3,46).

Aunada a lo anterior, las células de semillas deterioradas son
incapaces de respaonder osméticamente manifestindose ello en una
salida de metabolitos de las células y de las semillas, salida que

ha sido utilizada como una prueba de vigor (46).

? (c) Alteraciones moleculares.

Se han reportado tanto dafios en lipidos comno en protefinas (446).
Con respecto a los primeros, se ha observado que semillas con alto
contenido de lipidos como reserva se deterioran ripidamente, esto
parece ser producto de la degradacidn de estas moléculas debido

posiblemente a reacciones de peroxidacién que ocurren en el
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almacén, 0 a la accién de lipasas ya sea de la semilla o do la
aicroflora circundante (46).

En lo que se refiera a las protefinas, estas cumplen dos funciones
en la semilla, sirven comoc compuestos de reserva o bien camo
enzimas, por ello se registran efectos del deterioro sobre ambas
Tunciones. Con respecto a la primera, se observa un cambio en las
propiedades de solubilidad de las prolieinas confaorme sg incrementa
el tiempo de almacenamiento de la semilla, lo cual indica que
existen alteraciones en la estructura de estas moléculas, comno
serf{an fendmenos de pratedlisis & polimerizacién de las mismas
(3,46} .

Con respecto a la funcidén enzimatica, se reportan varios casos de
reduccidn de ciertas actividades enzimiticas conforame la semilla
se deteriora camo san: la de la p-amilasa, co—amilasa, catalasa,
entre otras (3,34). Esta disminucién en 1a actividad de estas
anzimas no se sabe si se debe a un efecto sabre la actividad misma
de la enzima, o bien a una menor sintesis de la proteina. A est2
respecto, se observa también un retraso en el cambio del perfil de
isoenzimas durante la germinacién en semillas deterioradas, o
bien, éste cambio no se lleva a cabo, como es el caso de la
peroxidasa en arroz. (46).

En cuanto a los carbohidratos parece ser que ocurre un consuma de
las reservas de primera utilizacién, como seria el caso de la
rafinogsa (37, probablemente por la respitracién que se lleva a cabo

durante el almacenamiento.

? (d) Alteraciones funcionales.

Entre las alteraciones funcionales causadas por el deterioro, se
ha reportado gque disminuye la cantidad de ATP en las células de
semillas deterioradas, esto puede ser consecuencia de wna mala
formacidén estructural de las mitocondrias al iniciarse la
germinacidn, por lo tanto son incapaces de sintetizar ATP (3,46).

Aunado a lo anterior, la capacidad de sintesis de proteinas en
embriones de semillas deterioradas es menaor en comparacidén con  la
presentada por embriones de alto vigor. Lo anterior, en parte se
puede deber a una degradacidén de ARNm preformados o a una

disminucidén en la sintesis de los misamos, 0 bien a un dafo en las
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conponientes de la aaquinaria de sintesis de proteinas, como un
aenar numero de polisomas que se ha observado se presenta eon
senillas de bajo vigor (3,46).

Asimiumo, en grados extremos de deterioro, se reportan  también
dafios en ¢l ADN, aberraciones cromcsdmicas, y un retardo ean la
divisidén celular (3,46).

A la 1luz de las alteraciones mencionadas producidas por el
detaerioro, vy vya gque en la semilla de trigo el almiddn es el
principal compuesto de reserva, una disminucidén en la actividad de
las enzimas involucradas en su hidrélisis como por ejemplo la
a—-amilasa, se reflejaria ampliamente en el proceso de maovilizacidén
de reservas ¥y por lo tanto en el crecimienta heterotrsdfico de la
plantula. Esta enzima, como ya ha sido mencionado, participa aen la
fiidirdlisis del almiddn despuds de que la germinacidén ya se ha
ilevado a caba. La actividad de a-amilasa en semillas deterioradas
de trigo puede ser un indicio del funcionamiento de la aleurona en
ellas y por ende, del funcionamiento general de la semilla durante
la movilizacidn de reservas.

Par ella, el estudio de esta enzima en relacidén al vigor de las
semillas se vislumbra coamo impcrtante, siendo este uno de las
objetivos del presente trabajo, por lo que se expondran variacs de
las caracteri{sticas estructurales y enzimiticas de 1la o-amilasa,
ademis de la regulacidén de su sintesis y secrecidn en la capa de

aleuraona y su relacién can el vigor de la semilla.
10} Estructura de la a-amilasa.

Se ha reportado la estructura tridimensional de la o-amilasa
pancreatica de puerco (7), que es similar a la de otras fuentes.
Consta de una sola cadena polipéptica con 496 residuos, posee S
puentes disulfura y dos grupos tiol libres; la enzima requiere de
un ién Ca”’ escencial para su integridad estructural. En <~c—amilasa
del Grupo 2 de cebada, se repartan (38) 403 residuos de
aminoicidos, y para el Grupo 1, 41i4.

Por su parte, en trigo se reporta que la a—amilasa no poasee grupos
sulfhidrilo (60). Se identifican tres dominios en la o—amilasa
pancreidtica (7), conocidos como A, B y €. El dominio B se une al A

por un puente disul furo y par el idén CaH} el C estd wunido al A
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por la cadena polipeptidica. En el dominio C sge encuentra la
secuencia donde se unen los carhbohidratos al ser glicosilada 1la
protefina, aungue en trigo y cebada se reporta que la ac-amilasa nwo
estd glicosilada (25).

El sitio activo de la enzima se encuentra en una hendidura situada
entre el dominio A y el B, el sitio de unién a el 1id6n ca™  esta
forwnado por un Asn ¥y una His del daominio A y por dos Asp del
dominio B. El ién Ca’’ parece estabilizar el sitio activo de la
enzima por la induccidn de un puente iénico entre los dominias A y
B. Existen seis regiones bien consarvadas entre las e—amilasas de
distintas fuentes (57), regiones que comprenden residuos de
aminnacidos que participan en la unidn del sustrato vy la

catidlisis, asf como en la unidn a el 1i6n ca*’.

11) Propiedades enzimiticas de la c—amilasa.

Tkachuk y colaboradores en un estudio (60) efectuado con a—amilasa
de trigo duro rojo de primavera, repaortan un peso molecular de
45000 daltones determinado por coeficiente de sedimentacidn y de
42500 daltones por electroforesis desnaturalizante; el punto
isoeléctrico de esta enzima es de 6.1 a 6.2.

t.a actividad enzimidtica presenta un pH Sptimo de 5.9 a S.6, ¥y una
actividad especf{fica de 14465 umoles de maltosa por oin por @mg de
proteina a 235 °c.

La enzima ey estable a S0 °C, y por tiempos cortos también lo es a
&0 y 70 °c, presenta wuna relacidén lineal en una grafica de

arrhenius de 20 a &0 °C, con una Ea de 8.71 kcal mol ‘deg .
12) lsoenzimas de a-amilasa.,

Se han reportado varias isoenzimas tanto para a«—amilasa de ¢trigo
como para cebada, gue presentan un peso molecular muy semejante y
se clasifican segun su punto isceléctrico. lLas isoenzimas
reportadas en trigo son mis numerosas que en cebada, y en las dos
especies se han dividido en dos grupos.

En trigo se tiene el Grupo 1 o de Alto p.l. producido por el loci
( a~-Az2y 1) en el grupo de cromosaomas &6, los p.l. de estas enzimas

van de 6.3 a 7.5. El1 Grupo 11 o de Bajo p.l., codificadas por el
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loci ( ea—dmy 2) en el grupo de cromosomas 7 cuyaes puntos
isopléctricos que van de 4.9 a 4.0 (37). Las isoenzimas do un
mismo grupo presentan patranes proteoliticos muy semsjantes, pearo
entre los grupos estos son diferentes (26). Al mismo  tiempo sus
cADN presentan un 787 de homolagia entre grupos.

Asimismo, difieren en la temporalidad de aparicidn despusds de la
germinacidén y en Su regulacidn. bLas isoenzimas del! Grupo I, son
las mas abundantes, aparecen mis tempranamente en comparacidén con
las del Grupo Il y son las que mias ceontribuyen a 1la actividad
total de a—amilasa (24).

Las isoenzimas del Grupo Il aparzcen despuds de las del Grupo 1, vy
cantribuyen en aenor proporcidén a la actividad de a—amilasa (24).
En cebada al igual que en trigo se presentan dos grupos también.
Las del Grupo II o de Alto p.l. que van de 5.9 a &.6, codificadas
par el loci (a-A»y 1) en el cromosoma 6 ¥y el BGrupo I o de Bajdo
p-.I, producidas por el loci (c-Azy 1) en el cromosoma Ly, Yy Ssus
p.I. van de 4.6 a 3.2 (42,49).

En cebada las del 6Grupo I o de Bajo p.l., aparecen mas
tempranamente y son activas hasta después de 40 horas de haberse
aplicado AG3s en aleuraonas, las del Grupo II o de Alto p.l.
aparecen después de 12 horas de incubacidén can ABa y a mayores
concentraciones de esta fitohormana, su actividad declina después
de las 32 horas de incubacidn can AGa (26,42),

El significado fisiolégico de gue existan dos grupos de iscenzimas
parece estribar en el hecho de que 1las isoenzimas que aparecen
tempranamente son mas activas sobre granulos de almidén
insolubles, mientras gque las que aparecen despugs, lo son sobre

grinulos solubles (17).

13) Regulacidén de la sintesis de a-amilasa por Acido Giherélico.

Se ha reportado gue el Acido aqiberelica regula tanto la
transcripcidén de alqunos genes en la aleurona como la traduccaién
de algunaos ARNm. Al agregarse 4cido giberélico a aleuronas
aisladas se ohserva una disminucidén en la sintesis de ARNm total y
de ARNr en comparacidén con la enconbtrada en ausencia de AGs (27),
acompafiada de un incrementa en el nivel de ARNm de a~amilasa (2).

Egte Gltimo se presenta a las B horas de incubacién con AG: y
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coincide can la cinética de aparicidsn de la actividad de ea—amilasa
(2).

Zwar y colaboradores reportan que este aumento observado en el
nivel de ARNm de a-amilasa se debe en parte a una mayor velocidad
de transcripcién de los genes de esta enzima, y probablemente
también a que el AGa pravoque una mayor estabilidad de los ARNm de
a—amilasa sintetizados (64). A nivel de traduccidén, se ha visto
que en presencia de ABs, se disminuye notablemente la sintesis de
otirazs proteinas diferentes de a-amilasa, y se aumenta la de esta
proteina misma que constituye el 60%Z de la proteina sintetizada
{49).

Con respecto a este dltimo aspecto, el aumesnto de 1a protefina
sintetizada no corresponde a la cantidad de ARNm de o-amilasa
sintaetizada, por lo que se piensa que &1 AGas ejerce un efecto
adicional sobre la traduccién de ARNm de esta enzima <4%9).

t.a sintesis de los mensajeros de las isoenzimas de o—-amilasa se
regutan, al parecer, distintamente. En trigo se ha reportado queo
la acumulacion de ARNm de los dos grupos de iscenzimas sa inicia a
partir de las 12 haoras de incubacidén de aleuronas con ABa siendo
maxima a las 24 horas. £l ARNm del grupo Aoy | (Alto p.l.)
disminuye a las 48 horas de incubacién, mientras que el del Aey 2
{bajo p.1.?} se sigue incrementando hasta las 26 horas de
incubacioén caon AGa (37).

En cebada se observa algo semejante. El1 ARNm de las isoenzimas de
Bajo p.1., se encuentra presente en pequefias cantidades sin
adiciaonar AGa; al adicionar esta fitoharmona se incrementa su
cancentracién hasta las 48 horas. En relacidén con las de Alto
p.1., el ARNn de estas icsoenzimas aparece &a las 8 hLhoras de
incubacidén con AGs a mayores concentraciones que con las que
aparece el ARNm para el Grupo I, desapareciendo el ARNm de las
isgenzimas del Grupo II a las 24 horas de incubacién (43).

Al misma tiempo, se han encantrado regiones importantes para el
control de la expresién de los genes tanto del loci Aoy 2 como del
Aoy 1. En el primer casp éste se encuentra a 300 pares de bases a
la izquierda del inicio de la transcripcién, y en el segqundo, a
&00 pares de bases (24). A este respecto, Ou Lee y colaboradeores
(45) reportan que una protefna inducible por ABGs se une en un

segmento del gen Aey 2 a -143 pares de bases en aleuronas de
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arroz, lo.cual postula-a estas regiones como requladoras en la

expresidén de los genes de ca—-amilasa.

14) Regulacién de la sintesis de c—amilasa por Ca’'.
ta paosible regulacidén de la sintesis de a—amilasa por Ca+*, se
propusa a rals de que se obsarvéd gque cuando se agregaba ca™ al
medio de incubacidén con ABGa, se incrementaba la produccidn de 1la
actividad de a—amilasa en aleuronas de cebada (10).

T actuaba a nivel de transcripcidn y de

Se praopuso que el Ca”
traduceidén. Sin embargo, a la fecha se sabe que es a nivel
traduccional. A este respecto Jon2s y colaboradores (29) reportan
que el calcio no se requiere para la sinftesis de ARNm tanto de las
isoenzimas de Alto p.I. como las de Bajo p.il. de cebada. £
cantrol de la sintesis de este nucledtido parece eiercerlo
tnicamente el ABGa.

En cuanto a la sintesis del péptido de a—amilasa, en pressncia de
AGa y de Ca++, se aobserva en cebada la maxima produccidén del mismo
(B), en caomparacidén a cuando sdlo esta presente el AGa.

Ya gue la a-amilasa es una metaloenzima que contiene Lalcio, se ha
estudiado la estabilidad de la enzima sintetizada en presencia de
este ién, sobre esto, Bush y colaboradores (8) reportan que el
ca’ no incrementa significativamente la estabilidad tanto de ia
actividad enzimidtica secretada como la de la proteina en i, de
los dos grupos de iso2nzimas de cebada.

El papel importante del calcio en relacién con la a—amilasa parece
estar en la secrecidén de las isnenzimas de Alto p.l.. En ausencia
de calcio no se observa la acumulacién en el medio de las
isoenzimas de Alto p.l., principalmente. Asimismo, se ha chservado
que para la secrecién de estas isoenzimas es necesaria la
presencia continua de Calcio y que ¢sta tambi4n ez dependiente de
ta concentracidn del idn en aleuronas y en protoplastos aislados
de estas células (8).

Lo anterior indica gque la actuacidn del calcia en la secrecidén de
las iscenzimas de Alto pl. es tanto a nivel de pared celular caomo
ha sido propuesto por algunos autores, como a nivel de oembrana

celular (8).

Aunado a lo anterior, y puesto que el calcio del citoplasma es utilizad



tanto para la sintesis de «a-amilasa como posiblemente para su
secrecidén, Bush y colaboradores (?), han indicado que la cantidad
medida de calcio en el citosol no es suficiente para la demanda
que implice la sintesis de a-amilasa. Ellos deauestran que en el
reticulo endoplismico existe una concentiracidén mayor en un orden
de magnitud en comparacidn con la del citoplasma. El calcio es
acumulado en esta estructura por una bomba de calcio dependiente
de ATP, siendo esta acumulacién estimulada importantemente por
Aba.

Ya que el reticulo endoplasmica es un &Srgana  involucrado en
procesamiento de la a«o—amilasa, los autores proponen que la
regulacidn del flujo de calcio del citoplasma hacia el retfculo
endoplismico por el ABz es una manera de regular también la
sintesis de a—amilasa por el AGa.

En cuanto al procesamiento y secrecidn de la o—amilasa, se ha
chservado que los péptidos no procesados de a—amilasa poseen una
secuencia sefial (51), lo cual implica un procesamiento de los
mismos en el reticulo endoplisaico. Lo anterior se corecbhora con
el hecho de que se han encontrado péptidos recién sintetizados de
esta enzima en el lumen del retfculo endoplismica, par lo que se
pastula que el reticulo endoplasmico participa en la via de
secirecién de la c—~amilasa (3%), junto con el Aparato de Golgi, que
se ha observado, por métodas imunocitoquimicos, que transporta

a—amilasa (192).

15) Procesamiento de las isoenzimas de a—-amilasa.

Se ha propuesto que la diversidad de las isoenzimas que existen de
ca—amilasa, puede originarse por un procesamiento diferente de los
ARNin sintetizados o bien por un procesamiento post—-traduccional de
los péptidos sintetizados (49).

Con respecto a la segunda posibilidad, Jacobsen y colaboradores
(25), reportan que algunas iscenzimas de Bajo p.l. en aleuronas de
cebada, se ariginan por una madificacién covalente de los péptidos
de las isoenzimas al ser secretados Tal modificacién disminuye el
punto isoeléctrico de las protefinas secretadas al medio, por 1o
cual los precursores pueden ser observadas dentro de lag células

de la aleurona con un punto isoeléctrico mayor al de leos péptidos
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que doan arigen (25). Esta modificacién no parcce ser una
glicasilacidn ya que las isoenzimas de cebada y de trigo no se ha

visto que sean glicosiladas (57,25).

16) fictividad de o—amilasa ¥y su pglacidén con el vigoar de 1la

semilla.

Se ha relacionado la disminucién de 1a actividad de la enzima
a—amilasa con la disminucidédn del vigor de las semillas de trigo. A
este respecto, Aspinall y colaboradores en 1977 (1) reportan qua,
en aleuraonas de semillas de ¢trigo almacenadas par lapsos, la
actividad de o—amilasa secretada disminuye al igual que la
capacidad de responder al Acido giberélico. Dicha disminucidn se
correlaciona can el decremento en 1la velocidad de germinacidn
observada en la semilla.

Asimismo, tambidén se ha relacionado la heterosis (viger hibrido)
con la concentracidén enddgena de giberelinas (30). Por 1o tanto,
los procesos ragulados por ellas, como la velocidad de
germinacidn, el crecimiento subsecuente de la plantela y la
sintesis de o~amilasa, pueden ser una manifestacidn de la
heterosis en plantulas de mafz.

En este estudio (50), se demastrd que 1los hibrideos tenfan una
mayar velocidad de germinacién que los padres. Lo mismo se
presentaba con el contenido de GA:r y exhibfian una mayor actividad
de «-amilasa, extraida de semillas y de plantulas. Por ends, la
heterosis se manifiesta en los niveles de «-amilasa de las
semillas, la cual les conferirfa a las plantulas hibridas wuna
vantaja inicial al germinar y crecer mnis rapidamente en
comparacidén caon plintulas no hibridas.

Tambien se ha estudiado la actividad de ~—amilasa, en relacién can
la carencia o estrés de agua en hojas de cebada (28). En este
estudio, realizado en pléntulas de este cereal sometidas a un
estrés de agua, se observa que en las hojas se incrementa la
actividad de a-amilasa en comparacidén con la presentada por hojas
no estresadas. Se comprobd que el incremento de actividad de esta
enzima se dehe a un aumento en la concentracién del ARNam de
c—-amilasa.

La explicacidn fisioldgica de este fendmeno podrfa ser que la
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planta tiene nececsidad de transportar nutrientes como monoméros de
azducar a otras partes de la misma con mayeores probabilidades de
sabrevivier (28).

For el contrario, en aleuraonas de cebada sometidas a un choque de
alta temperatura, se observa una disminucién en la actividad de
ca—amilasa producida por ellas (57). Esta disminucién que se
canprabd que se debfa a una reduccidén @n la sintesis de protefinas
de la aleurana, y por consiguiente, en la sintesis del péptido de
a—amilasa. Asimismo, la menor sintesis de proteinas que se
determind, no se debfa a un dalo en el reticulo endoplismico sino
posiblemente a gque éste Sdrgano se reorganiza de manera tal que va
no es capaz de llevar a cabo la sintesis ¢ el transporte de
protefinas secretarias.

Por otra parte, en nuestro laboratorio (59} se determind gque
semillas de trigo con bajo vigor presentan una menor actividad de
a—amilasa comparada con la exhibida por aleuronas control. A los S
dfas de haberse sembradao, periodo en el cual se presenta la maxima
actividad de o—amilasa, se observd una actividad para plantulas
cantrol de 0.87 unidades de a—amilasa por individuo contra 0.58

unidades de c—amilasa por individuo en plintulas deterioradas.
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OBJETIVO.

En vista de que tanto el crecimiento heterotréfico de la semilla
camo su velocidad dependen de la disponibilidad de nutrientes
producidaos por la hidrélisis de las reservas de la semilla, vy de
que este altimo fendmena se produce gracias a la accidén de enzimas
hidrolf{ticas sintetizadas y secretadas por la capa de aleurona,
una alteracidén en egta funcidén se manifestaria en uvina disminucidn
de la velocidad de crecimiento de la plantula y del crecimiento en
sf{ de la misma. Por lo tanto, disminuiria el vigor de la seamilla.
ta sintesis y secrecidn de la enzima a«o—amilasa en la capa de
aleurona de cereales es un fenémeno. estrictamente regulado. La
accién bioldégica de esta enzima parece ser fundamental para el
crecimiento heterotrético de la plantula y para su sobrevivencia.
Es posible determinar, con base en los antecedentes mencionados
(en relacién a que diesminuciones en el vigor dc2 la semilla ¢
fendmenos de estrés sufricdos por ella modifican la actividad & la
sintesis de esta enzima), que la produceidén de la actividad de
a—amilasa es un macanismo probable de adaptacién de las semillas y
por consiguiente, de 1la plantula al medio ambiente. En
consecucncia, constituye una parte importante del vigor de 1la
semilla.

El estudio de la produccidén de la actividad de «o—-amilasa en
aleuronas aisladas de semillas deterioradas constituye un aodelo
importante para el conocimiento de la regulacién de la sintesis de
la c«—amilasa y, al mismo tiempo, para ahondar en los efectos del
deterioro en las semillas y en la respuesta de d&éstas a este
fendémeno.

El objetivo de este trabajo, por ende, es el determinar por qué en
semillas deterioradas se produce una menor actividad de c—amilasa.
Con el propésito de alcanzar dicho objetivo general, se plantearon
los siguientes objetivos particulares:

1) La seleccidn del material bioldgico a utilizar. Se selecciond
como material de estudio a semillas de triga (Triticun aestivun)?
var. Tonichi, las cuales ofrecen la ventaja, como todos los
cereales, de poder separar fisicamente el fendmeno de movilizacidén

de reservas del de 1l1la viabilidad de 1la semilla, mediante la
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diseccién del embrién de déstas, ademsds de lo anteriar, les
cerealas son resistentes al deteriore por lo que es posible
graduar el deterioro a produci sobre las semillas.

2) La produccién de un lote deteriorado y otro control. En el
desarrollo de este trabajo, se deteriord un lote de estas
semillas, y otro no (Lote control), caracterizandose ambos lotes
en relacidén a su vigor.

3) Caracterizacidén del funcionamiento de las aleurcnas de semillas
control y deterioradas. Se estudiaron algunas TFuncicnes d= las
aleuronas aisladas tanto de semillas control como deterioradas,
tales coamo: la capacidad de acidificacidn, la capacidad de
sintesis de proteinas. Se determind también, i) la actividad de
c—amilasa producida por las dos clases de aleuronas, ii} la
campasicién de isoenzimas de ca—amilasa producidas, 1ii) la
induccidén de la actividad de esta enzima en funcién del tiempa,

iv) la sensibilidad de aleuronas control y deterioradas a el /6s.
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MATERIALES Y METODOS.
a) Procedimiento para el deterioreo de las semillas.

Fara la realizacidn de este trabajo se wutilizaron semillas de
trigo Triticurn aestivum, var. Tonichi. Un lote de estas seamillas
se dividié en das partes, una (Lote 1) se almacensd a 4 °C por seis
meses en un frasco de vidrio con tapdn de rosca y ‘“mufiecas® de
s{lica gel, la otra parte, lLote 2, se almacend por el mismo lapso
de tiempo a temperatura ambiente también en un frasco de vidrio
con tapén de rosca, sin silica gel.

Al término de los seis meses se  realizaron las pruebas que a
continuacién se mencionaran, almacenindose después los das lotes a

4 °C can silica gel durante la realizacién del presente trabajo.

b} Determinacidén del porcentaje de germinacidn acumulado.

Se sembiraron S50 semillas tanto del Late 1 &6 control y S0 semillas
del Lote 2 4 deteriorado, en "tacos" poaor triplicado segidn lo
rapaortado por Moreno, (41). Para ello se humedecieraon toallas de
papel donde se colocaraon a razén de 50 semillas por “taco", una
vez hecho esto se enrollaron y se almacenaron en un recipiente de
plastico con agua y una rejilla de plastico scbre la gue se
depositaron los tacos, de manera que no estuvieran en cantacto
directo con 21 agua. Se almacenaron los recipientes en una estufa
a 25 °C, y cada 24 horas se revisaron para contar a las semillas
cuya rafz hubiera protuido, siendo esto equivalente a las semillas

germinadas.

c) Determinacidén de la acumulacidn de pesg seco.

Se sembraron 25 semillas del Lote 1 o control y 25 sgsemillas del
lote 2 6 deteriorado en agrolita por triplicado, con iluminacién
natural y a temperatura ambiente. Se regaron cada 24 horas con
agua desionizada y se cosecharon las plantulas a los 4, S5, y &
dias después de haber sido sembradas. Al cosecharse se separd el
endospermo de la radicula y coledptilo, depdsitindose por separado
en frascaos de vidrin. Se secaraon en una estufa a 100 °C par I dias
segun lo recomendado por Moreno (41). Al término de este tiempo se

pusieron en un desecador de vidrio hasta gue se enfriaraon,
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pesindose despudés en una balanza analitica Mettler.

d) Induccién de la actividad de c—emilasa @n aleuronas aisladas.
Primeramente se separd el embrién del resto de la semilla con un
bistur{ desechindose el embridén. El resto de la semilla se lavd
durante 20 ain. con solucidén comercial de hipoclorito de sodio
{Cloralex) al .8%Z agitindosc consitantemcnte el recipiente en el
cual se colocaron las medias semillas.

Fosteriormente, se lavaron dentrao de una campana de flujo laminar
en condiciones estériles, tres veces con agua desionizada estéril
y se colocaron para su imbibicién en cajas de Petri con I papeles
filtros Whatman del numero 1} previamente esterilizados, a trazén de
S0 medias semillas por caja de Petri, se agregaran S ml. dz agua
desionizada estéril y se sellaron 1las cajas con Parafilm
guardandose por 24 horas en una estufa a 25 °c.

Al término de este tiempo, se aislarcn las aleuraonas presionando
las medias semillas con una espatula, eliminiandose el almidén de
la media semilla quedando ¢nicz.znte la capa de aleurcona y 1la
testa de la semilla.

Fosteriormente 20 aleuronas se incubaron en condiciones de
esterilidad, en & ml. de Acido succinico 20 mM pH 4.0, cloruro de
C ¥

con agitacién de 150 rpm en una incubadora de temperatura

calcio 20 M y con o sin Acido giberélica 1 X 10 ~51, a 25 °

controlada New Brunswick Sci. Co., Inc. Edison, por 24, 36 y A48
horas.

Al término de los tiempos mencionados, se cjustd a 6.0 el pH  del
medio de incubacidn con una solucidn de KOH 1 M y se homogenizaron
las aleuronas en un moritero con arena de mar y i1 @ml de cloruro de
sodio 0.2M, al homogenado se le agregd el sabrenadunte del medio
de incubacisn y se calentd a &5 °C por 20 min. Fosteriormente, se
centrifugd a 2000 X g a 4 °c por 10 min, decAntandoss después el
sobrenadante, que constituye el ertracto para la medicién de la
actividad de o«a—amilasa. Este extracto o bien se utilizé

inmediatamente o se guardd a —20 °c.

Esta se realizé seqgun el método reportado por Varner Y
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Chrispeels(&3) con algunas modificaciones que a continuacién se
detallan. Para ello se utilizé almiddén soluble como sustrato, el
cual se prepard de la siguiente manera: 0.125 gr de almidén se
calentaron a ebuliicién por minuto y medio con S5 ml de agua
desionizada, posteriormente se lo agregd 0.25 ml de acetato de
calcio 1.3 M pH & y 0.25 ml de cloruro de sodio O.i M, sz aford a
50 ml con agua desionizada y se cenbtrifugd a 3000 rpm, se colectd
el sabrenadante mismo que se utilizd como sustrate para 1la
medicién de la actividad de a-amilasa

El reactivo de yodo se prepard con yoduro de potasio al 64 p/v y
yodo metilico resublimada O.6% p/v. En el maomento de realizar el
ensayo de determinacién de la actividad de o—-amilasa, se elabord
una solucidén 17 v/v de yado en Acido cloridrico 0.05 M.

Fara la determinacidén de la cantidad de sustrato a utilizar, se
tomaron ©€.2 ml de la solucidn de almidén y se agregd la cantidad
de agua desionizada suficiente para 4 ml y 2 ml de la solucién de
yodo. Se midid la absorbencia a 620 am en un espectro
Sequoia-Turner (Modelo 340) de esta mezcla, contra un blanco
preparado con 4 ml de agua y 2 ml de la solucidn de yodo, si la
absorbencia era maznor de 1.0 se elevé la cantidad de almidén a
utilizar, hasta que este parametro fueita cercano a 1.0.

FPara el ensayo de actividad, se agregd la cantidad de almiddn
elegida y un volumen inicial de 100 ul de extracto enzimiatico, se
agitéd y al cabo de 3 min se agregaron 2 ml de la solucidén de yoado
para detener la reaccién, se aford despugés a & ml. con agua
desionizada.

Si la diferencia de absorbencia entre este tubo y la mostrada por
el tubo con solo almidédn (Blanco), en el que se eligid la cantidad
de almidén a utilizar era menor de 0.5, entonces se disminuyd o
bien el tiempo del ensayo o la cantidad de enzima a wutilizar,
hasta que esta diferepcia fuera menor de 0.8 y mayor de 0O.5.

El calculo de la actividad de c-amilasa se hizo como sigue:s

Actividad do la enzima por minutos Agsorboencia dal Blanco—
Abnorbencia do la Muogtra/ Tiempo.

Activided do a-amilosa por 20 ateuronas por min. : Actividad por
min. X wvol. total del ensaye X wvol. totak de La muostra/ Cantidad

de muastra ensayada,



q) Determinacidn de la cinética de agcidificacién.

Se imbibieron medias semillas control y deterioradas 24 horas en
las condiciones ya mencionadas, las aleuronas se aislaran después
de este tiempo de la manera ya cxpuesta y se incubarcon en matraces
de S0 ml, 10 aleuranas por cada 9 ml de un medio gue consistia en
Acido succinico S el pH 5.8 y con una agitacidn de 150 rpm a 25 °C
s €N una agitadora de temperatura controlada por 2, 4, &4, 8, 15,
18, 2! y 24 horas. Al término de los tiempos mencionados se midid

el pH del medio can un electrodo de pH Conductronic.

h) Elaboracidén de zimogramas en qeles de electroenfague.

La solucidén de acrilamida/bisacrilamida para estos geles se
prepard con 9.7% p/v de acrilamida y .3 % p/v de bisacrilamida, la
solucidén se Tiltrd 2 veces con papel filtro Whatman cdel namere 1,
y después se filtrd por filtirros Millipore de 45 4 hasta gque el
filtro quedara limpio. Esta solucidn se guardd a 4 °c.

Asimismo, se prepard la solucidén del &nodo la cual consistfa en
4dcido fosférico (HaPOs) 0.5 tM, pH 3.0.

La solucidén del catodo era etilendiamina monchidratada 0.01 M, pH
10.

Tanto la solucidn del citodo como la del &ncdo se desgasificaron
pot 1o menas media hora antes de ser utilizadas.

Se prepard también una solucién de sobremuestra con glicerol al
5%, anfolinas de un rango de pH de 3 a 10 al 1% v/v.

La solucidn de muestra consistia en glicerol al 10%, anfolinas de
rango de pH de 3 a 10 al 1% v/v y (3-mercaptoetanol al 2%.

La solucidén de persulfato de sodio se prepard al 3.

En este tipo de geles no se utilizd gel concentrador, por 1o ue
se prepard un solo gel con carriles con las reactivos ya
mencionados en las sijuientes concentraciones finales v/v:

La solucidn de acrilamida/bisacrilamida al 850%, glicereol al 177,
anfalinas de rango de pH de 3 a 10 al 5.54 , anfolinas de rango de
pH de 4 a 6 al 1.39%4 . Esta mezcla se desgasificd por lo menos 15
min y después se agreqgd la solucién de persulfato de sodio al 14 y
TEMED al .1%. Esta solucién se vertid en la placa de
electroforesis. En los carriles =1=) colocéd solucidn de

sobremuestra. Las anfolinas del rango de pH de 3 a 10 fueron de
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marca comercial LKR y las de 4 a & fuercn marca Sigma.

£l gel se precorrié sin muestras ya sea a 1 Watt o bien a 250
volts durante 1.15 h a una temperatura de 10 °C, con ¢l chjeto de
que se formara el gradiente de pii.

Fosteriarmente, se colocaren las muestras con solucidn de nuestra
en los carriles y s&2 agregd encima de ellas la solucién de
sobramusstra. Se desechd la solucidén del catodo y se utilizdé
solucidén del citodo fresca. El gel se corrid posteriormente a %
datt por 2.5 horas o bien por el mismo lapso pero de la  siguiente
maneras

300 volts 30 min.

360 volts 30 min.

420 volts 30 min.

480 volts 30 min.

540 volts 60 min.,

a 10 °Cc. Al término de la corrida se sacé el gel y se separd un
cartril del nmismo sin muestra, se cortd en fracciones de & em, 1las
cuales se colocaron en tubos de ensaye con 1 ml de agua
desionizada, determiniandose inmediatamente el pH de la solucién de
estaos tubos con un electrodo de pH.

£1 resto del gel se imbibid en una solucidén de almidédn al  0.5%,
preparindose de la siguiente manera: 0.5 g de almiddén con 10 ml de
agua desionizada se calentaron a ebullicidén por 3 min, al téraino
de este tiempo se aford la solucidn a 100 ml con agua desionizada.
El tiempo de imbibicién del gel fue de 1 hara con agitacién
constante a temperatura ambiente.

Posteriormente, se desechd la solucién de almidén y se le agregd a
el gel una solucidén de acetato de calcio 0.05 M pH 6, y se incubhé
a 50 °C par 15 min, al téraino del tiempo estipulado se desechd ia
solucién de acetato de calcio y se detuvo la reaccidn con un
solucidén de yodo (40%Z p/v de yoduro de potasio y 2.5%Z p/v de yodo

resublimadso), 0.5% en una solucidn de HC1 0.035 M.

i) Determinacidén de la capacidad de sintesis de proteinas.

Se imbibieron medias semillas control y deterioradas y se aislaron
las capas de aleurona en las condiciones ya mencionadas,
posteriormente se incubaron 20 aleuronas en 5 ml del medio de

-5

incubacién con 6 sin AGs 1 X 10 M, por 24, 346 y 48 horas. tna
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hora antes de que finalizara el tiempo de incubacidén se desechs el
medio y se agregaran 2 ml de medio fresco mias 30 uCi  de
ssS—Mationina, se incubaron por una fiora mas y al término de este
tiempo fueron homogenizados en un mortero con arena de mar y 1 ml
del siguiente medio: 14 de -mercaptoetanol, 104 de gliceral,
0.125 M de Tris—-HCl pH 6.8, leupeptina 100 mM y 1 mM de metionina.
A continuacidén se centrifugd el homogenado en una wmicrofuga a
10000 rpm por 2 min, decantindose el sobrenadante para ser
utilizado para la determinacidén tanto de captacion de
radiocactividad como para la incorporacién de radicactividad a
protefna precipitable por TCA.

Can respecto a la primera deterainacidn, se colocaron 10 pul  del
sobrenadante de la homogenizacién en un filtro de papel Whatman de
10 cm de disametro, se secaron con una pistola de aire y se
contaron en viales con O ol de liquido de centelleo Aquasol (NEN),
por 3 min en un contador de centelleo Minaxi [F-Tric—-Carb 4000. Con
respecto a la segunda determinacién se colocaron 10 pl  del
homogenado en filtros como en el caso anterior vy se les did el
siguiente tratamiento:

Se sumergieron en TCA al 10%Z a 4 °C por 10 min, se utilizaron 5 ml
de la solucidn por cada filtro en este caso y en los siquientes.
Se sumergieron después en TCA al 5S4 a 4 °c por § min.

Se hirvieron después en TCA al S%Z por 30 min.

Se lavaron sucesivamente con TCA al S%Z a 4°C.

Se lavaron varias veces con etanol—-éter L a 1 v/v

Se lavaron con éter a 4°C.

Se secaron los filtros con pistola de aire y se colocaran en un
vial con 5 ml de liquido de centelleo Aquasol y se contaron en las

mismas condiciones que en la determinacidén anterior.

i) Electroforesis en qeles en placa en condiciones
desnaturalizantes.

Esta se realizé por el método reportado por Laemmli (35,
utilizidndose una solucidén patrén de acrilamida I0% Yy de
bisacrilamida 0.8%4, que en el gel separador se utilizé al 10%Z y en
el gel concentradeor al S%, la mezcla del gel separador se prepard
con Tris-NaOH pH 8.8 0.37% M y 8SDS 0.1%Z se desgasificé vy
posteriormente se agregs persulfato de sodio al 1Z y TEMED al
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0.14. El gel concentrador se prepard con la s0lucidn de
acrilamida/bisacrilamida al S%, Tris-NaOH pH 6.8 0.041 K, SDS
0.03%, persulfato de sodio 1Z y TEMED al O.1Z%Z.

La solucién de muestra se prepard con Tris—NaOH pH 4.8 0.06 M,
azul de Bromofenol 0.004%, SDS G.1% , glicerol 204 v/v, 2. de
A-mercaptoetanol.

lLa solucidén de los reservarios del gel se gprepard con Tris-HC)
0.019 t1, glicina 0.15 M, y SDS al 1%, pH 8.8.

fl.as placas se corrieron a 100 volts por 1 hora y a 150 volts por 4
horas. Al final de este tiempo, el gel se traté de 1la siguiente
manera con el propdésito de efectuar una fluorografia del mismo:

Se fijo en 300 ml de una solucidén de &cido acético al 104 y etanol
absoluto al 304 v/v por wuna hora ¢ por toda la noche can
agitacién, al término de este tiempo se desechd la solucidn y se
agité el gel en una solucion cuyo volumen es & veces el volumen
del gel, de 934 v/v de fcido acdético, 0.47Z de PPO peso/volumen,
154 v/v de etanol absoluto y 304 v.v de xileno, poar una hora;
findlizando este tiempo se lavé el gel con &00 ml de agua

desioni:sada por media hora 2 veces.

i« Inmunoprecipitacidén de o-amilasa.

FPara ello se tomaron 20, 40, &0 y 80 nug de proteina determinada
por el Método de Bradford (S5) de los homogenados de aleuronas
cantrol y deterioradas incubadas en presencia de 30 uCi de
¥3-Metionina por 24, 36 y 48 horas, y se les agregd anticuerpo
anti—a—amilasa a una dilucidén 1:10 incubindose ¢ no las muestras a
z7 °c por dos horas, guardindose después a 4 °c por 12 horas. Al
término de este tiempo se determind la actividad en el
sobrenadante de cada incubacién, los precipitados de estas

incubaciones se sometieron posteriormente a una electroforésis

desnaturalizante. Los tresultados de este experimento gque se
muestran en la tabla A& indican que, con una concentracidén da
proteina de 60 pug y con  incubacisn por 2 horas o 37 °c, se
precipita la mayor cantidad de actividad presentada en &l

sobrenadante (Q6%4).
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1) Determinacién de la cantidad de radigactividad recuporada
despuds de un pulso de radicactividad.
20 aleurcnas control y deterioradas se incubaron en matraces de L0

ml con 21 medio y @i las mismas condiciones del experimento del
incisa i, pero por tiempos diferentes. Se incubaron 2 matraces con
4cido giberélico de cada tipo de aleuronas, por 35 horas, al
término de este tiempo se les agregd IO ufli de Pg-Mationina
incubindose po~ una hora mas. Fosteriormente, las aleuronas de un
matraz se procasaron como en el inciso 1y se realizaron las
determinaciones descritas en este inciso; las aleuronas de otro
matraz se lavarcon con medio de incubacidén fresco y se incubaran
sin agregarse marca tradioactiva par 4 horas mas. Al termino de
este lapso aleuronas se homgsgenizaron y se realizaron las
determinaciones descritas de la manera antes mencionada. Asimismo,
se aplicaron en un 9=l desnaturalizante estas wmuestras y se
realizé tambidén una fluorografia aplicando la técnica ya descrita

en el inciso (i).

n) Leterminacion de la Capacidad de Acidificacion de aleuronas
control y deterioradas en presencia de Glucosa.

20 aleuronas control y detericradas se incubaron en S ml ya sea de

agua desionizada o de agua mis 90 oM de glucosa con agitacidn a
159 rpm ¥ a 25 °c y par 2; 4, &, y 8 horas. Al finalizar estos

tiempos se determiné el pH del medio con un electrodo de pH.
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TABLA A

DETERMINACION DE LA CONCENTRACION ADECUADA PARA OBTENER LA MAXIMA
PRECIPITACION DE o—amilasa.

DIFERENTES CONCENTRACIONES DE PROTEINA DE uN HOMOGENADO [
ALEURONA + SOBRENADANTE, SE PUSIERON A PRECIPITAR CON UNA  DILUCION
1140 DE ANTICUERPO ANTI-c-amilasa,a 4°C POR 1 HORAS, PREVIA
INCUBACION © NO A UNA TEMPERATURA DE 57 CC POR DOS HORAS. AL
TERMINCO DEL TIEMPO ESTIPULADO SE CENTRIFUGARON LAS MUESTRAS A
10000 RPM POR S MIN, RESUSPENDIENDOSE EL PRECIPITADO EN 30 pL DE
UNA SOLUCION .2 M DE NaGl, MISMO QUE SE APLICO A UN GEL DE SDS
PARA DETERMINAR LA MAXIMA CANTIDAD DE PROTEINA PRECIPITADA. POR

OTRA PARTE, SK MIDIO LA ACTIVIDAD DE a~AMILASA DEL, SOBRENADANTE

QUE NO PRECIPITO.

Concentracion de Calentadas a Sin
proteina (ug) 37 °c. calentar
~ *

Actividad de a—amilasa precipitada (%)

20 91 89
40 81 73
&0 26 43
80 34 39

#*= Unidades de c—amilasa por 20 aleuronas.
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RESULTADOS
a) Determinacidn de la calidad de la semilla,

Para la caracterizacién de la calidad fisioldgica de la semilla se
determiné la germinabilidad (viabilidad) y el vigor de la misma.
El vigor se midié determinando la velocidad de germinacidén y 1la
acumulacién de materia seca en plantulas de 1los dos lotes de
semilla (41). En la Fig. 1, se muestra el resultado de la medicién
del porcentaje de germinacién acumulado por estos lotes a
diferentes tiempos, (velocidad de germinacisn), donde se observa
que la germinatilidad presentada por ambos lotes es wmayor del
72%.8in embargo el lote 2 presenta una menor velocidad de
germinacién en comparacién con el lote i, ya que el tso (lapso en
el que germina la mitad del lote) de las semillas del lote 1 es de
26 horas mientras que el del lote 2 es de 45 horas.

Asimismo, se observa una menor sincronia al getrminar en 1as
semillas del Lote 2 (deteriorado) que en las del late 1
(control):en el primero una pequefia proporcidén de las semillas
germina a las 24 horas, la mayoria lo hace a las 48 y otra peguefia
proporcién de semillas germina a las 72 horas, mientras que en el
lote 1, la mayori{a de las semillas germinan entre 24 y 48 horas.
For lo tanto, ambos lotes poseen una viabilidad semejante petro una
velocidad de germinacidén diferente, siendo ésta menor para el lote
2 que para el lote 1.

En consecuencia, cabe sefialar que las posibles diferencias que se
puedan encontrar entre estos dos lotes de semillas en 1los
parametros determinados en este trabajo, no son debidas a que en
un lote se tienen semillas no viables (muertas) y en otro semillas
viables, sino a las diferencia de vigor de las semillas de uno vy
otro lote.

A continuacién se determinaron otros parametros del vigor camo
son: la disminucién de peso seco en endospermos del lote { y 2y
la acumulacién de peso seco en plantulas de los dos lotes. En 1la
Fig.2A se muestra que la velocidad de movilizacién de reservas es
mayor en las semillas control que en las deterioradas, como 1lo
indica el hecho de que el peso seco de los endosperamos de semillas

controles disminuye en 0.19 mg/dia, mientras que en el deteriorado
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disminuye s$lo 0.095 mg/dia.

De acuerdo con el dato anterior, la acumulacién de peso seco es
significativamente mayaor (o= 0.05) en plantulas controles que en
las deterioradas (Fig. 2B). Los datos de esta figura, también
indican que la velacidad de asimilacién es mayor en plantulas
deterioradas que en las control. tas primeras incrementan su peso
seco en .085 g/dia en tanto que las control lo hacen a razén de
0.06 g/dfa. bLos resultados anteriores demuestran gue el vigor de
los lotes 1 y 2 es diferente, siendo mayor an el primero que en el
segundo. En lo sucesivo se considerara en forma indistinta lote 1

control ¢ de alto vigor y lote 2 deteriorado 4 de bajo vigos.

b) Determinacidén de la capacidad de acidificacisn de aleurgnas

deterioradas y cantroles.

Una de las funciones reportadas de la capa de aleurona de semillas
de trigo, ademis de la sintesis y/o secrecidén de enzimas
hidrol{ticas, es la capacidad de acidificar el endospermo
almidonoso, siendo esta funcidén independiente de 1la accidn del
Acido giberélico (20).

En la grafica de la Fig. 3 se observa que las aleuronas controles
y deterioradas siguen una cinética similar de acidificacién. Sin
embargo, la disminucidn del pH lograda por las aleuronas control
es mayor que la obtenida en el caso de las aleuronas deterioradas.
Este ultimo resultado indica una disminucidén de la capacidad de
acidificacidén de la aleurona por el deteriaro. Tal disminucidn
puede incidir a su vez en atra de las funciones de la aleurona (la
stntesis de «-amilasa), ya que la acidificacidn del medio
probablemente contribuya a la solubilizacidn del i%n ca™™ (35>, el
cual participa en la regulacidn de la sintesis de c—amilasa junto
con el AGa (29).

Como ya ha sido mencionado en la Introduccion (Actividad de
a—-amilasa y su relacidn con el vigor), la disminuci4n del vigor en
semillas de trigo ocasiona, entre otros efectos, una disminucidn
de la actividad de la enzima c—amilasa (446) medida en semillas
completas (59) & como actividad de «—amilasa secretada al medio
(1). Estos resultados pueden explicarse por una disminuci4n en la

produccidn de AGs por el embrién de la semilila <& por una menor
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secrecién de la enzima activa por la capa de aleurona deteriorada,
S bien por una diferente sensibilidad de la aleurona de bajo vigor
a el AGs.

Con el fin de clarificar estos aspectos, en el presente trabajo se
determiné la actividad de a—amilasa secretada al medio y la que se
encuentra dentro del tejido producida por la incubacidén de las
aleuronas control y deterioradas con igual cancentracién de AGs (1
X 10 ~°

midié la preoduccidén de esta actividad en el transcurso del tiempo,

M) y al mismo pH, siendo éste de 4.0. Al mismo tiempo, se

asf{ como la sensibilidad de los dos tejidos al AGa.

c) Induccién de la actividad de «—amilasa en aleuronas control y

deterioradas a diferentes tiempos.

Se determiné la actividad de w«~-amilasa incubando aleuronas
aisladas de semillas control y deterioradas en medios con y sin
ABGa (ver Materiales y Métodos), por 24, 36 y 48 horas. Al término
de estos tiempos se wmidié la actividad de «o—amilasa total
producida (Tabla I).

Los resultados obtenidos muestran que en aleuronas control 1la
actividad de ac—amilasa acumulada en presencia de AG3 se incrementa
a medida que aumenta el tiempo de incubacién, mientras que en
dleuronas deterioradas la maxima acumulacidén se detecta a las 36
horas de incubacidn y permanece constante. A las 3I& horas las
actividades enzimaticas son similares en aleuronas control vy
deterioradas, por el contrario, a las 48 horas la aleurona control
produce 2 veces mas actividad de o~c—amilasa que las deterioradas,
presentindose durante este tiempo la mayor diferencia en la
actividad de =~—amilasa producida por los agos tejidos.

Los resultados anteriores podrian deberse a que 1la aleurona
deteriorada posee diferente sensibilidad al AGa & hien a aue su
capacidsd de sintetizar praoteitnas esta girsminutda. fAnbas

posibilidades se exploraron en este trabajo.



ACTIVIDAD DE o—AMILASA EXTRAIDA DE ALEURONAS AISLADAS DE SEMILLAS
CONTROL Y DETERIORADAS INCUBADAS FOR 24 36 Y 48 HORAS.
20 ALEURONAS FUERON INCUBADAS EN 5 ML DE UN MEDIO CON AB9 T x 10
-5
M , cacl, 2o mM., ACIDO SUGCINICO 20mM. pH 4.0 POR 24,396 y 48  HORAS

<
A 25 C, EN MATRACES ERLENMAYER DE so mL, CON AGITACION DE 150 rpm,

AL TERMINO DEL TIEMPO ESTIPULADRO sSE DETERMINO LA ACTIVIDAD DE
Ol~-AMILASA.
Tiempo de induccidn. 24 36 48
(horas)
+AG 70t 24" 126 9 212
Control
~AG, 10%.4 , 94 4T s
+AG et 8 120t 9 toot 3
Deteriorada
~AG 15% .7 10%2 Lo 3L 02

#¥UNIDADES® DE S-AMILASA FPOR 20 ALEURONAS.

*uUna unidad de C-amilasa aes la cantidad - de . v produce al,

2ambio de una donsidad optica.
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d) Determinacién de la sensibilidad a 4Acido giber<¢licg en
aleuronas control y deterioradas.

En el experimento de las Figuras 4 y 5, donde se incubd aleurocnas
control y deterioradas a diferentes cancentraciones de AGa a pH 4
a 25 °c por 24 y 48 haoras, se observé que tanto la aleurona
control como la deteriorada presentan una respuesta semejante a la
variacion de la concentracidén del Acido giberélico a las 24 horas
y también similar a la reportada por varios autores caracteristica
de las aleurconas (23). Ambos tejidos muestran una induccién
creciente de la actividad de o—amilasa conforme se aumenta la
concentracidn de ABS, hasta alcanzar un plateau de acumulacien de
actividad enzimatica.

El modelo de Hill ha sido utilizado para determinar la atinidad de
laos receptores por su ligando (Ks app), midiendo la unién de una
hormona radicactiva a el receptor, & bien la magnitud de la
respuesta metabdélica producida. Mediante este modelo también es
posible conocer el numero de receptores Y el tipo de
cooperatividad en la unién del ligando a los receptores a traves
del numero de Hill aobtenido (12).

Los datos de las actividades de a—amilasa obtenidas a diferentes
concentraciones de AG3s (cansideradas caomo la Respuesta al estimulo
de la fitohormonal), se ajustaron al modelo de Hill por regresisn
no lineal.

Los resultados obtenidos a las 24 horas de incubacién responden al
modelo de Hill, siempre que se tome en cuenta la variabilidad
inherente al modelo experimental. En nuestro experimento el
esquema general del fendmeno medido seria el siguiente:

Ksapp. Resp.
Receptor (R) + AG3———» £R AG3 Yo Actividad de c—amilasa.
—

A las 18 horas de 1ncubacidn, en cambio, los resultados obtenidos
son claramente inconsistentes con el modelo de Hill. Dado que la
sintesis de oc~amilasa se inicia entre las 12 y 15 horas de
incubacidén en presencia de AGa (17) es probable que durante la
incubacidén una parte importante de la actividad se pierda debido
al recambio propio del péptido. For 1lo tanto, las actividades

enzimdticas medidas a las 24 horas reflejan una contribucién menor
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de este dltimo factor que a las 48 horas. Esto ultimo explicaria
la imposibilidad de ajustar las curvas a las 48 haoras de
incubacidén al modelo de Hill.

A las 24 horas de incubacidén la sensibilidad de ambos tejidos al
fitorrequlador es similar (Fig. 4), ya que las constantes de
disociacién aparentes, calculadas mediante ajuste por regresién no
lineal al modelo de Hill, no son significativamente diferentes
para un o= .05, 4.0 * 2.6 X NT&M para el control, 7.9 * 3.5 X
107°M para el deteriorado. Tampoca se aprecian diferencias
significativas en cuanto al coeficiente de Hill aparente ( 0.38
0.20 para el control, 0.86 % 0.27 para el deteriorado, o= 0.05),
estos valores indican que probablemente existen 2 receptores con
diferente afinidad a AGa o bien que, hay un receptor con 2 sitios
de unidn a este fitorregulador, cuya unidn presenta cooperatividad
negativa.diferencia de lo anterior, la respuesta maxima calculada
si es significativamente diferente ({( 67.0 * &.7 wunidades de
o—~amilasa/20 aleuronas para el control, 37.8 * 5.3 unidades de
a—amilasa/20 aleuronas para el deteriorado, o= 0.05 ). A tiempos
mayores de induccidn, 48 horas (Fig. 3J), solamente con la forma de
las curvas obtenidas, puede suponerse que las diferencias
persisten a nivel de la respuesta maxima de actividad acumulada,
en tanto que la sensibilidad parece ser semejante en 1las doas
clases de tejidos y mayor a la presentada a las 24 horas. Estas
observaciones no san susceptibles de confirmarse en forma
cuantitativa, puestoc gque como se ha sefialado, los datos abtenidas
no se ajustan al maodelo de Hill a este tiempo de incubacién.

Con base en estos resultados se postula que l1a sensibilidad de las
alewronas deterioradas al ABG3 no se encuentra modificada, por 1o
que la menor actividad de ~—amilasa producida por estas aleuronas
no se debe a una insuficiente cantidad adicionada de 4cido
giberélicao, sino probablemente a una respuesta a AGa2 diferente en
las mismas, como se obsetrvo a las 24 horas de i1ncubacidn.

Como ya se ha mencionado en la Introducecién, exi1sten dos grupos de
isgenzimas de a—amilasa, las de Alto Funto Isoeldéctrico y las de
Bajo Funto Isoeléctrico. Dado que la actividad de esta enzima
medida colorimétricamente diferencia entre la actividad de cada

uno de estos qQrupos, no es posible saber si la baja actividad
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observada de a—amilasa producida por aleuronas deterioradas se
debe a: i) que no se induzca 1la actividad de un grupo en
particular de isoenzimas, ii) que la actividad de ambos grupos
esté disminuida en farma similar, iii) a que exista un retraso en
la aparicién de 1la actividad de las isoenzimas como se ha
reportado para isoenzimas de succinato deshidrogenasa en semillas
de matz de bajo vigor (44). FPor ello se determind la composicidn
de isoenzimas de o—amilasa producida por aleuronas control vy

deterioradas.

e) lsoenzimas de c—amilasa en aleuronas confrol y deterioradas.

lLa presencia de cada uno de los grupos de isoenzimas se detecté
por zimogramas en geles nativos de electroenfoque donde para cada
caso se colocd 1 unidad de actividad (Fig. 7). En esta figura se
observa que a todos los tiempos de induccidén para los dos grupos
de tejidos se detectan tres grupos de isaoenzimas, uno que presenta
un p.I. de 8.0 a 6.6, seguido de otro cuyo p.I. va de 6.4 a 5.5 y
por dltimo otro con p.I1. de 5.4 a 5.0. El p.I. del sequndo grupo
se encuentra dentro de los reportados en la literatura para 1las
isoenzimas de Alto p.1.(37,26), siendo el p.l del primer grupo mas
alcalino que los p.l. de estas isaoenzimas de Alto p.l.. En cambio
el p.l. del tercer grupo si estid dentro de los puntos
isoeléctricos reportados para el grupo de Bajo p.l. (37,26). La
contribucién a la actividad total de a—amilasa es mayor en las
isoenzimas de p.l. intermedio (5.5 a 6.4) seguidas de las de Bajo
p.I. (5.0 a 5.4) y por ultimo de las de p.1. mis alcalino (6.6 a
g8.0).

En la Fig. 7 también se observa que el grupo de las isoenzimas de
p.l. mids alcalino en aleuronas deterioradas estsa formado por tres
bandas, mientras que en aleuronas control se presentan 4. tao
anterior podria ser resultado de que 1a actividad de esta
isoenzima sea muy baja ¢ de que no se esté sintetizando en forma
apreciable.

Para determinar la cinética de induccién de las isoenzimas de
aleuronas control y deterioradas, se efectud un gel de
electroenfoque en el cual se colocéd el mismo volumen de extracto

enzimiatico obtenido a los 3 tiempos de incubacidén de aleuronas
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deteriaradas y controles, independientemente de la actividad
enzimiAtica presentada. Los resultados de este experimento se
muestran en la Fig. 8, donde se aobserva gque en el tejido control a
las 24 horas la actividad de c—amilasa esté constituida por 1la
actividad de las isoenzimas de p.l. intersedio y por la de las de
Eajo p.l1.; a las 36 horas, se incrementa la actividad de estos dos
grupos y aparece la actividad de las isoenzimas de p.l. alcalino.
A las 48 horas de induccidén, el patrén isoenzimitico es muy
similar al de las 36 horas, no abstante, se presenta una
disminucidén en la actividad de las iswenzimas de Bajo p.lI.

t.a cinética de aparicién de las iscenzimas de aleuronas
deterioradas es similar al de las control, sélo que 1la actividad
enzimidtica presentada por las primeras es menor.

Los resultados anteriores muestran que se encuentira una actividad
menor de los tres grupos de isoenzimas de o~—amilasa provenientes
de aleuronas deterioradas en comparacién con las extraidas de
aleuronas control, que la cinética de aparicién de su actividad
parece no ser diferente a la presentada por aleuronas controles vy
que hay una isoenzima inactiva o inexistente en las isoenzimas de
p.1. alcalino del tejido deteriorado.

Lo anterior podria ser producto de wuna menor sintesis de las
ispenzimas de a—amilasa en aleuronas deterioradas en comparacidn
con las control, por estar disminuida la capacidad de sintesis de
ptrotefnas en la primera, como se ha reportado que ocurre en
emhbriones de sem:illas deterioradas (46), 4 en aleuronas sometidas
a un shock de alta temperatura (11). Para abordar esta posibilidad
se midid la capacidad de sintesis de protetnas en aleuwronas

control y deteriaoradas.

) Determinacidn de la capacidad de sintesis de protetnas de

aleuronas control y deterioradas.

La capacidad de sintesis de proteinas de aleuronas control y
deterioradas se midid a traves de la 1ncorparacisén de
*®3-Metionina a proteina precipitable por TCA. Al mismo tiempo se
determiné la cantidad de péptido de a—~amilasa sintetizado mediante
la precipitacién del mismo con anticuerpos anti-oc—amilasa. Estos

experimentos se realizaron en presencia y ausencia de 4Acido
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FIG. 8. ZIHDGRAMAS DE ISOENZIMAS CONTROL Y DETERIORADAS OBTENIDAS A

24, 34,Y ag HDF\Ab DE INDUCCIDN CON 1 X-107°M DE AG3.  Se colocd ans

cada’ car‘r‘xl" del gel de electr‘aenfoque la misma cantidad de extractao:
tanto par*a el conh‘ol como el deterlor‘adn, misma que corresponde a |
un1dad de N-amllasa de 1a fr‘accnbn mas activa. pe izq. A deresha:
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giberélico, a 24, 34, y 48 horas de incubacidén.

En la Tabla Il y IIl se muestran las medias de los resultados de
tres experimentos realizados de manera independiente, a estas
medias se les aplicd una prueba de analisis de varianza y los
niveles de significancia se evaluaron mediante una prueba de
Fischer, considerdndose como significativas las diferencias
encontradas en los parametros determinados tanto entre
tratamientos como entre tejidos, si éstas eran significativas a un
a= 0.0%5.

En la Tabla II en la cual se determin® 1la capacidad basal de
s{ntesis de proteinas de aleuronas cantrol y deterioradas <{en
ausencia de AGs), se abserva primeramente que la Captacidén de
95S—Metionina es semejante para ambos tipos de aleuronas a los
tres tiempos determinados.

Lo mismo sucede respecto a las cpm precipitables por TCA y al
parcentaje de incorporacién de radioactividad a protefnas
paridmetros en los cuales no se enconttrd ninguna diferencia entre
los tejidos ni entre los tiempos medidos.

En cuanto a la capacidad de sintesis de proteinas inducida paor AGs
en aleuraonas contral y deterioradas (Tabla 1II11), se observa
primeramente, que no existe ninguna diferencia significativa en la
Captacidén de radioactividad entre aleuronas control y deterioradas
en los I tiempos utilizados (Tabla 111, columna 2).

En cuanto a las cpm incorporadas a proteina se observa que a las
48 haoras, las aleuronas control incorporan signitficativamente mas
radiocactividad a protetna en comparacidn con las aleuronas
deterioradas (Tabla 111, columna 3).

ta capacidad de sintesis de proteinas del tejido se express camo
el por ciento de ¢pm 1ncorporadas a proteina precipitable del
total captado (Columna 4, II1), y al determinar este parimetro en
aleuronas deterioradas en presencia de AGs, se encontrdé gque la
capacidad de sintesis de proteinas del tejido deteriorado s$lo es
similar a la presentada por el tejido control a las 24 horas,
siendo significativamente menor a tiempos posteriores (36 y 48
horas de induccidn). En aleuronas control se observa que 1la
capacidad de sintesis de proteinas se incrementa conforme al
tiempo, siendo mayor a las 48 horas que a las 24 y 34, aientras

que er aleuranas deterioradas esta capacidad parece permanecer
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TABLA [I

CAPACIDAD BASAL DE SINTESIS DE FROTEINAG DE ALEURONAS CONTROL v
DETERIORADAS,

20 aleuronas control v deterioradas Tueron incubadas en el  medio
anteriormente descrito sin AGz, por 24, I6 y 48 horas. Una hora
ante2s dJde compl=tarse 21 tiempo  =sstipulado, se lavaron las
aleuronas y se incuparon por una hora en £ ml de medio fresco con
IO uCi de 35S—Meticm:na. al términeo de la hora, se eliminé el
sooranadante proces:naose sélo las  aleuronas. Se muestran laé
medias de los resultados obtenidos para cada uno de los pardmetros
desarminados en I a2xperimentos realizados por s=parado.

V

i

Tejido Captacidn cpm precipitables 7 de incor-
i L :

i
(cpm) E Crpar TCASTT T poracién a i
i

i : : S ERATI AR .. protef{na.

pentey T ]

Control

Deteis

Control

e o ——— L n ¢ e S 2 e s s = e

Deter. 20
i

Lontrol FER2100 27
; ! i
i i
| Datar. 100&26 26 i
I 1
! '

*= Dateriorado.
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TABLA 1l
CAPACIDAD DE SINTESIS DE - PROTEINAS DE ALEURONAS - GONTROL = ¥
DLTERIORADAS INDUCIDA FOR . AG,.

Se 1ncuparon las aleuronas control y deterioradas de la forma
descrita en la tabla I1, pero con AG3 a una concentracizn de 1 X
1o 7 pl. Se muestran las medias de los resultados obtenidos para
cada uno de los pargmetros madidos en los  tres experimentos

efectuados por s=parado.

Tejirdo Captacidn cpm precipitables % de incor-
(cpm’ por TCAH- . . poracidén a

J - proteina

; Control ;17

i ;

. * :

i Dezer. 14

| %

1

! L

i i

i ;

| Control 247

i

. Deter, 12" ‘

; :

: i

| ’

i |

! Control szt i
Dazer, i’

. i, i

i T, : ‘ i

Pem———am maar o — — N .\ — '

#*= Deteriorado

¢. = - = Diferencias significativas Daré un o= 0005,
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canstante en los tres tiempos utilizados.

Con bhase en los resultados anteriores, sea establece que 1la
diferencia en el proceso de la sintesis de proteinas entre 1a
aleurona deteriorada y control, estriba en el efecto que ejerce el
ASS sabre la sintesis de proteinas, pues es alli donde se observa
que 4ésta es menor en aleuronas deteriotadas.

fPar otra parte, cuando se analiza el patrdn de proteinas
sintetizadas en la fluorografia de un gel de 5DS5 de los extractas
de las muestras del experimento anteriar (Fig. 9), se encuentra
que a las 24, T4 y 48 horas en ausencia de AEs en aleuronas
control y deterioradas, el patrén de proteinas sintetizadas es muy
similar. En presencia de AGB a las 24 horas de incubacidén el
patrén de protefnas sintetizadas es igual en el deteriorado y en
el control. Sin embargo a las 3% y 48 horas en la aleurona
deteriorada disminuye notablemente la sintesis de otras protetinas
diferentes de a—amilasa, observindose una sintesis preferencial de
esta enzima, pues al parecer es mis abundante que en el control a
los tiempos correspondientes.

Lo anterior se confirma al observar 1la Abundancia Relativa de
c—-amilasa (Columna 4, Tabla 1IV), donde a 1las 24 horas esta
incorporacién es semejante en aleuronas control y deterioradas,
mientras que a las 34 y 48 horas es mayor en las segundas.

Al calcular la cantidad relativa de o—amilasa sintetizada por 20
aleuronas (Columna 5, Tabla IV), se abserva que, en presencia de
ABa esta tiende a ser constante en aleuronas controies en funcién
del tiempoj; por su parte en aleuronas deterioradas, este parametro
parece incrementarse conforme transcurre el tiempo.

LLos resultados arriba mencionados apuntan hacia que, si bien la
sintesis de otras proteinas diferentes de la a-amilasa se halla
disminuida en la aleuwrona deteriorada, la de 1la «a-amilasa no
disminuye sino gue parece aumentarse ¥ su sintesis aparece como

primordial sobre la de otras proteinas en presencia de @AGa.
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<« o-amilasa

FIG. . FLUOROGRAFIA DE UN GEL DE ACRILAMIDA DE SDS. Se

S0000 cpm de extractos de aleuronas contral

colocaron

y deterioradas
inducidas con y sin 1 X 107°M de ABGs por 24, 36 y 48 horas

gel de acrilamida con SDS, al término de la

en un
corrida el gel se
procesd como se indica en Materiales y M&todos para la realizacidn
de una fluorografla.

57



TABLA Iv. DETERMINACION DE LA INCORPORACION RELATIVA DE
RADIDACTIVIDAD A o~AMILASA POR ml. FOR 20 ALEURONAS. Se midié el
Area relativa de las bandas de a-amilasa mediante un rastreador vy
se determindé la cantidad relativa de o—amilasa sintetizada/ 20
aleuronas (C.R.) (cpm X %“de Area/ ml) mediante el siguiente
céilculo:
50000 cpm X Area Relativa(Z de Areal) / 100 X Vol. de auestra
aplicado (ml)
Tanto para aleuronas control como deterioradas en presencia de
AGs.
Teiido Tiempo de Abundancia C.R.
Iincubacién Relatzqa de (cpm X 7 Area/
o - amilasa ml) X 10°
thoras) C.A2® (% de Area)
Control 24 0.74 29.3 32.3
Deteriorado 24 1. 64 26.4 16.1
Control 36 0.58 14.4 24.1
Deteriarado 36 1.0 72.8 79.8
Control 48 0.46 11.7 25.4
Deteriorado 48 1. 24 50.5 40.8
«= Cantidad de tejido de aleurona aplicada al gel (Namero de

aleuronas).
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Q) Cuantificacién de la sintesis de a-amilasa,.

Con objeto de determinar la cantidad de c—amilasa sintetizada en
aleuronas coni.iul y deterioradas, se inmunoprecipitaron extractos
de las muestras obtenidas en el experimento de 1la Fig. 9. Para
ello se tomaron &0 pg de praoteina de los extractos obtenidos de
las distintas incubaciones de las aleuronas control y deterioradas
en presencia de P¥5-metionina por 24, 346 y 48 horas con AG5 y sa
les agregé anticuerpo anti—ac—-amilasa a una dilucidén 1310
determinada previamente como la 4ptima.

En la Figura 19, donde se muestra la fluorograff{a de un gel de
SDS de las muestras obtenidas de este experimento, se observa que
la cantidad de péptido sintetizado en aleuronas control parece ser
constante a los tres tiempos medidos. En cambio, en 1la aleuraona
deteriorada a las 24 horas, la cantidad de o—amilasa sintetizada
parece ser similar a la praducida en el control, mmientras que a
las 48 horas se incrementa sensiblemente, siendo aun mayor a la
sintetizada en el control a cualesquiera de 1los tres tiempos de
induccién.

Al medir las diferencias en la densidad de 1las bandas en la
fluoraograffia, los resultados de esta determinacién se muestran en
la Tabla V, donde se cohserva que en aleuronas control la sintesis
del péptido de a—amilasa se incrementa 1.8 veces a las 48 horas
con respecto a las 24 (Columna S5). En aleuronas deterioradas, a
las 48 horas se incrementa 3 veces la sintesis de «-amilasa en
relacién con las 24, 1la cantidad de este péptido sintetizada
a las 24 y 48 horas es mayor en aleuronas deterioradas que en las
control.

Los resultados encontrados (Tabla 11, 111, IV y V), significan que
la sintesis de proteinas inducida con AG3 en tejido deteriorado,
esta disminuida. Esta disminucidén afecta en forma preferencial a
las proteinas diferentes de c—amilasa ya que a las 36 y 48 horas
es mayor la abundancia relativa de co—amilasa en las aleuronas

deterioradas que en las aleuronas control.
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F1G. 10. FLUDROGRAFIA DE UN GEL DE SDS CON  MUESTRAS

INMUNOFRECIFITADAS. Las muestras utilizadas en el experimento
anterior fueron incubadas con anticuerpo anti-alfa amilasa a una
dilucidn 1110 en las condiciones indicadas en Materiales vy
Métodos, coldcandose en el gel el extracto precipitado, al tefmino
de la corrida el gel se procesd para la realizacidn de 1la
fluorografla. A la izquierda muestras Deterioradas, a la derecha
Controles.
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TABLA V. COMPARACION DE LA SINTESIS DE o«—AMILASA FOR ALEURONAS
CONTROL. ¥ DETERIORADAS. Se determiné el 4rea de las bandas de
o—amilasa marcadas con Ig_Metionina inmunoprecipitadas mediante
un rastreador, para todos los carriles del gel se colocéd 1la

misma cantidad de proteina (60 pg).

Teiide Tiempo de c. AL.® c.p.m. Area
fncubacién L Relativa,
(horas) (% Area)
Control 24 1.98 271.1
Deteriorado 24 1.9 567.46
Control 48 4.28 41491 484.5
Deteriorado 48 4.28 171135 1735.4

&= Cantidad de tejido de aleurona agregada (Numero de aleuronas).
»= X 10 ¢
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APENDICE.

La menor estabilidad del péptido de c—amilasa paodria ser una de
las causas por las cuales se@ observa una mayor sintesis de
a—amilasa en aleuronas deterioradas, por lo que con el propésito
de observar si1 esta propiedad de la enzima era diferente en la
aleurona control y deteriorada se determind en forma preliminar su
estabilidad, cuantificando la desaparicidén de a—amilasa
radioactiva 2n un determinado lapso.

En la Tabla VI {(Columna Z) se observa que en un pulso de 3 horas,
la sintesis de ptotelnas es mayor en aleuronas control que en las
deterioradas (Columna 4), la cual es similar a lo observado en el
experimento de la Tabla IIl.

Durante el lavado las aleuronas controles pierden el 348% de la
radicactividad captada, mientras gque las deterioradas pierden el
82%Z. No abstante, la sintesis de proteinas (radiocactividad
incorporada a proteina precipitable por ICA, columna 3) es similar
a la medida a las 36 Horas tanto para el control como para el
deteriorado, lo que sugiers que la estabilidad de las protefnas
sintetizadas es semejante en aleuronas conttrol y deterioradas.

La protefina secretada en aleuronas deterioradas (Columna 3)
representa el 20V del total sintetizado mientras que en el control
constituyes sélo el 4.3%.

En general, el patren de las proteinas sintetizadas (Fig. i1) en
tejido control incubado por 36 ¢ 48 horas es similar, siendo
diferente la intensidad de las bandas aun cuanda se colocé igual
numero de cpm, esto podria ser resultado de que péptidos que se
precipitan por TCA en papeles filtro salgan del gel al someterse
éste a una electroforésis, lo cual sugeriria que existe
degradaci®n de proteinas. En aleuronas deter:ioradas a las 36 y 4G
horas, cualitativamente el patrén de proteinas sintetizadas es
semejante al de las control. Sin embargo, a diferencia de 1o que

sucede en el tejido control, a las 40 horas la intensidad de las

&2



TABLA VI
DETERMINACION DE LA CANTIDAD RECUPERADA DE UN PULSD AFLICADO DE
358G METIONINA.

SE INCUBARON 20 ALEURONAS CONTROL Y DETERIORADAS EN EL MEDIO Y EN
LAS CONDICIONES ANTES DESCRITAS EN PRESENCIA DE AOB POR 3% HORAS,
FINALIZADO ESTE TIEMPO SE AGREGb MEDIO FRESCO Y a0 ’jCl'. DE
95S-MET!ONINA, INCUBANDDSE LOS TEJIDOS POR UNA HORA MAS, AL CABO
DE LA CUAL SE HOMOUENIZTARON LAS ALEURONAS DE UN MATRAZ Y LAS DE
AQTRO MATRAZ SE LAVARON Y SE INCUBARON CON MEDIO FRESCO POR 4
HORAS, AL ‘l‘éﬂl‘!NO DPE LAS CUALES SE HOMOOENIZARON LOS TEJIDOS
COLECTANDOSE TAMBIEN EL SOBRENADANTE . SE DETERMINARON LOS
PARLME‘I'IQS ABAJO DESCRITGS TANTO EN LOS TEJIDOS COMO EN EL

SOBRENADANTE COLECTADOG.

Teiido Capticién cp-*precipitables 4 de Incor-

(cpm) por TCA poracidn

a proteina

Control(ash) 35171 10804 C - 1
peter® (ssh) 52144 S119 ' )
Contral (soh) 22538 8483 38
Deter(soh) 9453 4016 4z
Control (anf 1204 386 32
{a0 h)
Deter. (sN» 5597 1190 . UTEes il limy e
(40 W) .

#cpm X 10 2
*= Deteriarado

#= Sobrenadante
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FIG. 11 FLLUDROGRAFIA DE LAS MUESFTRAS OBTENIDAS A DIFERENTES
TIEMFOS DE INCUBACION FARA DETERMINAR LA ESTABILIDAD DEL FPEFTIDO

DE ALFA-AMILASA EN ALEJRONAS CONTROL Y DETERIORADAS. Se incubaron
aleuronas control y deterioradas en las condiciones antes

referidas en la Table V, se proces> un matraz a las 346 horas y
otro sblo se lavaron con medio fresco incubdndose por 4 horas
con medio fresco. Al termino de este tiempo, se procesaron
aleuronas y el sohrenadante, colocdndose estas muestras en un
de acrilamida con SDS que se trat> para la realizacidn de
fluorografia.
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TABLA VII. DETERMINACIONM DE LA INCORFORACION RELATIVA DE
RADIDACTIVIDAD A ~—AMILASA POR 20 ALEURONAS. Se determind el area
relativa de las bandas de a—amilasa de la Fig. 11 mediante un
rastreador y se realizé el siguiente calculo:

28000 cpm X Area Relativa (L) /7 100 X Vol. aplicado (ml)
(C.R.) (cpm X %Z Area/ ml), tanto para aleuronas control como
deterioradas en presencia de AGa, del experimento de recuperacidn

de un pulso de radicactividad.

Teiido Tienpo de C.AIY Abundancia C.R.
Iincubacisn Relativa (cpm X 7 de

{horas). de ~c—ampilasa Area/ ‘wl‘)_
(4 de Area) X 1(.)4_

Control 36 .58 8.9
Control 40 0. 46 18.6
Control 40 12.9 53.2

(aocbrenadante?

Deterior® 36 0.6 49.5 0 37.5
Deterior 40 1.24 31.2 12.5
Deterior 40 4.2 643 7.4

(sobrenadante)

«= Cantidad de aleurona (Ndmero de aleuronas).

#= Deteriorado.

&5



bandas de proteinas es mayor que a las 36 horas en el tejido
deteriorada.

Al determinar la Abundancia relativa de o-amilasa (Tabla VII) se
observé que en el control aumenta 2 veces a las 40 horas con
raespecto a las 36, probablemente parque otras protefinas distintas
de a—amilasa se degradan (Fig. 1) o bien porque se aumenta la
vida media de 1la oa—amilasa. En aleuronas deterioradas la
Abundancia relativa de oa—amilasa permanece constante, sin embargo
aumenta la sintesis de otras proteinas (Fig. 11).

Estos datos preliminares indican que la Abundancia relativa de
a—amilasa permanece canstante entre las 36 y 40 haras en aleuronas
deterioradas, porque posiblemente aumenta la vida media de otras
protefnas distintas a esta enzima, en aleuronas controles 1la
Abundancia relativa de c—amilasa aumenta en este wmismo lapso de
tiempo, sugiriendo que la vida media de la «—amilasa es mayor en

comparacién con la de otras protefnas sintetizadas.
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Efecto de glucosa gobre la capacidad de acidificacidén de aleuronas
control y deterioradas.

Observaciones efectuadas por Hamabata y colaboradores (446), acerca
de que al agregar gluceosa al medio de incubacién de aleuronas de
alto vigor, el proceso de acidificacidn se reiniciaba adn después
de haber llegado a un plateau de acidificacidén. For ello se
decidié probar el efecto de glucosa sobre la capacidad de
acidificacidén de aleuronas deterioradas, con miras a tratar de
normalizar esta capacidad en estos tejidos.

Fara e2llo se incubaren 20 aleuronas en agua desionizada con y sin
30 mM de glucosa, con agitacisn, por los tiempos indicados. En la
Fig. 12, donde se muestiran los datos obtenidos en xperimentos
preliminares, se observa que en el control a las & horas no existe
una diferencia significativa entre la incubacidén de las aleuronas
en presencia de glucosa y en ausencia de la misma; sin embargo en
aleuronas deterioradas s{ existe una mayor diferencia entre la
acidificacién producida en presencia y en ausencia de glucosa,
siendo ésta de 0.2 unidades de pH.

Este incremento en la capacidad de acidificacidén producido por la
glucosa en aleurcnas deterioradas, sin embargo no lo es tanto para
llegar a igualarse a aleuronas control. Fosteriormente se
repetirin estos experimentos, para comprobar la posible reversidn
abservada de los efectos del deterioro saobre la capacidad de
acidificacidén de las aleuronas.

A la luz de estos datos, se decidié observar el efecto de 1ia
glucosa sobtre la capacidad de sintesis de protefnas en aleuronas
control y deterioradas, efectuandose de la manera ya mencionada
anteriormente.

En la Fig. 13, se puede vislumbrar que a las 24 horas no existe
ninguna diferencia apreciable en el patran de proteinas
sintetizadas entre el control y el deteriorado, en pressnclia de
AGa. A las 36 horas, se puede ver gque se presenta un i1ncremento en
el numero de proteinas diferentes de o—amilasa sintetizadas en
aleuronas deterioradas, en comparacidén con el abtenido en la
figura 9, donde se sintetiza casi exclusivamente c—amilasa, por lo

tanto no existe una diferencia apreciable entre el control y el
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F1G. 13, FLUORDGRAF 1A DE UN FEL DE SDS-
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deteriorado en presencia de AGs y de glucosa.

Por el contrarioc, a las 48 haras en la aleurona deteriorada, se
presenta un patrén de protefinas sintetizadas semejante a el que se
muestra en la figura 9, en @l que se disminuye la sintesis de
otras proteinas diferentes de o-amilasa, y se aumenta la sintesis
del péptido de esta enzima, presentindose ya una diferencia
apreciable entre el control y el deteriorado en este tiempo Yy en
presencia y ausencia de glucosa.

For lo que toca a lo encontrado en ausencia de AGs y en presencia
de glucosa, no se observa ninguna diferencia en el patrdn de
proteinas sinteticadas entre aleuronas control y deterioradas.
Estos resultados preliminares apuntan hacia que la menor capacidad
de acidificacisn de aleuronas deterioradas, puede ser consecuencia
de una falta de sustratos utilizables como fuente de enetrgia, ya
que al agregarse glucosa aumenta la acidificacidén producida por
aleuronas deterioradas. Este efecto, no pareceria ser por la
presién osmética que se tiene en presencia de S0 mM de glucosa,
pues se utilizé sacarosa SO0 mMt y no se obtuvo el mismo resultado.
Lo anterior podria reflejarse en el hecho de que en presencia de
glucosa, se incremente el numero de proteinas sintetizadas
diferentes de o—amilasa a las 36 horas en aleuronas deterioradas.
A las 48 horas, no se obtendrita el wmisme resuliado, debido
ptobablemente a que la glucosa adicionada a este tiempo ya se
habria agotado.
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DISCUSION

Las condiciones diferentes de almacenamiento de los dos lotes de
semillas de trigo, el lote 1 almacenado a 4 °C y el lote 2
almacenado a temperatura ambiente y sometido a los cambios de
humedad y temperatura del ambiente, definitivamente ocasionaron en
este Gltime unadisminucidén en el vigor de las semillas, como se
verifica en las caracteristicas fisioldgicas presentadas por los
dos lotes de semillas utilizadas en este trabajo. Estas
caracteristicas indican que las diferencias entre los dos lotes se
localizan en los eventos que dependen del funcionamiento del
endospermo almidonoso, mientras que los que dependen del embrién
de la semilla son similares en el Lote 1 y 2.

LLa viahilidad y la velocidad de acumulacion de peso seco son
producto del metabolismo del embrién de la semilla, y ambos,
presentaron una magnitud semejante en el Lote {1 v en el Lote 2
{(Fig. 1 ¥ 2a, respectivamente).

lL.os eventos que se encontraron con magnitudes distintas y que
tienen en comun el ser determinados por la actividad metabslica de
la capa de aleurona, son la velaocidad de germinacidén, la velocidad
de movilizacién de reservas, la capacidad de acidificacidn y la
produccidén de la actividad de «—amilasa.

La velocidad de germinacion se halla regulada por el
funcionamiento de la capa de aleurona (1) y se encontrd que ésta
es menor en el Lote 2 que en el Lote 1 (Fig. 1). La velacidad de
movilizacién de reservas se produce gracias al funcionamiento de
la aleurona, ya gque este fenctmeno acontece mediante la accidén de
hidrolasas secretadas por esta estructura sabre las macromolsculas
almacenadas en el endospermo. tos mondmeras, producto de esta
hidrolisis, son transportados hacia el embrién, el cual los
utiliza para su crecimiento y desarrollo (ver Introduccion,
Movilizaci1édn de las reservas del endospearmo). La velocidad de
movilizacidon de reservas del Loite 2 tambien se encontré = veces
disminuida con respecto a la presentada por el Lote 1 (Fig. Za).
Algo similar sucede con la capacidad de acidificacidédn de las
aleuronas provenientes de semillas del Lote 2, la cual es menor en
comparacidén con la producida por aleuronas del Loterl (Fig. 3). La

produccidn de la actividad de c—amilasa de aleuronas del Lote 2
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también sufre un decremento con respecto a 1la producida por el
Lote 1 (Tabla I).

Estos resultados muestran que el almacenamiento a 25 °C de las
semillas del lote 2 altera el funcionamiento de la capa de
aleurona de estas semillas.

t.a menor capacidad de acidificacidén de la aleurona deteriorada,
podria contribuir a la disminucien de la actividad de «~—amilasa,
ya que se ha postulado (48) gque la acidificacién producida por la
capa de aleurona modula la accion del AGs en la sintesis de
x—~amilasa, sin embatrgo el mecanismo preciso se desconoce. Ademis,
tambi®n se ha reportado que la acidificacieon podria contribuir a
la solubilizacion del idén ca™™" y&a sea el unido a la pared ceiular
de la aleurona (11) y;% el gue se encuentra en el endospetrmo
almidonoso (20). Puesto que el mayor reservorio de este 1ion  an
semillas de avena (617 y de trigo (56 es la aleurona,

la menor capacidad de acidificacion de las aleuronas detgrioradas
podria traer como consecuencia una alteracidn en la accion del AGs
y/0 una menor disponibilidad de ca™ en el citoplasma de la
aleurona, para lLa sintesis de la o—amilasa la cual requiere un idén
Calcio para su integridad estructural (7). Taodo esto en conjunto
probablemente ocasionaria una menor produccidn de o—amilasa.

lLa actividad de «—amilasa producida por aleuronas deterioradas fue
menor que la producida por las control (Tabla I}, adn cuando la
concentracién de AGs utilizada en ia induccidn de esta actividad
fue igual en ambos casos. La menor actividad de esta enzima
tambié¢n se detect®d durante la germinacidn de semillas deterioradas
(59) 4 en medias semillas deterioradas i1ncubadas con ABa (1).

Lo anterior demuestra qgue la baja produccién de ~—amilasa
encontrada en aleuronas aisladas de semillas deterioradas no ae
debe a la carencia de factores del embridn 4 del endospermo i. e.
AGs, sino probablemente a una alteracidn en la produccidén de la
actividad de ~x—amilasa & a wuna =Sensivpilidad alterada de las
aleuronas deterioragas al fHEa o a ambas. For otra parte, parece
que el medio acido requerido para una accidén Sptima del AGa no se
alcanzé en aleuronas deterioradas, aun cuando se proporciond
ex¢genamente, puesto que la induccidén de la actividad de c—amilasa
se efectud a pH 4.0.

For ello, probablemente el pH exdégeno no realiza las misamas
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funciones que la acidificacidén producida por la aleurona & bien
existe otro factor ademas de la acidificacién del medio que limita
la produccién de la actividad de o-amilasa.

Este factor podria ser la diferente sensibilidad de las aleuronas
deterioradas al AGs con respecto a la de las control. Este no fue
el caso a las 24 horas de incubacién de aleuronas control vy
deterioradas (Fig. 4), puesto que las constantes aparentes de
disociacién (Ks app) no son significativamente diferentes. E1
ndmero de Hill obtenido para los dos casos indica la presencia de
dos receptores con diferentes afinidad por el AGs, lo cual
concardaria con lo reportado en la literatura acerca de la
existencia de un receptor membranal y otro citosdlico (62,Z3), &
bien puede ser producto de la existencia de un receptor con dos
sitios de unidn a AGs, siendo esta de cooperatividad negativa.Sin
embargo, la respuesta (actividad de o—amilasa) si es diferente en
las dos clases de aleuronas, siendo significativamente menor para
las deterioradas. Esto indica que en aleuronas deterioradas en
algun paso de la produccion de la actividad de «—-amilasa eriste
una limitacién & una alteracion, y que muy posiblemente no sea la
causa,una diferente afinidad por el AGs de estas aleuronas.

tas curvas resultantes de la incubacison de aleuronas conttreol y de
aleuronas deterioradas con diferentes concentraciones de AGas por
48 horas no se ajustaron al modelo de Hill, posiblemente porque a
este tiempo de incubacidn la actividad de ¢—amilasa determinada es
producto de 1a vida media del péptido secretado de c-amilasa y de
la produccién de la actividad de esta enzima; el primer fendmeno
es independiente de la accisn de AGs. A las 24 horas, la actividad
de o—amilasa medida es producida primordialmente por péptidos de
~«—amilasa sintetizados recientemente, y como ya se ha @mencionaao
(Ver Introduccidén, Regulacién de la sintesis de c—amilasa potr AGa)
esta sintesis es regulada por Aba.

No obstante, de las curvas obtenidas a las 48 horas de incubaTien
es posible deducir que probablemente a e23te tiempo aumente  la
afinidad tanto del tejido control como del deteriorado por el AGs,
puesto que parece requerirse una menor concentracién de este
firorregulador para producir una maxima actividad de a—amilasa, en
camparacién con las 24 horas.

Lo anterior puede ser producto de que los factores necesarios para
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llevar a cabo esta funcién, como la sintesis de ARNm de esta
enzima & la acumulacién de calcio se realizaron a tiempos
anteriores, requiriéndose entonces menor cantidad de AGas para
mantener la sintesis de esta enzima.

Existen dos lineas de evidencias que apoyan lo anterior: la
cancentracién de ABGs requerida para transcribir el ARNm de
a—amilasa es de 20 a S0 veces mayor que la requerida para su
traduccidén (42), ademis de que se ha reportado gue los ARNm de
o—amilasa presentan una cingtica de acumulacidén tanto en trigo
como en cebada (ver Introduccion, Regulacien de la sintesis de
o—amilasa por AGa.). El de las isocenzimas de Bajo p.l. disminuye a
las 96 horas (Z7) en medias semillas de trigo y en aleuronas de
cebada a las 40 horas (42), el de las isoenzimas de Alto p.l. en
medias semillas de trigo desaparece a las 48 horas de incubacisn
(37), y en aleuronas de cebada (42), declina a las 36 horas de
incubaci®n.

Fatr lo tanto, después de las 40 horas de incubacidén en nuestro
caso, probablemente o ya no se sintetice ARNm de <«—amilasa o bien
se sintetice primordialmente el ARNm de las 1socenzimas de Bajo
p.l., procesoc que se ha reportado que ¢ no requiere de ABs o
necesita de bajas concentraciones de este fitorregulador (24, 42,

dando como resultado un menor requerimiento (mayor afinidad) de
las aleuronas control y deterioradas por el AGa a las 48 horas
para praducir una miaxima actividad de a—amilasa.

Las isoenzimas encontradas tanto en aleuronas de trigo control

como en las de ¢trigo deteriorado, parecen formar 3 isaogtupos
mismos que fueraon diferentes en el p.l1. al reportado en cebada
para los dos grupos (Ver Introduccidén, lsoenzimas de o-amilasa).

En el presente trabajo se encontrd un grupo cuyo p.l. es de 8.0 a.
b.6 siendo mas alcalino que el reportade en cebada para las
izsoenzimas de fAlto p.l. (5.2 a 6&6.6i. Ein embargo el pacton
electroforetico de ambos grupos e€s muy similar lo misme que el

numero de isoenczimas del grupo (4 isoenzimas!). Asimismo, el arupo
de menor p.l. mostrd un rango de p.l. mas alcalino que el

reportado en cebada (5.0 a S.4 para el primer caso y de 4.6 a S5.2)

pero con el mismo numero de bandas. For su parte, el grupo
encontrado con p.1. intermedio (5.5 a &.4) con sélo dos isoenzimas

corresponderia al grupo de Alto p.l. de cebada por los
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p.l.presentados.

Tanto el patrdn electroforético como el nimera de isoenzimas de
los grupos encontrados en este trabajo, concuerdan con el
reportado por Sargeant (54) para semillas de trigo con 7 dias de
germinacisn, donde las isoenzimas de p.l. intermedio del presente
trabajo se encuentran dentro del grupo de Alto p.I. reportado por
este autor y los grupos de Bajo p.l. son similares en ambos casos.
Igualmente, Conford y colaboradores (13) reportan en embriones de
semillas de trigo, el grupo encontrado en este trabajo como de
p.I. intermedio, dentro del grupo de Alte p.l. y que estas dos
isgenzimas se compartan de forma distinta al resto de las
isoenzimas del grupo. Las iscenzimas del gtupo de Bajo p.I. son
semejantes en los dos casos.

Ast, el patrén de isaenzimas encontrado en el presente trabajo
coincide con el que presentan las semillas de trigo después de 1la
germinacidn y con el de embriones de trigo incubados con AGa. No
obstante, los p.l. del grupo de Alto p.1. en el presente trabajo
son mAs alcalinos debi jo posiblemente al método de medicidén de pH
utilizado, puesto que otros autores utilizan un electroda de
superficie mientras que, en nuestro caso se utilizd un electrodo
de inmersidn. Para fines de discusién se considereri que sdlo hay
dos isagrupos: el de Alto p.l. que en este trabajo serd de 8.0 a
5.9 con & bandas y el de Bajo p-1., cuyo rango de p.l. es de 5.0 a
S.4, formado por & bandas.

La cinética de aparicién de las isoenzimas en aleuronas aisladas
de semillas control (Fig. 3), ceontrasta con lo reportado para
aleuronas de cebada y de trigo. En el primer casc aparecen primero

las de Bajo p.I1. (49, 42) mientras que en el segundo caso lo hacen

las de Alto p.l. (374, En aleuranas control, apatrecen
simultineamente a las 24 horas de induccién (Fig. S} las
isoenzimas del c¢upo de Bajo p.l. y dos del grupo de Alto p.l.. A
las 26 horas de tratamiento ambos isogrupos estin presentes con

sus bandas completas, mienttras gue a las 48 horas de 1ncubacidn
existe una ligera disminucidn en la actividad de las isoenzimas de
Bajo p.l. (Fig. 9). Otra diferencia encontrada en aleuronas de
trigo control, es el hecho de que 1la mayor contribucién a 1la
actividad enzimitica total la realizan las iscenzimas de Bajo p.I.

y 2 de Alto p.1., mientras que en cebada la mayor contribucidn 1la

75



hacen las de Alto p.l1. (42).

La cinética de aparicidén de la actividad de las isoenzimas
deterioradas, aparentemente es similar a la de las controles. Fese
a ello, la actividad de los dos grupos estia disminuida por igual
en comparacidén con la de las isoenzimas controles. A las 48 horas
se observa como en el contreol, que las isoenzimas que mas
contribuyen a la actividad enzimatica total son las dos de Alto
p.l1. y las de Bajo p.1..

Lo anterior indica que el deterioro no afecta la expresién de un
grupo de isoencimas en particular, ya que la actividad de laos 2
grupos se encuentra disminuida de la misma forma, implicando que
la alteracidén en la produccisn de la actividad de c«c—amilasa esta
en un paso comin para los 2 grupos.

La sintesis de proternas es un paso comun para la produccién de la
actividad de los 2 grupos de 1soenzimas; se ha reportado que en
embriones aislados de semillas de bajo vigor (52), se presenta una
disminucién en la capacidad de sintesis de proteinas de esta
estructura. Lo mismo sucede en aleuronas sometidas a un  shock de
alta temperatura (37), por lo que en aleuronas deterioradas ésta
podria ser la causa de la menor actividad de o—amilasa pues se
sintetizaria menos péptido de esta enzima en las aleuronas
deterioradas que en las controles.

Los resultados obtenidos muestran que este no es el caso, pues la
capacidad de sintesis de proteinas de las dos clases de aleuronas
es similar (Tabla II). La diferencia encontrada en esta funcidén
entre las dos clases de tejidos estriba en el efecto que sobre
ésta ejerce el AGs (Tabla I111), pues mientras en aleuronas
controles este fitorregulador incrementa la capacidad de sintesis
de proteinas en funcidn del tiempo, en aleuronas deterioradas
permanece constante, siendo menor la capacidad de sintesis de
protetnas de estas alewronas a las 36 y 48 horas con respecto a la
del control (Tabla I1II).

Asimismo, se encontaron otras diferencias tanto en el patren de
proteinas sintetizadas como en la sintesis de o-amilasa. £n
aleuronas control la sintesis de esta enzima es similar a 1los
tiempos medidos (Tabla IV, Figq. 10, Tabla Vi, aumen tando
probablemente a las 48 horas la sintesis de otras proteinas

distintas de esta enzima (Fig. 9)- En aleuronas deterioradas se
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observa que aumenta la sintesis del péptido de o-amilasa siendo
3.6 veces mayor que la sintetizada en las aleuronas controles a
las 48 horas (Tabla V), mientras que se reduce notablemente la
sintesis de otras proteinas distintas de a—amilasa, sintetizandose
el péptido de esta enzima prioritariamente sobre otras protetnas
(Fig. ?).

Una posible explicacidén a estos ultimos resultados, es que exista
una degradacién de los ARNm diferentes de «o—-amilasa ya sea
presintetizados ¢ sintetizadaos de rovo, ¢ una menor sintesis de
novo de este polinucledtido.

A este respecto se ha reportado que en embriones de semillas de
bajo vigor existe una disminucidn en la velocidad de sintesis de
novo de ARNm a2y, conservandaose por mas tiempo los
polinucledtidos preformados. For lo tanto, éste puede ser el caso
en aleuronas deterioradas en presencia de AGs, ya que despues de
las 24 horas se encuentra notablemente disminuida la sintesis de
proteinas distintas de c«—amilasa, cuyos ARNm probablemente se
sinteticen de rnowvo par accidn de AGs, mientras que la sintesis de
esta enzima se 1ncrementa, posiblemente, porque 21 ARNm de
a—amilasa es el mas abudante, y por lo tanto, una disminucidn en
la concentracién del mismo no seria tan aparente.

Esta probable explicacidén no excluye la posibilidad de que el AGa
ejerza un control mis estricto sobre la sintesis de ARNm y de
proteinas en alewronas deterioradas en comparacidn con el ejercido
en aleuronas controles, puesto que se encontrd gque la diferencia
en la capacidad de si{intesis de protetnas entre los dos tejidaos
rradica en 21 efecto que el AGa ejerce sobre esta funcien. Se ha
reportado que este fitorregulador disminuys la cantidad total d=
ARN poliadenilado y aumenta la del ARNm de «—amilasa al 1guai gue

-

redirige la s{ntesis de proteinas en ce¢lulas de aleuronas (27 vy
=

43). For ende, en aleuraonas deterioradas posiniemence =
disminuirga 1a sintes s de ARMM de ctras proteinas,
incrementindosz a su ves 13 del ARMm de2  o-amilasa N )

traduciria preferentemente £ste ultimo polinuclesdtido sobre los
demas. El resultado de ello serfa un aumento en lia sintesis de
a-amilasa y una disminucidén en la sintesis de proteinas diferentes
de esta enzima.

For otra lado, relacionando los resultados encontrados para la

77



sintesis de a—amilasa en aleuronas contreol y deterioradas con los
de la actividad observada de esta enzima en estas dos clases de
aleuronas, se observa que a pesar de que se sintetice en mayor
cantidad el péptido de o—amilasa en aleuronas deterioradas (Tabla
V, Fig. 10), se observa una menor actividad de esta enzima tanto a
las 24 como a las 48 haoras (Tabla 1), en comparacién con la
presentada por aleuronas controles, lo que podria deberse a que el
péptido de c—amilasa esté inactivo por no procesarse en forma
adecuada.

La mayor marca i1ncorporada a la banda de o—amilasa en aleuronas
deterioradas puede ser producto de que se sinteticen en forma
predominantae las i1soenZimas de Bajo p.l. en esta aleurona, ya gue
se ha reportado que las isaenzimas de Bajo p.l. (24) poseen 21
doble de residuns de Metionina que las de Alto p.lI.. S1n embargo,
aun cuando se sinteticen primordialmente las isoenzimas de Bajo
p.1. a las 48 horas, por la magnitud de la diferencia en 1a marca
incorporada a el peptido de «—amilasa con respecta a la gue se
incorpora en el control (Tabla 1V}, i1mplica que posiblements se
sintetice una proporcion de peptido de ~—amilasa en forma inactiva
en aleuronas deterioradas.

La mayor sintesis del p<¢ptido de ~—ami lasa en aleurcnas
deterioradas padrta tambi.:n ser producto de gque éste tuviera una
vida madia menor en este tejido en comparaciden con la que presenta
en el control. En experimentos preliminares donde se midid 1la
estabilidad del péptido de «-amilasa en aleuronas contral vy
deterioradas, se encontrd que £sta es simiiatr en los dos tajides,
para la secrecion de este peptido de las c2lulas de ailszuronas
deterioradas es mayor (Fig. 11, Tabla V1) gue en las contral y no
se observa una acumulacien del mismo en el tejido de las aleuronas
deterioradas. A este respecto, se ha repaortado (37) que la
inhibicién de la secrecisn gde la «—amilasa inhibe la sintesis d=
esta enc-ima, por lo que posiblemente wna mayor secrecidn de
o-amilasa pueda estimular su sintesis.

Un modelo de lo que probablemente este sucediendo en la aleurcna
deteriorada en torno a la produccidn de o—amilasa seria =1
siguiente:

Se sabe primeramente, que la c-amilasa se sintetiza en el reticulo

endoplismico y que el Aparato de Golgi interviene en su secrecidn
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(19,39). Asimismo que la c—amilasa es una metaloenzima que si no
posee un ién calcio unido al péptido de la enzima, no se farma el
sitio activo de la misma (7), por lo cual existe una gran demanda
de calcio durante el periodo de sintesis de a—amilasa que parece
satisfacerse mediante la acumulacidn de este ién en el reticulo
endoplismico de las células de aleuronas, esta acumulacidn se ha
abservado es estimulada paor AGs (?).

En células animales vy en levaduras, se ha propuesto (53) que el
mecanismo de secrecién de las proteinas sintetizadas en el
reticulo endoplismico por el aparato de Golgi, es tregulado por las
oscilaciones del ion calcio bacia afuera y hacia adentro del
reticulo. Si se alteran estas ascilaciones mediante ion27oros o
por mutaciones de las protetnas del reticulo endoplasmico
encargadas de secuestrat calcio, se pierde el control de la
secrecisn de las protetnas sintetizadas ya que o se secretan
proteinas cuya funcidn esta dentro del reticulo endoplismico, o se
secretan protefnas que no se hallan bien ensambladas o bien cuya
sintesis no se ha finalizado.

farece ser que en aleuronas deterioradas, por una parte, se tiene
un efecto de regulacien diferente del AGas sobre la sintesis de
proteinas. Este efecto podria ejercerse desde la sintesis de ARN
poliadenilado donde se disminuiria la sintesis de ARNm diferentes
del de «~—amilasa, o bien desde la sintesis de protefnas
sintetizandose casi exclusivamente ~—amilasa. For otra parte, se
tiene una mayorr cantidad de peptido de esta enzima y una menor
actividad enzimatica y no parece estar afectada su sectrecien de

celulas de la aleurona. Esto implica que posiblemente e enxiste

una proporcidén de péptidos inactivos de r—-amilass qus 2@ ssaoratan

Y

de igual {forma que los activos.

Ya que el control de la secrecidn de los peptidos sintetizados vy
ensamblados <dptimsments parecen 23ercerla las oscilacionsEs ae
calcio, prcobablemente en aleuronas deterioradas exista una menor
acumulacion de s=t2 1on en el reticulo endoplasmica por 2star
disminuida la movilizacidn del mismo, tanto de la pared celular
como del espacio periplismico de la aleurona hacia el citoplasma,
ocasi1onade esto en parte, probablemente, por una menor
acidificacion producida por la aleurona deteriorada.

Aunado a 1o anterior, la permeabilidad de las membranas de las
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aleuronas deterioradas parece ser diferente en comparacion con la
de las controles, cantribuyendo esto ultimo también a la prabable

* en las primeras. Por 1lo tanto, en

menor concentracisn de Ca”
ausencia de suficiente calcio tanto para la sintesis de co—amilasa
como para la regulacisn de la secrecién de los péptidos de esta
enzima, posiblemente se estén produciendo péptidos mal procesados
y en consecuencia inactivos, mismos que se secretan al igual que
los procesados <ptimamente por haberse perdido el control de la
regulacidn de la secrecién de las proteinas sintetizadas en el
reficulo endoplasmico.

Otra posible causa de que el pdptido de ~—amilasa este inactivo,
es que no se Tormen los puentes disulfuro que contiene la enzima,
por lo que su configuracidén va a ser diferente ocasionando asi una
pérdida de la actividad de la enzima.

For otra lado, la razsn de que se acidifique en menor proporcisn
en aleuraonas deterioradas, parece ser que es la falta de energfa
ya que en experimentos preliminares incubando las aleuronas con
glucosa 50 mM, se observo que esta acidificacion se normaliza. For
ello, probablemente normalizando esta funci®n sea posible revertgir
algunos de los efectos encontrados del deteriora sobre el
funcianamiento de la aleurona de trigo, va que se observa que en
presencia de glucosa a las 346 horas, ya se sintetizan otras
protetnas diferentes de «—amilasa en aleuronas deterioradas (Fig.
12).

En suma, los resultados encontrados en este trabajo indican que,
aun cuando se almacenen las semillas en condiciones ambientales no
extremas y qQue las alteraciones observadas en los pariametros
fisioldgicas sean de peguefia  magnitud, xisten alteraciones
importantes en los procesos bioguimicos de la capa de aleurona,
como se abservé que ocurtia en la produccidn de 1a actividad de
a—amilasa, enzima impoartante en la movilizacidn de reservas del
endospermo almidonoso, gcasionando una disminucien 2n la
pirababiiidad de que la plintula se establezca eticientemente en el
campo.

For todo ello, la actividad de o~amilasa presentada por semilllas
de cereales podria ser un candidato a indicador de deterioro en

estas semillas.
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CONCLUSIONES

1) Las condiciones de deterioro utilizadas en este trabaijo
disminuyen el vigor de las semillas de trigo, alterando
principalmente a la capa de aleurona y no al embridén de la
semilla.

2) La capacidad de acidificacién de aleuronas aisladas de semillas
deterioradas se decrementa por efecto del deterioro.

3) La actividad de a—amilasa producida por aleuronas deterioradas
es menotr a la producida por aleutronas control.

4) La sensibilidad de aleuronas deterioradas a el AGa nao parece
ser diferente a la de aleuronas coantroles, sin embargo, la
respuesta a este fitorregulador medida a traves de la actividad de
a—-amilasa, es menor en aleuronas deterioradas.

5) El1 patrdén de isoenzimas en aleuronas deterioradas y controles
semejante, a exepcidn de que en aleuronas deterioradas no se
observa la actividad de una de las isoenzimas de Alto p.l.. La
actividad de laos dos gtrupos de 1soenzimas se encuentra igualmente
disminuida en aleuronas deteriaradas..

46) La capacidad de sintesis de proteinas de aleurcnas deterioradas
es similar a la de aleuronas control, pero el efecta que el AGa

ejerce sobre esta funcidn es diferente.

es

7) La cantidad de peptido. sintetizado de o—amilasa en aleuronas

detaerioradas es mayor a la cantidad sintetizada en aleuronas
controles.

8 La menor actividad de ~—amilasa producida par aleuronas
detericoradas, probablem=nte se deba 3 una distinta regulscien del
AGa sobre la sintesis de protetnas de la aleurona deteriorada y/o
a una limitacidén en la produccidén de la actividad de <«o—amilasa,
probablemente an el procesemiento del peptido

sintetizado.
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