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INTROOUCCION. 

El ciclo de vida de una planta cofllprendo varias ot.1pam: l.a 

ger:.iinac:i6n. el crec:iDh'!nto heterotr6'iico, l.a faso VC?gal:;ntiva y la 

etapa reproductiva. 

La vida de una angiosperma !J3 inicia en la semill~, 

ésta un eedio por el cual el nuevo individuo se 

semilla contiene tanto al embrión que dará 

planta como a las re$ervas alimenticias 

origen 

constituyendo 

disparsa. La 

a la nueva 

necesarias para 

crecimiento en los primeros estadios C3). 

La semilla de trigo se halla formada por variag estructuras, a 

saber, la testa, la capa de aleurona, el endospermo almic:!onoso y 

el embrión, mismas que a continuación se describi1·án brevemente 

desde el enterior hacia el interior de la semilla. 

1) Estructura de 1ª semilla de trigo. 

1 (a) Testa. 

La testa es la cubierta de la semilla <Fig.A>, y constituye una 

barrera protectora entre 6>1 embrión y el medio externo; restringe 

el intercambio de gases entre el embrión y el medio circundante. 

Esta cubierta puede estar formada de una 6 de varias capas ds 

células> y posee cutículas e:<terna e interna, impregnadas con ceras 

y grasas <3> • 

1 <b> La capa de aleurona. 

La capa de aleurona <?s la capa de células más e:{tC!rna del 

endospermo almidonoso <Fig. A> y es lll0rfol69ic:a y funcional1t1ente 

distinta al resto del mis<n0. La aleurona en semillas de trigo esta 

formada de una sola capa de células; son las únicas células del 

~ndospermo que permanecen vivas después de que la s~milla ha 

madurado y se ha ~ecado (17). 

Las células de la aleurona poseen una pared cmlular 

está compuesta de diversos polisacáridos;. Contiene 

~en6lico unido covalantomenta a la pared. Se 

tillllbién prote1nas, pero no se ~abe ~i foN11&n 

1 

pricznria que 

también ácido 

han onccntrado 

part;e de la 



Capa de Aleurona 

scutelo 

je 

Embrionario 
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estructura de la parmd <17). 

e:cisten canales intercelul01res 6 plasmodcmllc-a que 

conectan protoplastos de cólulas adyacent;es, misr:ios que contienc:?n 

m<>terial si mi lar al de la capil interna de la p.ared celular < 17 >. 

En el protoplasto de la aleurona se encuentran cuerpos pr-oteicos ó 

granos de aleurona que posaen una bicup.:i. lipidica. Est!ls granos 

contienen proteinas;, presentan inclusiones del 

globoides 9 formado~ de Yitina con salas de K+, 

tipo 
ti<;¡ .... y 

que sa;-.. 

Ca++ quc:i 

foro.i::n tas reservas de mineralas de la semilla. También presantan 

inclusiones del tipo Il que contienen o-aminofenol, protein~s y 

carbohidratos, asi como al9unas enzimati involucradas am la 

movilización da 1~i;i~erva"° (36>. 

L~s cólul~m de ln aleurona conti~nen cuerpos lipiclicos qum rodean 

a los cuerpos proteicos o se encuentran en la periferia do las 

células y contienen una matriz de triacilglicéridos almacenados en 

una membrana da una capa lipidica y algunas proteínas (17). 

Los protoplastos de aleurona tamb16n poseen re~rvas de 

c<:irbohidratoa, como sacaroslll <la c:tás abundante>, ravioosa y 

fructanos. Ioualmante sm encuentran rQservas do ácidos nucleicos, 

e~o y ondopeptidasas y vitaminas (17>. 

En cuanto a sistemas end~ranales, las células de la capa do 

aleurona posoen mitocondri~s y retículo endoplás~ico y en 

presancia da ácido giboról ico <AS':i>, su induce la formación de 

glioxioomas, de Aparato de 8olgi y de vesiculaa lisosomales (36>. 

1 <c> El endospermo almidonoso. 

En cuanto al reGto ool endoaperlllO almidonoso <Fig.A>, éate ocupa 

la mayor parte de la s<?cilla dC! trigo y es el 6r9ano a!rn2.cenador 

de las reservas nutritivas de ésta, constituyendo asi 

blanco de las enzimas hidroliticas secretadas por 

el órgano 

la capa de 

aleurona y por las secretadas en menor proporción por el escutelo 

( 17, 36). 

Las células del endospermo están totalmente llenas de gr.ánulos de 

almidón d9paait;J.dos en órganos subcelul~res llamadoe amiloplastos, 

los cuales llegan a ocupar la totalidad de la célula. El 

endospermo posee células muertas con remanentes de núcleo, 

ribosomas, reticula endoplásmico y ARN. Asimismo poseen también 
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proteinas de varias clases, y algunas enzimas como: ¡>-amilasa y 

proteasas además de inhibidores de a-amilasa {17,36>. 

En estll!l cálulas también se encuentran cuerpon lipidicos cuyo 

contenido lo forman triacilglicéridos, asi como cuerpos protll!icos 

<36). 

1 (d) El embrión. 

El embrión esta form<i.do por el escutelo y por ol eje en:brionario 

<Fii;¡.A>. El primero es el órgano que forma el pase entre el 

endospermo y el eje embrionario y es el encargado de absorber los 

productos de la hidrólisis de las reservas y transportarlos hacia 

el eje embrionario en ct•ecimiento ( 17). Este órgano también 

participa en la movilización de reservas, ya que secreta en pocas 

cantidades, y al principio del proceso, algunas enzimas 

hidi-olíticas que actúan sobre las reservas del endosperr.io. 

Las células del epitelio del escutelo poseen cuerpos proteico~ 

rodeados de cuerpos lipídicos. también con inclusion~s de fitina. 

Las células del escutelo presmltan pared celular, mii:oc:ondrias, 

ribosomas, núcleo y algo d~ retículo endoplásmico, además de 

vitaminas, sacarosa y rafinoGa <36). 

Por su parte el eje embrionario <Fig.Al, conGis·ó:e en el hipocótilo 

que da origen a la hoja embriona~ia con su cubierta lla~nda 

cole6ptilo, la radícula con su protección, la coleorriza y por 

último la plúaula C36>. 

Las células del eje embrionario son células parenquimat~as y 

meristemáticas que contienen re:nervas de carbohidraton, co~o 

sacarosa, rafinosa y estaquiosa, además ée proteínas, 

triacilglicéridon y ~cides nucleicos. Poseen protoplastidios, los 

cuales dan origen a cloroplastos, además contienen núclen, 

ribosomas funcionales y mitocondrias C3b). 

Las células de las emtructuras antes descritas ac·tivan su 

metaboli~mc al hidratarse la semilla misma que al ancontrars~ en 

un medio con elevada humedad, inicia la captación d~ agua, 

fenómeno conocido como imbibición, mismo que constituye el paso 

inicial y esencial hacia la germinación. 
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2) Gqr1!ÜOaci~ 

La oerminación ~o puedQ dof inir corao una cadena de cambian que 

emph:iz.ut. con la absorción de agua y conducen 01 la ruptur•<i de: la 

cub:i.crtor. se<ninal por la rad!cula 6 por la plántula <14>. 

~n rraalidad este fenóm~no empieza desde antQE de que IDQ rcalica la 

ru~tura de la cubicrt~ 6Qminal; sin embargo s~ haca vi~ible 

mc:?diante este proce5o. La protU3i6n de la radícula s~ realiza 

mediiilntCl la c;longación calular cm la mayoría de les casos y e:n 

otros, ocurre prim111r.a.menta la división celular y daEpués la 

elcrn;¡ación. La 9~rminaci6n as producto da un conjunto do proceso$ 

-l'itoiol6Qico:-. y bioquímicos, come la respirnción, la ar.tividat:I 

enzimática y crganelar, la síntesis de proteínas y de ARN procesos 

que se inician a pocos minutos del comienzo de la imbibición, sin 

haberse hidratado completamente la saG>illa y que tembión preparan 

al embrión para el crecimiento <36>. 

2 <a> ViJs o::atabólicas productoras de energía. 

La producción de ATP, se lleva a cabo en el embrión y en 

de aleurona, en la primera hora de imbibición a 

la capa 

partir da 

sustratos de fácil utilización como sacarosa y oligosacáridos de 

r•afinosa <3), y se postula que es la glicólisis la via o:<idativa 

que se desarrolla en esta etapa, prcrlucióndcse etanol <compuesto 

que después puede ser transfcrc:iadc a Acetil CoA, y ser utilizado 

en distintas v!as metabólicas) <3>. 

A medida que la imbibición 

mitocondrias se diferencian 

de 

y 

la semilla 

también se 

pragre5a., 

incrementa 

las 

l ¿¡ 

concentración de 02 en la semilla., por lo que entonces se lleva a 

cabo la respiración aeróbica <17>. 

Otra v!a oxidativa que se realiza en las semillas, es el ciclo de 

las pentosas, el cual se lleva a cabo en el embrión en crecimiento 

(17,36). 

En cuanto a otras v1as metabólicas, en tejidos de raserva se lleva 

a cii.bo la (?-o:<idación, el ciclo del gl io>Ci lato y la 

gluconeogónesis (17,36). 
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2 (b) Sintesis de proteinas. 

Se ha demostrado que en se:uillas secas, se encull'ntran prosentes 

los componentes para llevar efecto la s1ntesis de proteinas, como 

son los ARNt, los ARN.m, los factores de inc~aci6n, los a:ninoácidos 

los ribosomas. Al hidratarse las semillas, $e incrementa el número 

de polisomas (3,17,36). 

La sintesis de proteínas se realiza en las primeros minutos de 

imbibición, y en sus inicios se efectúa a partir de ARN.:~ 

preformados y conforme aumenta la imbibición, a partir de ARNm 

sintetizados de no1•0. La síntesis de proteinas parece ser esenciol.l 

para la germinación de la semilla, pues si ósta no se lleva a cabo 

6 se disminuye, afecta a la germinación reduciéndose su velocidad 

o bien ocasionando la pórdida de la capacidad de germinar de la 

semilla (6). 

2 <c> S!ntesis de ARN. 

Con respecto a la síntesis de los ARNm en embriones de semillas 

secas, e~dsten ARNl:I denominados preformados, los cuales se 

sintetizan durante la formación de la semilla. Se dividen en dos 

clases: los esenciales para la germinación y los que no lo son 

(36>. Al iniciarse la germinaci6~ de la semilla, ocurre tanto la 

degradación de los ARNm preformados como la sintosis da novo de 

estos polinucleótidos (52>. 

Si el »egundo proceso se ve afectado, ello se reflaja dirocta~nnte 

en la velocidad con que la semilla germina; disminuye por 

consiguiente la probabilidad de que la plántula se establezca en 

el campo <52>. 

Al entrar los embriones a la fase de crecimiento, la sintesis de 

ARNm también es primordial, ya que tse sintetizan nuevos ARNm 

necesarios para la sintesis de proteinas caracter1sticas de esta 

fase <52>. 

2 <d> Sintesis de ADN y división celular. 

En los casos en los que la protusi6n de la radícula se lleva a 

cabo por elongación celular, tanto la replicación del ADN como la 
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divisi6n c:elular son 1'E'n6menos post-germinativo!il <36>, mi.entran 

que en los que la división c:elular ocurre antes que lL• elongación, 

la síntesis de ADN y la división c:elular s;e pr;:,sentan o:mtas de lu 

germinac:ión de la sevü l la (36). Recicntementa, SG ltil reportado la 

síntesis temprana de ADN (17). 

Los proc:esos bioquímicos antes descr-itoa, indii;;pens~bles par<:i que 

se lleve a cab:::i la 9erminac:ión, se realizan g:--ac:ias il la 

hidrólisis de las reservas de dis;ponibilidad inmediata. Los 

61·9ano::a donde se enc:uentran estas reservas non: el eje 

C?mbrionario, el escutelo y la capa de aleurona. Tanto las reservas 

como las enzimas encargadas de hidrolizarlas se encuentran en las 

c:élulas de estos órganos. 

Sin e~bargo, para que oe efec:túe el crecimiento del eje 

embrionario, y por c:cmsiguiante el c:rec:ir.liento heterotrófic:o de la 

plántula, es nec:esario un aporte mayor de nutrientes. Estos se 

obtienen por ;.iedio del proceso de movilización de reservils 

nutritivas de la semilla, que se encuentran almn<~~nadaa en C?l 

endospermo almidonase. El proceso de moviliz&c:ión do reserv<:ts se 

inicia después de la germinación de la semilla y consiste en la 

hidrólisis de mac:romoléc:ulas de alto peso molecular alr.iac:enada!3 <?n 

el endospermo., para. a su vez, convertirlas en formns pequefí~:rti 

fác:ilmente transportables a tejidos en crecimiento, muy activos 

metahólicamente <como el eje embrionario), los cuale<> las utili:.:e.n 

ya sea como fuente de energia ó como precursores en procesos 

sintéticos (36). 

La c:apa de aleurona es un tejido muy importante en el 

movilización de reservas, ya que sintetiza y secreta 

proceso de 

l.z:~ enz!ma!:i 

enc:.:irgadas de la hidrólisis de las reservas del endospermo, además 

do quo también secreta algunos nutrientes para el embrión, como 

son minsrales C:OGO ca•+ y K•, por lo qu~ la aleurona realiza la 

hidrólisis de sus propias reservas, ncc:osaria para dcc~~~Gfiar las 

funciones anteG m2ncionadas dur~nte las otapas finales de la 

germinación. 

3> Metabol ismp ru:t l.':ls ~élula!5 de la capa gg aleurona. 

Durante la germinación se inicia el cambio del metaboli~mo de la 

aleurona de un estado quiescente a uno totalmente activo, este 
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ú:tt:imo ya t:illl prerznnta durante 6'l proceno da «iovili:rLici6n da 

re!UO!rvas de la cmoilla (36). 

lluranto la hidrólisio d~ l~z res~rvas de las células de la capa de 

aleurona, so degradan inicialm?ntm los triacil9iicéridos do los 

cuerpos lipídicos por la a;::ción de una lipasa neutra. Dichos 

coopuestos constituyen una fuente importante de energia metabólica 

6 bittn puGZdon ser los precursoras para la sintesis d~ cor.;;_Jon~nta~ 

mecbranales (36>. 

La lipasa se encuentra ya sintetizada y unida a las cuerpos 

proteicos. Al hidratarse la semilla se inicia la movilización de 

esta lip.::.sa, de los cuerpos proteicos hacia los cuerpos lip1dicos, 

proceso que parece estar regulado por el ácido giberólico <ASu) 

(16>. Al aimmo tierapo, la llidr6lisis de los triacilglicéridos 

parece estar también regulada por el endospermo almidonoso. 

Junto con la actividad de la lipasa se presenta la de las enzimas 

de la (>'-ax idac i6n y la de las del ciclo del g 1 io:<i l ico. La 

actividad de estas últimas enzimas, según reporta Doig y 

colaboradores, es inducible por el ácido giberélico (15>. 

En cuanto a la hidrólisis de las proteinas almacenadas en la 

aleurona, éstas son hidro!izadas por una proteana preformada 

inicialmente. Posteriormente el AG!> induce la sintesis de no1•0 de 

otras proteasas, increme;itándose la concentración de nminoácidos 

lib1··es. Parte de los aminoácidos producidos por la acción de las 

proteasas son secretados hacia el endospermo almidonoso; tal 

secreción parece estar regulada por el giberélico (36). 

En lo que hace al metabolismo de los carbohidratos en las células 

de la capa de aleurona, al aplicarse ácido giberélico s"' libera 

glucosa y fructosa. Se ha observado que una parte de estos 

azúcares permanece dentro de las células y otra se secreta (la 

secreción posiblemente esté regulada también por el AGg) (36). 

Por lo que respecta a las reservas minerales, se ha encontrado que 

en las primeras 5 hat~as de la germinación se moviliza casi todo el 

K', Hg++ y Caº de las células de la aleurona. Estos iones tnl:'..bién 

se liberan hacia el endospermo almidonoso, y la solubilizaci6n de 

los mismos parece ser independiente de AGa, mientras que la 

solubilizaci6n da la fitina prob&blemente es dependiente dC!' una 

disminución de pl-l (36). 

En relación con lo anterior, coco es posible prever el prot:C!'!SO de 
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movilización da resoarvas an !liemillar; de trioo y "'º cereales tiL>ne 

la caracteristica. de ser fuer·temente regulado por las giberelinas 

<30>, fitohormonas que son sintetizad~s en el embrión da la 

semilla al hiúratarse esta estructura. 

4> La~ Gibqrel !.na;.. 

Las giberelinas son fitohormonas que qt.ilmicamente pertenecen a la 

clase de los diterpenos. Presentan cierta relación estructural con 

las hormonas esteroides de animales y a l~ fecha s;e han 

identificado 38 diferentes gi~erelinas {40>. 

Al hidratarse el embrión, en semillas de trigo se inicia la 

secreción del ácido giberélico, ya sea preformado ó sintetizado de 

novo, ácido que es l:ransportado hacia los órganos blanco como el 

~scutela y la capa de aleurona (30). 

La mayoria de !as giberelinao po•:a;:~n ~l esqwsileto carbonado del 

ent-giberelano con 20 carbonas, las otras han perdido un átomo de 

carbono y presentan 19 carbonos C30) CFig. 8). 

4 <i> Mecanismo de acción de las giberelinas. 

Se ha estudiado la relación estructura qu1.mica-activid<::.d biológica 

de las giberelinas y la pasible existencia de un receptor para 

estas fitoharmanas.Con respecto al primer punta, diversos autores 

(31,32,33,58,22) postulan que las giberelinas con actividad 

biológica san aquellas con esqueleto C1? y con C!l anillo de 

lactona y-C-~~. con un grupo hidr6xilo e~ ~ on al CD y con 6 sin 

grupos metilo en el C2, como es el caso d~l AG~. 

La hidroxilación de los C2 y Cs, disl!linuye la activ!.dad biológica 

de las giberelinas. La presencia de un grupo carbaxilo libre ~ el 

Ca, parec!O! ser necesaria para la actividad biológica; 

probablemente porque 'forma parte del reconocimiento dE> la hormona 

por el receptor (55>. 

En relación al segundo punto, .,;obre la posible existencia de un 

receptor para giberelinas, se ha postulado tanto un receptor 

citaplásmica <63> como uno membrana! C23>. 

En cuanto al citos6lico, se ha identificado un receptar 

naturaleza proteica en hamogenados de hipocótilo de pepino 
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chichara, que •..me r~ver&ible111ente "H-GA4 a un pH óptimo de 7.5, es 

saturable, de .:ilta afinidad, especifica para giberelinas can 

actividad biológica y no uno otras fitohormanas como el ABA (63). 

Por su parte, Hoaley y colnboradores <23), r·epartan la pasible 

e::istencia de un receptor membranal en aleuranas de avena, este 

receptar es capaz de unir covalentemente a di;,rivados de 

giberelinas con actividad biológica y al parecer se encuentra en la 

superficie e::terna de la mi;,mbrana, puesta que entre otras cos"1s 

une suero anti-idiotipos del anticuerpo monoclonal de AG4. 

12 17 
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Figura B. Estructura del ent-giberelano (33)_ 
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Algunas autores han propuesta un mm.=anisr.ta isimilar al de la!:I 

hormonas esteraides en animales para las gibert?l inas dada la 

similitud qu.ímica entre ellas, pero aún no s.~ ha podido comprobado 

que és·l;e se llave a cabo en las gibareli.n.!ls <23>. 

4 (ii) Efacto de la!3 giborelinas sobre la capa do aleurana. 

En la movilización de reservas en semillas de cereales, el ácida 

~iberélico regula, en la aleurona y en menar grado en el e~cutelo, 

la s.íntesis y/o la secreción de enzimas hidrollticas, la síntesis 

de proteínas y de ARN, la pral i feraci6n del reticulo endoplásmico. 

la formación de glioxisomas y de> vesículas liscsomales y el 

incremento de la permeabilidad de las membranas de las células de 

los órganos blanco <3,40l. 

5> Movilización de 1ª2_ res<?rv;m Qg_l §!ndospPormo. 

5 (al Hovi l ización de las 1·eservas proteicas. 

Las reservas proteinicas del endospermo se encuentran dentro de 

los cuerpos proteicos. Las proteínas son hidrolizadas por la 

acción combinada de proteasas y cu.rboxipeptidasas, sintetizadas de 

"º''º en la capa de aleurona. Los productos de la acci6n de estas 

enzimas son póptidos pequei'íos y aminoácidos libres·, los cuales son 

absorbidos por el escutelo que finaliza la hidrólisis de los 

péptidos a. aminoácidos libres. transportándolos posteriorm<:Ente al 

eje embrionario <3l. 

De la misma manera, la fitina de los cuerpos prot~icos previa 

solubilización, es hidrolizada por la fitasa y los iones son 

solubilizados (36,30). 

5 (b) Movilización de las reservas lip1dicas. 

La hidr6lisis de los triacilglicóridos do los cuerpos lip1dicos, 

se inicia poco despuós de la imbibición. Las lipasas que raalizan 

este proceso, ó son preformadas y se encuentran en el endosperQo 6 

bien se sintetizan da novo en la aleurona. Estas enzimas 

hidrolizan el enlace ester de los triacilglicéridos, dando como 
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resultado glicerol y ácidos grasos libres <3>. 

El glicerol puede ser incorporado a la glic6lisis y 

9:-asos a su vez son oxidados en ln (3-o:<idaci6n, hasl:« 

(compuesto que puede ser utilizarlo en la via da 

los ácidos 

Acetil-CoA 

los ácidos 

tricarboxilicoa o bien, ser el sustrato en el ciclo del glioxilico 

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

5 (c) Novilizaci6n de las reservas do carbohidratoa. 

El almidón es la reserva de c:arbohidrato!:i más abundante en 

semillas de trigo, esta co~puesto por cadenas lineares de glucosa 

Camilosa> con enlaces gluc:osidicos o.: <1--1> 4> y por cadenas 

ramificadas de glucosn Camilopectina> con enlaces a (1-- I> 4> y a 

<1--1:> 6). 

Estas cadenas son hidrolizadai; por un conjunto de enzill>éls, h<>.sta 

glucosa y unidades de maltosa, las cuales son: 

i) a-ami lasa. Es una endoamila.::.:i que hidroliza enlaces 

glucosídicos a <1-- ~ 4>, tanto de las cadenas da amilosa como de 

amilopectina, d<:mdo como r¡¡¡sultado glucosa y c:>altosa libres, en el 

primer caso y en el segundo, además dextrinas límite. 

ii) {r-a.aiilasa. Es una exaamilasa hidroliza también enlaces 

9lucosídico:;:; a < 1-- El- 4) y de su acción sobre la ami losa, resultan 

unidades de maltosa lib1·es, y en el caso de la a.milopectina 

resultan además dextrinas limites. 

i ii) Enzima desramificadora y dextrinasas limite. Hidrolizan 

e~laces glucosidicos a (1-- El- 6) de la amilopectina. 

iiii) a-glucosidasa. Esta enzima hidroliza unidades de maltosa 

para dar como producto glucosa libre. 

Tanto la glucosa como la maltosa libres son absorbidas por el 

escutelo, el cual finaliza la hidrólisis de las unidades de 

maltosa y sintetiza sacarosa, misma que es transportad<>. hacia el 

eje embrionar~io <3,3,,38). 

El funcionamiento eficiente de las enzimas encargadas de la 

movilización de reservas de la semillas, depende de el e~.brión y 

del resto de la semilla; mientras que la viabilidad de la s;emilla 

y la asimilación de los nutrientes producto de la movilización de 

las reservas, depe;nde del embrión. El desempeno adecuado y 

coordinado de estas estructuras, auguran un establecimiento óptimo 
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de la pl.:1.ntula aún en condiciones ambientales adveraaa. 

Lo anterior e~ reflejo da una realización adecuada t~nto de las 

funciones fita:iol6gic.:i.s cor.to bioqu..!.c:iicas dre las estrm:turas de la 

semilla, aéemáo da otros factor1:m cor~<.:> es la car9a 9en<1-tica ele la 

misma, todo le cual conforman el vigor de la se~illa. 

El vigor definido por la ISTA (~1>, es la suma total da aquullas 

propiodades de la semilla que determinan el nivel de actividad y 

comportamiento de lu. semilla o de un lote de semillas durante su 

germinación y emergencia de la plántula. Las semillas que se 

comportan bien se llaman semillas de alto vigor y semillas que se 

comportan pobremente son denomine;das de bajo vigor. 

De una manera práctica, el vigor es una medida de la habilidad de 

la semilla para emerger y crecer rápidamente y bien después de la 

germinación en condiciones no óptima:; (52). 

Al vigor de la semilla lo modifican diversos factoras como 

san: 

a) El genotipo de las semillas. 

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

c) Condiciones de maduración y estado de maduración do la semilla 

al mc~Ento de la cosecha. 

d) Tama!'ío, peso y peso volumétrico de la semilla. 

e) Deterioro y Envejecimiento. 

f> Agentes patógenos. 

Con respecto al deterioro, éste causa una disminuci6n en el vigor 

de las semillas inicialmente, hasta llegar a eliminar la capacid~d 

de germinación de las mismas. El deterioro es resultado de una 

compleja interacción del tiempo, la temperatura, y de otros 

factores ambientales que causan alteraciones en 

finalmente la muerte (46). 

las semillas y 

El envejecimiento de la semilla es equiparable al deterioro, sin 

embargo, ambos fenómenos son distintos a la senesc~ncia, pues 

mientras los primeros son eventos no programados dentro de la 

semilla y sin consecuencias benéficas para ella; el segundo 

fenómeno, la senescencia, es producto de un desarrollo natural de 

la planta que tiende a ocurrir en momentos definidos del ciclo de 
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vida de estos orgnnismos y parece tener un valor fisiológico 

favorable para la planta <46,4·4>. 

7) Determinació!l del vigor: gg \,!!}. lo1;e i:!Q senli lla7. 

Para cuantificar el vigor de un lote de semillas y por ende, la 

calidad del mismo, asi coma la disminución en este parámetro, se 

han reportado varias pruebas que abarcan tanto la ge1•minabilidad 

de la semilla como el crecimiento heteratr6fico de la nueva 

plántula. Entre estas pruebas se encuentran: 

a> La germinabilidad de un lote de semillas, determinada a través 

del porcentaje de germinación presentado par el lote a un tiempo 

det~rminada, siendo la p~rdida de la viabilidad la prueba más 

obvia de que la semilla ha pe~dido calidad Al mismo 

tiempo, la baja germinabilidad de un lote demostrada en 

condiciones de laboi-atoria, evidentemente dará como resultado un 

bajo porcentaje de emergencia de las semillas en el cam?o <46>. 

b) La velocidad de germinación de un lote de semillas; esta prueba 

es más sensible a lu disminución del vigor que la pérdida de 

viabilidad, ya que la velocidad de protusi6n de la radícula se 

disminuye antes de que ésta pierda la capacidad para elongarse 

<46). Dentro de esta determinación también se toma en cuenta la 

sincronía del lote al germinar, ya que una variación en este 

último aspecto puedo ser indicio de un cOlllienzo de deterioro. 

Existen otras pruebas que se aplican después de que la semilla ha 

germinado como son: i) la velocidad de acumulación de peso seco 

<velocidad de crecimiento> en la radícula y el cole6ptilo de la 

plántula ii) las anormalidades presentadas en estas est1·uctw·as y 

iii) la prueba de envejecimiento acelerado, en 1<1 cual se 

almacenan las semillas a humedad saturante y a 40°C, por 72 horas, 

al término de este tiempo <>e aplican las pruebas antes menc:ionadas 

y el lote que obtenga mejores resultacos es el mtls vigoPoso 

Ull 1 46). 

Además de lo anterior, se han propuesto diversas actividades 

enzimáticas como indicadoras de la viabilidad y del vigor de las 

semillas como son : la de la fenolasa, la peroxidasa, la ca.talas~, 

que se ha observado que disminuyen en relación con el incremento 

del deterioro, sin embargo hasta ahora no han sido indicador12s 
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precisos de la disminución del vigor de las semillas (46). 

8) E,ru:tores pe! deterioro. 

La disminución del vigor de las semillas, es cauGado tanto por 

factores fisicos como biológicos que Ge encucmtran en el almacén 6 

en el campo <41,46). 

Entre los factores fisicos tenemos a la humedad, la temperatura, 

la atm6sfmra de alaacenamiento do la semilla, el daf'ío mecánico 

sufrido durante la cosecha. Entro los biol69ico$ tenetno~, la 

invas i6n por hom;;1os, insectoG y roedores <41, 46). 

Entro les primeros, los más importantes son la temperatura y la 

humedad, un manejo eficiente do estos dos factores minimiza los 

cambios sufridos por la semilla durante ol almacenamiento (46). 

8 (a) La humedad en el almacén. 

Las condiciones de almacenamiento óptimas, son a una humedad 

relativa del 20'l. y a una temperatura entre O y 4 ºe, a este 

repocto existen condiciones particulares óptimas de almacenamiento 

para cada especie (46>. 

Un aU.Qlento en la hunooad relativa liln el almacén, ocasiona un 

incremento en el contenido de agua de la semilla, q~e idealmente 

al ser almacenada debe de ser del 5 al 13"1., ezte incremento de 

agua desencadena varios procesos en la semilla como son: i) Un 

aumento en la respiración.- Al aumentar la humedad del almac~n. la 

respiración de la semilla se incrementa, ocasionando una elevación 

e:n la temperatura y en la concentración de coz en el almacén, 

creándose una atmósfera de anerobiosis que causa el deteriol'o de 

las semillas. Ya que la respiración se realiza gracias a las 

reservas de disponibilidad inmediata de las mismas, éstas 

disminuyen, o~asinnando esto probablemente una menor velc~idad de 

germinación de las semillas (3,41). iil Daños funéionales.- Al 

incrementarse la cantidad de agua libre en la semilla, se disparan 

algunas funciones bioquimicas caracteristicas de la germinación, 

que al no poderse llevar a término por no encontrarse la semilla 

en condiciones adecuadas sufren da~os disminuyéndose asi el vigor 

de la semilla (46). 
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8 (b) La temperatura en el almacén. 

Con respecto a la teciperatura, un incremento tanto en la 

temperatura como en la humedad del almacén, además 

incremento en la r.:;¡:¡piraci6n de la semilla, favorece 

tanto de hongos como de insectos que causan da~os en 

<3,41,46). 

9> Efectos Qg_!_ deterioro grr la semillª. 

9 <a> Alteraciones Fisiol6gicas. 

causar un 

la 

invasi6n 

semilla 

Entre los efectos reportados del deterioro sobre la fisiología de 

la semilla están, una disminuci6n en la velocidad de germinación y 

de crecimiento de la misma <3,46>, la pérdida de la capacidad de 

formaci6n de raíces en embriones de trigo env<>jecidos <18>, además 

de anormalidades en las plántulas (41). 

9 (b) Alteraciones sobre la ultraestructura celular. 

En células de embriones envejecidos, se ha observado que estos 

presentan una coalescencia en los cuerpos lipídicos, las membranas 

perecen sufrir un retraimiento, los núcleos presentan forma 

lobulada, las mitocondrias y plastidios presentan perfiles 

distorsionados y se disminuye la formación de polisomas (3,46). 

Aunado a lo antarior, las células de semillas deterioradas son 

incapaces de responder osm6ticamente manifestándose ello en una 

salida de metabolitos de las células y de las semillas, salida que 

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

9 <c> Alteraciones moleculares. 

Se han reportado tanto daffos en lípidos co~o en proteínas <46>. 

Con respecto a los primeros, se ha observado que semillas con alto 

contenido de lipidos como reserva se deterioran rápidamente, 

parece ser producto de la degradaci6n de estas moléculas 

posiblemente a reacciones de peroxidaci6n que ocurren 
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almacén, o a la acción de lipasas ya sea de la semilla o d~ la 

microflora circundante (46). 

En lo que se refiere a las prote1nas, estas cumplen dos funciones 

en la semilla, sirven cama compuestas de reserva o bien como 

enzimas, por ella se registran efectos del deterioro sobre ambas 

funciones. Con respecta a la primera, se observa un cambio en las 

propiedades de solubilidad de las prcteinas conforme se increment~ 

el tiempo de almacenamiento de la semilla, la cual indica que 

existen alteraciones en la estructura de estas moléculas, como 

serian fenómenos de prateólisis 6 polimerización de las mismas 

(3,46). 

Con respecto a la función enzimá.tica, se l"epartan varios casos de 

reducción de ciertas actividades enzimáticas conforme la semilla 

se deteriora r.:omo son: la de la ¡?-amilasa, a-amilasa, catalasa, 

entre otras <3, ·16). Esta disminución en la actividad de estas 

enzimas no se sabe si se debe a un efecto sobre la actividad m1smu 

de la enzima, o bien a una menor slntesis de la prote1na. A esta 

respecto, se observa ta~.bién un retraso en el cambio del perfil de 

isaenzimas durante la germinación en s2mi l las deterj.aradas, o 

bien, éste cambio no se lleva a cabo, 

peroxidasa en arraz. (46). 

como es el caso do la 

En cuanta a los carbohidratos parece ser que ocurre un consurao de 

las reservas de primera utilización, coma seri" el caso de la 

rafinosa (3), probablemente par la respiración que sa lleva a cabo 

durante el almacenamiento. 

9 <d> Alteraciones funcionales. 

Entre las alteraciones funcionales causadas por el deterioro, se 

ha reportado que disminuye la cantidad de ATP en las células de 

semillas deterioradas, esto puede ser consecuencia de una mala 

formación estructural de las mitocondrias al iniciarse la 

germinación, por lo tanta son incapaces de sintetizar ATP <3,46). 

Aunada a lo anterior, la capacidad de sintesis de proteinas en 

embriones de semillas deterioradas es menar en comparación con la 

presentada por embriones de alto vigor. Lo anterior, en parte se 

puede deber a una degradación de ARNm preformados o a una 

disminución en la sintesis de los mis~as, a bien n un da~o en las 
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componentes de: la maquinaria de sintesiss de protra.lnas., como un 

menor número de polisoma5 que se ha obuervado !!le presenta en 

sei:lillas de bajo vigor ~3,46). 

se reportc.\n trunbién Asimi~mo, en grados eKtremos de deterioro~ 

ctc.ftos en el ADN., aberr·ac:iones cromos6micas, y un ret~rdo en la 

división celular <3,46). 

A la luz de las alteraciones mencionadas 

deterioro, y ya que en la semilla de trigo 

pt·oduc ido.a 

el almidón 

por el 

es el 

principal compuesto de reserva, una disminución en la actividi:ld de 

las enzimas involucradas en su hidrólisis como por ejemplo la 

a-amilasa, se reflejar.la ampliamente en el proceso de movilización 

de reservas y por lo tanto en el crecimiento heterotr6fico de la 

plántula. Esta enzima, como ya ha sido mencionado, participa en la 

nid,..6lisis del almid¿'.n después de que la germinaci6n ya se ha 

llevado a cabo. La actividad de a-amilasa en semillas detQrioradas 

de trigo puede ser un indicio del funcionamiento de la aleurona en 

ellas y por ende, del funcionamiento general de la semilla durante 

la movilización de reservas. 

Por ello, el estudio de esta enzimi:I en relación al vigor de las 

semillas se vislumbra como importante, siendo este una de las 

objetivos del presente trabajo, por lo que se expondrán varias de 

las caracteristicas estructurales y enzimáticas de la a-amilasa, 

además de la regulación de su sintesis y secreción en la capa de 

aleurona y su relación con el vigor de la semilla. 

Se ha reportado la estructura tridimensional de la a-amilasa 

pancreática de puerco (7), que es similar a la de otras fuentes. 

Consta de una sola cadena polipéptica con 496 residuos, posee 5 

puentes disulfuro y dos grupos tiol libres; la enzima requiere de 

un i6n Ca++ escencial para su integridad estructural. En .ry.-ami lasa 

del Grupo 2 de cebada, se repartan (58) 403 residuos de 

aminoácidos, y para el Grupo 1, 41'!. 

Por su parte, en trigo se reporta que la a-amilasa no posee grupos 

sulfhidrilo <60). Se identifican tres dominios en la a-amilasa 

pancreática (7), conocidos como A, By C. El dominio D se une nl A 

por un puente disul furo y por el i6n Ca++, el C está unido al A 
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por la cadena polipeptfdica. En el dominio C se encuentra la 

secuencia donde se unen los carbohidratos al ser glicosilada la 

protc;?fna, aunque en trigo y cebada se reporta que la e<-amilasa no 

está glicasilada <25). 

El sitio activo de la enzima se encuentra en una hendidura situada 

entre el dominio A el B, el sitio de unión a el i6;i Ca 
++ 

está. y 

formado por un Asn y una His del dominio A y por dos Asp del 

dominio B. El ión Ca 
++ 

estabilizar el sitio activo de la parece 

enzima por la inducción de un puente iónico entre los dominios A y 

B" E:<isten seis regiones bien conservadas entre las cr-amilasas. de 

distintas fuentes <57>, regiones que comprenden residuos de 

aminoácidos que participan en la unión del sustrato y la 

catálisis, asf como en la unión a el ión ea++. 

11 > Propiedades enzimáticas de la ct-a:ni lasa. 

Tkachuk y colaboradores en un estudio <60) efectuado con a-amilasa 

de;? trigo dura rojo de primavera, reportan un peso molecular de 

45000 daltones determinado por coeficiente de sedimentación y de 

42500 daltones por electroforesis desnaturalizante; 

isoeléctrico de esta enzima es de 6.1 a 6.2. 

el punto 

La actividad enzimática presenta un pH óptimo de 5.5 a 5.6, y una 

actividad especifica de 1465 µmale3 de maltosa por min por mg de 

proteína a 25 ºc. 
La enzima es estable a 50 ºc, y por tiempos cortas también lo es a 

60 y 70 ºc, presenta una relación lineal en una gráfica de 

Arrhenius de 20 a. 60 ºc, con una Ea de 8. 71 kcal mol - 1deg,-1
• 

12) l5oenzimas de e<-amilasa._ 

Se han reportado varias isoenzimas tanto para ~-amilasa de trigo 

como para cebada, que presentan un peso molecular muy semejante y 

se clasifican según su punto isoeléctrico. Las isoenzimas 

reportadas en trigo son más 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.!. producido por el loci 

( a-A:>y 1) en el grupo de cromosomas 6, los p.I. de esta21 enzima.SI 

van de 6.3 a 7.5. El Grupo 11 a de Bajo p.I., codificadas por el 
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loci ( c:-Amy 2) en el grupo de cromosomas 7 cuyos puntos 

isoeléctricos que van de 4.9 a 6.0 <37). Las isoenzimas de. un 

mismo grupo proscmtan patrono!5 protaol! tices muy semejantes, pero 

entre los grupas estos son diferentes (26>. Al mismo tiempo SU!ll 

cADN presentan un 78'l.. de homologia entre grupot:;. 

Asimismo, difieren en la temporalidad de aparición daspués de la 

germinación y en su regulación. Lus i$ocnzimas del Grupo I, son 

las más abundantes, apar·ecen más tempranamente en comparación con 

las del Grupo 11 y son las que más contribuyen a la actividad 

total de a-aruilasa C24>. 

Las isoenzimas del Grupo 11 aparacen despu~s de las del Grupo I, y 

contribuyen en menor proporción a la actividad de;, a-ar.iilasa <24>. 

En cebada al igual que en trigo se presentan dos grupos también. 

Las del Grupo II o de Alto p.!. que van de 5.9 a 6.6, codificadas 

por el loci Cc:-A::iy 1 > en el cromosoma 6 y el Grupo I o de Bajo 

p. 1, producidas por el loci <c:-Aay 1 > en el cromosoma 1, y sus 

p.I. van de 4.6 a 5.2 C42,49). 

En cebada las del Grupo I o de Bajo p.I., aparecen más 

tempranamente y son activas hasta de!llpués de 40 horas 

aplicado AGa en aleuronas, las dml Grupo II o de 

de h.i;berse 

Alto p. l. 

aparec:ren después de 12 horas de incubación con AGa y a m.:i.yores 

concentraciones de esta f-itohormona, su actividad declina después 

de las 32 horas de incubación con AGa C26,42>, 

El significado fisiológico de que existan dos grupos de isoenzimas 

parece estribar en el hecho de que las isoen:::imas que aparecen 

tempranamente son más activas sobre gránulos de almidón 

insolubles, mientras que las que aparecen después, 

gránulos solubles (17>. 

lo son sobre 

Se ha t'eportado que el ácido giberélico regula tanto la 

transcripción de algunos genes en la aleurona como la traducción 

de algunos ARNm. Al agregarse ácido giberélico a aleuronas 

aisladas se observa una disminución en la sintesis de ARNm total y 

de ARNr en comparación con la encontrada en ausencia de Aes (27), 

acompa~ada de un incrementa en el nivel de ARNm de a-amilasa (2). 

Este último se presenta a las 8 horas de incubación con AGs y 
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coincide con la cin¿tica de aparición de la actividad de ~-amilasa 

(2). 

Z~iar y colaboradores reportan que este aumento observado en e! 

nivel de ARNm de a-amilasa se debe en parte a una mayor velocidad 

de transc1•ipci6n de los genes de esta enzima, y probablemente 

también a que el AGa provoque una mayor estabilidad de los ARl\lm ele 

a-amilasa sintetizados <64>. A nivel de traducción, se ha visto 

que en presencia de AGs, se disminuye notablemente la Gintesis de 

otras proteinas diterentes de 01-amilasa, y se aumenta la de esta 

proteína misma que constituye el 60% de la protelna sintetizada 

(49). 

Con respecto a este último aspecto, el aumznto de la proteína 

sintetizada no corresponde a la cantidad de ARNm de a-amilasa 

sintetizada, por lo que se piensa que el AGs ejerce un efecto 

adicional sabre la traducción de ARNm de esta enzima <49>. 

La síntesis de los mensajeros de las isaenzimas de a-ami.lasa se 

regulan, al parecer, distintamente. En trigo se ha reportado quD 

la acumulación de ARNm de los das grupos de isaenzimas ss inicia a 

partir de las 12 horas:; de incubación de aleuranas can AG:i siendo 

máHima a las 24 horas. El ARNm del grupo ADy 1 <Alto p.!.) 

disminuye a las 48 horas de incubación, mientras que el del Amy 2 

(bajo p.I.> se sigue incrementando hasta las 96 horas de 

incubación con AGs (37>. 

En cebada se observa algo semejante. El ARNm de las isoenzimas de 

Bajo p. l., se c;ncucmtra presente en pequefia,;¡ cantidades sin 

adicionar AG:i; al adicionar esta titohormona se incrementa su 

concentración hasta las 48 horas. En relación con las de Alto 

p.I., el ARNm de estas isoenzimas aparece a las 8 horas de 

incubación con AGs a mayores concentraciones que con las que 

aparece el ARNm para el Grupo I, desapareciendo e! ARNm de las 

isoenzimas del Grupo 11 a las 24 horas de incubación <43). 

Al mismo tiempo, se han encontrado regiones importantes para el 

control de la e:{presión de las genes tanto del laci A:iy 2 como dul 

Any l. En ol primer caso éste se encuentra a 300 pares de bases a 

la izquierda del inicio de la transcripción, y en el segundo, a 

600 pares de bases <24>. A este respecto, Du Lee y colaboradores 

C45> reportan que una prote1na inducible por AGa se une en un 

segmento del gen ~Y 2 a -143 pares de bases en aleuronas de 
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a1·roz, lo cual postula a estas regiones como reguladora'" en la 

e:<presi6n de los genes de a-ami lasa. 

La posible regulz.ción de la síntesis de c.-amilasa por Ca++, se 

propu5lo a r<:11;: d¡;i que se observó que cuando se agregaba Ca+-> al 

medio do incubación con AG:i, se incrementaba la producción de la 

actividad de a-amilasa en aleuronas de cebada (10>. 

Se propuso que el Ca++ actuaba a nivel de transcripción y de 

traducción. Sin embargo, a fech~ sa sabe que es a nivel 

traduccional. A este respecto Jon9s y colaboradores (29) reportan 

que el calcio no se requiere para la slntesis de ARNm tanto de las 

isoenzimas de Alto p.I. como las de Bajo p.I. de cebada. El 

control de la s1ntesis de este nuc:le6tido parece ejercerlo 

únic.::unonte el AG3. 

En cuanto a la síntesis del péptido de c:x-amila,;a, en presencin de 

AGa y ele ca·>+, se observa en cebada !a máxima producción del mismo 

<8>, en comparación a cuando sólo esta presente el AG::i. 

Ya que la a-amilasa es una metaloenz:ima que contiene Calcio, se ha 

estudiado la estabilidad de la enzima sintetizada en presencia de 

este ión, sobre esto, Bush y colaboradores (8) reportan qun el 

Ca++ no incrementa significativamente la estabilidad tanto de la 

actividad enzimática secretada como la de la proteina en si, de 

los dos grupos de iso2nzimas de cebada. 

El papel importante del calcio en relación con la a-amilasu. pnrece 

estar en la secreción de las is->enzimas de Alto p. I.. En ausencia 

de calcio no se observa la acumulación en el medio d" las 

isoenz1mas de Alto p.I., principalmente. Asimismo~ se ha obsorvado 

qu" para la secreción de estas isoenzimas es necesaria la 

presencia continua de Calcio y que 6sta tambi6n es dependiente de 

la cancentr~ación del ión en aleut·anas y en protop!astos aislados 

de estas células CBl. 

Lo anterior indica que la actuación del calcio en la secreción de 

las isoenzimas de Alto pl. es tanto a nivel de pared celular como 

ha sido propuesto por algunos autores, como a nivel de membrana 

celular <B>. 
Aunado a lo anterior, y puesto que el calcio del citoplasma e<:> utilizad 
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tanto para la sintesis de a-amilasa como posiblemente 

secreción, Bush y colaboradores <9>, han indicado que la 

medida de calcio en el citosol no es suficiente para la 

que implica la síntesis de a-amilasa. Ellos demuestran que 

para 5U 

cantidad 

delilanda 

en el 

retículo endoplásmico existe una concentración mayo1· en un orden 

de magnitud en comparación con la del citopl.:isma. El calcio es 

acumulado en esta estructura por una bomba de calcio dependiente 

de ATP, siendo esta acumulación estimulada 

AGa. 

importantemente por 

Ya que el 1·eticulo 

procesamiento de la 

endoplásmico 

a.-amilüsa, 

es 

los 

un órgano 

autores 

involucrado 

que 

en 

la 

regulación del flujo de calcio del citoplasma 

endoplásmico por el AGa es una manera de 

sintesis de e<-amilasa por el AGa. 

proponen 

hacia el retículo 

regular también la 

En cuanto al procesamiento y secreción de la et-amilasa, se ha 

observado que los péptidos no proces.'.ldos de a-amila!Sa poseen una 

secuencia señal C51>, lo cual implica un procesamiento de los 

mismos en el reticulo endo¡:;lásoico. Lo anterior se corrobora con 

el hecho de que se han encontrado péptidos recién sintetizados de 

esta enzima en el lumen del retículo endoplásmico, por lo que se 

po!:itula que el roticulo endoplásmico participa en la via de 

secreción de la C'.-amilasa C39), 

se ha observado, por métodos 

cx-amilasa (19). 

junto con el Aparato de Golgi, qu2 

imunocitoquimicos, que trunsporta 

15> Procesamiento de las isoenzimas de cx-amilasa. 

Se ha propuesto qua la diversidad de las isoenzimas que existen de 

et-amilasa, puede originarse por un procesamiento diferente de los 

ARNm sintetizados o bien por un proce$amiento post-traduccional de 

los péptidos sintetizadas (491. 

Con respecto a la segunda pasibilidad, Jacobsen y colaboradores 

(25), reportan que algunas isoenzimas de Bajo p. l. en aleu1·onas de 

cebada, se originan por una modificación cavalente de los péptidos 

de las isoenzimas al ser secretadas Tal modificación disminuye el 

punto isoeléctrico de las proteinas secretadas al medio, por lo 

cual los precursores pueden ser observados dentro de las: células 

de la aleurona con un punto isoeléctrico mayor al de lo$ péptidos 
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que dr1n origen (25). Esta modificación no f]arcce ser una. 

glicosilación ya que las isocm;:imas de ceb.:ida y de trigo no se ha 

visto qu~ sean glicosiladas \57,25). 

16) Actividad de oo.-amilasa Y. fil! re?lac:;_ó!l !;QU e1 y_ic;gr de la 
semilla. 

Se ha relacionado la dis~inución de la actividad de la en;:ima 

a-amilasa con la disminución del vigor de las semillas da trigo. A 

este respecta, Aspinall y colüboradares en 1977 (1) reportan quo, 

en aleuronas de semillas de trigo alme.c:enildas por lapsas, la 

ilctividild de a-amílasa secretada disminuye al igual que la 

capacidad de responder al ácida giberólico. Dicha disminución s~ 

correlaciona con el decremento en la velocidad de germinación 

observada en la semilla. 

Asimismo, también se ha relacian.::ido la heterasis <vigm· tlibrido) 

con la concentración endógena de giberelinas (50). Por lo tanto, 

los procesos regulados por ellüs, como la velocidad de 

germinación, el crecimiento subsecuente de la plántula y !a 

sintesis de oo.-amilasa, pueden ser una manifestación de la 

heterosis en plántulas de maiz. 

En este estudio <50>, se demostró que los hibridos tenían una 

mayo1• velocidad de germinación que los padres. Lo misma se 

presentaba con el contenido de GA1 y G!l<hib1an una Clayor actividad 

de c-amilasa, extraída de semillas y de plántulas. Por ende, la 

heterosis se manifiesta en los niveles de a-amilasa de las 

semillas, lo cual les conferiría a las plántulas hibridas una 

ventaja inicial al germinar y crecer 

comparación con plántulas na híbridas. 

más rápidamente en 

Tambien se ha estudiado la actividad de <'.lt-amilasa, en relación con 

la carencia o estrés de agua en hojas de cebada <28>. En este 

estudio~ realizado ~n plántulas de este cereal sometidas a un 

estrés de agua, se observa que en las hojas se increm~nta la 

actividad de a-amilasa en comparación con la flresentada par hojas 

no estresadas. Se comprobó que el incremento de actividad de e'1ta 

enzima se debe a ·Jn aumento en la concentración del ARNm de 

e-ami lasa. 

La e:{plicación fisiológica de este fenómeno podría ser que la 
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planta tiene necesidad de transportar nutrientes como monomóros de 

azúcar a otras partes de la misma con mayores probabilidades de 

sobrevivir <2Bl. 

Por el contraria, en aleuronas de cebada sometidas; a un choque de 

alta temperatura, se observa una disminuci6n en la actividad de 

a-amilasa producida por ellas (57). Esta disminuci6n que se 

cooprob6 que se debía a una reducción en la sintesis de proteínas 

de la aleurona, y por consiguiente, en la sintesis del péptido de 

a-amilasa. Asimismo, la menor sintesis de proteinas que se 

determinó, no se debía a un da!:"ío en el retLculo endoplásmico sino 

posiblemente a que éste órgano se reorganiza de manera tal que 

no es capaz cie llevar a cabo la sintesis ó el transporte 

proteinas secretorias. 

Por otra parte, en nuestro laboratorio (59) se determinó 

semillas de trigo con bajo vigor presentan una menor actividad 

ya 

de 

que 

de 

ct-amilasa comparada con la e::hibida por c:.!euronas control. A los 5 

dias de haberse sembrado, periodo en el cual se presenta la má:<ima 

actividad de ct-amilasa, se observó una actividad para plántulas 

control de 0.87 unidades de a-amilasa por individuo contra 0.58 

unidades de a-amilasa por individuo en plántulas deterioradas. 
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OBJETIVO. 

En vista de que tanto el crecimiento heterotr6fico de la semilla 

como su velocidad dependen de la disponibilidad de nutrientes 

producidos por la hidr6lisis de las reservas de la semilla, y de 

que este último fen6meno se produce gracias a la acción de enzimas 

hidroliticas sintetizadas y secretadas por la capa de aleurona, 

una alteraci6n en esta función se manifestarla en ~;1a disminución 

de la velocidad de crecimiento de la plántula y del crecimiento en 

sí de la misma. Por lo tanto, disminuiría el vigor de la semilla. 

La síntesis y secreción de la enzima a-amilasa en la capa de 

aleurona de cereales es un fenómeno· estrictamente rE?9ulado. La 

acción biológica de esta enzima parece ser fundamental para el 

crecimiento heterotrófico de la plántula y para su sobrevivencia. 

E~ posible determinar, con base en los antecedentes mencionados 

(en relaci6n a que disminuciones en el vigor e:"' la semilla ó 

fenómenos de estrés sufridos por ella modifican la actividad ó la 

síntesis de esta enzima>, que la producción de la actividad de 

a-amilasa es un mecanismo probable de adaptación de las semillas y 

por consiguiente, de la plántula al medio ambiente. En 

consecuencia, constituye una parte importante del vigor de la 

semilla. 

El estudio de la producción de la actividad de a-amilasa en 

aleuronas aisladas de semillas deterioradas constituye un modelo 

importante para el conocimiento de la regulaci6n de la sintesis de 

la a-amilasa y, al mismo tiempo, 

deterioro en las semillas y en 

fenómeno. 

para ahondar en los efectos del 

la respuesta de éstas a este 

El objetivo de este trabajo, por ende, es el determinar por qué en 

semillas deterioradas se produce una menor actividad de ot-amilasa. 

Con el propósito de alcanzar dicho objetivo general, se plantearon 

los siguientes objetivos particulares: 

1> La selección del material biológico a utilizar. Se seleccionó 

como material de estudio a semillas de trigo <Triticun aestivum> 

var. Tonichi, las cuales ofrecen la ventaja, como todo!:> los 

cereales, de poder separar físicamente el fenómeno de movilización 

de reservas del de la viabilidad de la semilla, mediante la 
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disec:c:i6n del embrión de óstas, además de lo anterio1·, les 

c:ereales son resistentes al deterioro por lo que es posible 

graduar el deterioro a produc:ir sobre las semillas. 

2) La produc:c:ión de un lote deteriorado y otro c:ontrol. En el 

desarrollo de este trabajo, se deterioró un lote de estas 

semillas, y otro no (Lote c:ontrol>, carac:terizándose ambos lotes 

en relac:ión a su v;.gor. 

3) Carac:terizac:ión del func:ionamiento de las aleuronas de semillas 

control y deterioradas. Se estudiaron algunas func:iones d~ las 

aleuronas aisladas tanto de semillas control c:omo deteriorada<>, 

tales como: la c:apacidad de acidific:ac:i6n, la capac:idad de 

sintesis de protelnas. Se determinó también, il la ac:tividad de 

a-amilasa produc:ida por las dos clases de aleuronas, iil la 

compasic:ión de isaenzimas de a-amilasa produc:idas, iii> la 

induc:c:ión de la actividad de esta enzima en función del tiempo, 

iv> la sensibilidad de aleuronas c:ontrol ~deterioradas a el AGs. 
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MATERIALES Y METODOS. 

al Procedimiento para g]_ deterioro Qg_ las semillas. 

Para la realización de este trabajo se utilizaron semillas de 

trigo Triticum aestivum, var. Tonichi. Un lote de estas semillas 

se dividió en dos partes, una <Lote ll se almacenó a 4 ºe por seis 

meses en un frasco de vidrio con tapón de rosca y "mufiecas" de 

sílica gel, la otra parte, Lato 2, se almacenó por el mismo lapso 

de tiempo a temperatura ambiente también en un frasco de vidrio 

con tapón de rosca, sin silica gel. 

Al término de los seis meses se realizaron las pruebas que a 

continuación se mencionarán, almacenándose después lo~ dos lotes a 

4 ºC con silica gel durante la realización del presente trabajo. 

b) Determinación del porcentaje de germinación acumulado. 

Se semb;•aron 50 semillas tanto del Lote 1 6 control y 50 semilla11l 

del Lote 2 ó deteriorado, en "tacos" por triplicado según lo 

reportado por Moreno, (41). Para ello se humedecieron toallas de 

papel donde se colocaron a razó• de 50 semillas por "taco", una 

vez hecho esto se enrollaron y se almacenaron en un recipiente de 

plástico con agua y una rejilla de plástico sobre la que se 

depositaron los tacos, de manera que no estuvieran en contacto 

directo con el agua. Se almacenaron los recipientes en una estufa 

a 25 ºe, y cada 24 horas se revisaron para contar a las semillas 

cuya raiz hubiera protuido, siendo esto equivalente a las semillas 

germinadas. 

c) Determinación Qg_ la acumulación Qg_ peso ~ 

Se sembraron 25 semillas del Lote 1 o control y 25 semillas del 

lote 2 6 deteriorado en agrolita por triplicado, con iluminación 

natural y a temperatura ambiente. Se regaron cada 24 horas con 

agua ~esionizada y se cosecharon las plántulas a los 4, 5 7 y 6 

dlas después de haber sido semb1·adas. Al cosecharse se separó el 

endospermo de la radícula y coleóptilo, depósitándose por separado 

en frascos de vidrio. Se secaron en una estufa a 100 ºe por 3 días 

según lo recomendado por Moreno (41). Al término de este tiempo se 

pusieron en un desecador de vidrio hasta que se enfriaron, 
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pes~ndose despuós en una balanza analitica t1ettler. 

d) Inducción. de la actividad de et-ami lasa @ aleurono.s ;:ii sladas. 

Primer·amente se separó el embrión del resto de la semilla con un 

bistur-! desechándose el embrión. El resto de la semilla so lavó 

durante 20 min. con solución comarcial de hipoc:lorito de sodio 

(Cloralex) al .8% agitá.ndose constantem""nte el 

cual se colocaron las medias semillas. 

recipiente en el 

Posteriormente, se lavaron dentro de una campana de flujo laminar 

en condiciones estériles, tres veces con agua desioni::ada eatéril 

y se colocaron para su imbibición en cajas de Petri con papeles 

filtros Whatman del número l previamente esterilizados, a razón de 

50 medias semillas por caja de Petri, se a9re9aron 5 ml. 

desionizada estéril y se sellaron 12s cajas c:an Parafilm 

guardándose por 24 horas en una estufa a 25 ºc .. 
Al término de este tiempo, se aislaron las aleuronas presionando 

las medias semillas con una espátula, eliminándose el almidón de 

la media semilla quedando ónicaJEnta la capa de aleurona y la 

testa de la semilla. 

Posteriormente 20 aleuronas se incubaron en condiciones de 

esterilidad, en 5 ml. de ácido succlnico 20 mM pH 4.0, cloruro de 

calcio 20 mM y con o sin ácido giberél1co 1 X 10 -"M, a 25 ºe y 

con agitación de 150 rpm en una incubadora rJe te1nperatura 

controlada Nei~ Bruns1•ick Sci. Ca., Inc. Edison, poi· 2'~• 36 y 48 

horas. 

e) E:<tracci6n. de la actividad de c<.-ami lasa. 

Al t~rmino de los tiempos mencionados, se ~juot6 a 6.0 el pH del 

medio de incubación con una solucién de l(OH l M y se homogenizaron 

las aleuronas en un mortero can a1·ena de mar y 1 ml de! cloruro de 

sodio 0.2M, al homogenado se le agregó el sobrenadunte del medio 

de incubación y se calentó a 65 ºe por 20 min. Posteriormente, se 

centrifugó a 2000 )( g a 4 ºe por 10 min, decAntandose después el 

sobrenadante, que constituye el e;d;racto para la medición de la 

actividad de ~-amilasa. Este extracto o bien se utilizó 

inmediata~ente o se guardó a -20 ºC. 

Esta se realizó según el método 1·eportado por Varner y 
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Chrispeels<63) con algunas modificaciones que 

detallan. Para ello se utilizó almidón soluble 

cual se preparó de la siguiente manera: 0.125 

calentaron a ebullición por minuto y medio 

desionizada, posteriormente se lo agregó 0.25 

a continuación 

como S";.Jstrato., 

gr de almidón 

con 5 ml d<i! 

ml de acetüto 

se 

el 

se 

agua 

de 

calcio 1.3 M pH 6 y 0.25 ml de cloruro de sodio 0.1 H, s2 aforó a 

50 ml con agua desianizada y se centrifugó a 3000 rpm, se colectó 

el sobrenadante mismo que se utilizó como sustrato para la 

medición de la actividad de a-amilasa. 

El reactivo de yodo se preparó con yoduro de potasio al 6'l. p/v y 

yodo metálico resublimado 0.6'l. p/v. En el momento de realizar el 

ensayo de determinación de la actividad de a-amilasa, se elaboró 

una solución l'l. v/v de yodo en ácido clorid1·1co O. 05 M. 

Para la determinación de la cantidad de sustrato a utilizar, se 

tomaron 0.2 ml de la solución de almidón y se agregó la cantidad 

de agua desionizada suficiente para 4 ml y 2 ml de lu solución de 

yodo. Se midió la absorbencia a 620 nm en un espectro 

Sequoia-Turner <Modelo 340) de esta mezcla, contra un blanco 

preparado con 4 ml de agua y 2 ml de la solución de yodo, si la 

absorbencia era menor de 1.0 se elevó la cantidad de almidón a 

utilizar, hasta que este parámetro fue:·a cercano a 1.0. 

Para el ensayo de actividad, se agregó la cantidad de almidón 

elegida y un volumen inicial de 100 µl de e:<tracto enzimático, se 

agitó y al cabo de 3 min se agregaron 2 ml de la solución d<? yodo 

para detener la reacción, se aforó después a 6 ml. 

des ionizada. 

con agua 

Si la diferencia de absorbencia entre este tubo y la mostrada por 

el tubo con solo almidón <Blanco>, en el que se eligió la cantidad 

de almidón a utilizar era menor de 0.5, entonces se disminuyó o 

bien el tiempo del ensayo o la cantidad de enzima a utilizar, 

hasta que esta diferencia fuera menor de 0.8 y mayor de 0.5. 

El cálculo de la actividad de a-amilasa se hizo como sigue: 

AcLividc.d do La onzi.ma. por mi.nulo: .Asorbonci.a dol Dla.nco-

Abnorbonci.a. de la. Muoalra./ Ti.Gmpo. 

Acli.vi.dad do a-ami.lo.aa por 20 a.leurona.o por mi.n.: Acti.vi.dad por 

mi.n. X vol. lota.l dol en!;Zayo X vol.. total de La. muo•lra./ Ca.nli.do..d 

do muoot.ra. onaa.ya.da.. 
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g> Determinacióu de la ~ética de gcidificacióQ..:... 

Se imbibieron medias semillas control y deterioradas 24 horas en 

las condiciones ya mencionadas, las aleuronas se aislaron después 

de este tiempo de la manera ya o::puesta y se incubaron en matraces 

de 50 ml, 10 aleuronas por cada 5 ml de un medio que consistia en 

ácido succinico 5 ml1 pH 5.8 y con una agit<>ción de 150 :·pm a 25 ºe 

• en una agitadora de temperatura controlada por 2, 4, 6, 8, 15, 

18, 21 y 24 horas. Al término de los tiempos menc1onados se midió 

el pH del medio con un electrodo de pH Conductronic. 

h> Elaboración. de zimogramas ~~de electroenfague. 

La solución de acri!amida/bisacrilamida para estos geles se 

preparó con 9.7% p/v de acrilamida y .3 % p/v de bisacrilamida, la 

solución se ·riltró 2 veces con papel filtro lihatman del número 1, 

y después se filtró por filtros Millipore de 45 µ hasta que el 

filtro quedara limpio. Esta solución se guardó a 4 ºc. 
Asimismo, se preparó la solución del ánodo la cual consistia en 

ácido fosfórico (HgPQ4) 0.5 M, pH 3.0. 

La solución del cátodo era etilendiamina monahidratada 0.01 M, pH 

10. 

Tanta la solución del cátodo como la del ánade se desgasificaran 

por lo menos media hora antes de ser utilizadas. 

Se preparó también una solución de sobremuestra can glicerol al 

5%, anfolinas de un rango de pH de 3 a 10 al 1% v/v. 

La solución de muestra consistia en glice1·ol al .10%, anfolinas de 

rango de pH de 3 a 10 al 1:~ v/v y (>-mercaptoetanol al 2%. 

La solución de persulfato de sodio se preparó al 3'l .• 

En este tipo de geles no se utilizó gel concentrador, por lo que 

se preparó un solo gel con carriles con los reactivos ya 

mencionados en las si~uientes concentraciones finales v/v: 

La solución de acrilamida/bisacr1lamida al 5ú%, 9lice1·ol al 17i'., 

anfol 1nas de rango de pH de 3 a 10 al 5. 5'l. , an fol inas de 1·ango de 

pH de 4 a 6 al 1.35% • Esta mezcla se desgasific6 por lo menos 15 

min y después se agregó la solución de persulfato de sodio al 1% y 

TEMED al .11... Esta solución se vertió en la placa de 

electroforesis. En los carrile;; se colocó solución de 

sobremuestra. Las anfol1nas del rango de pH de 3 a 10 fueron de 
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marca comercial LKB y las de 4 a 6 fuerc'l marca Sigma. 

El gel se precorrió sin muestras ya sea a Watt o bien a 250 

volts durante 1.15 ha una temperatura de 10 ºe, con ~l objeto de 

que se formara el gradiente de pH. 

Posteriormente., se colocaren las muestras can solución de muastra 

en los carriles y se agregó encima de ellas la solución de 

sobramuestra. Se desechó la solución del cátodo y se utilizó 

solución del cátodo fresca. El gel se corrió posteriormente a 1 

~latt por 2.5 horas o bien por el mismo lapso pero de la siguiente 

manera: 

300 volts 30 min. 

360 volts 30 min .. 

420 volts 30 min. 

480 volts 30 min .. 

540 volts 60 min., 

a 10 ºc. Al término de la corrida se saco el gel y se separó un 

carril del mismo sin muestra, se cortó en fracciones de cm, las 

cuales se colocaron en tubos de ensaye con 1 ml de agu~ 

desionizada, determinándose inmediatamente el pH de la solución de 

eston tubos con un electrodo de pH. 

El resto del gel se imbibió en una solución de almidón al 0.5%7 

preparándose de la siguiente manera: 0.5 g de almidón con 10 ml de 

agua desionizada se calentaron a ebullición por 3 min, al término 

de este tiempo se aforó la solución a 100 ml con agua desionizada. 

El tiempo de imbibición del gel fue de 1 hora con agitación 

constante a temperatura ambiente. 

Posteriormente, se desechó la solución de almidón y se le agregó a 

el gel una solución de acetato de calcio 0.05 M pl-1 6, y se incubó 

a 50 ºe por 15 min, al término del tiempo estipulado se desechó la 

solución de acetato de calcio y se detuvo la reacción con un 

solución de yodo (40% p/v de yoduro de potasio y 2.5% p/v de yodo 

re·;:;ub 1 imada), O. 5% en una solución de HCl O. 05 M. 

i) Determinación. de la capacidad de §.intesis de protei!'.!l!§_,_ 

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 

incubación con ó sin AGa 1 X 10 - 5 H, por 24, 36 y 48 horas. Una 
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hora antes de que "finalizara el tiGmpo c!G incubación se desechó el 

medio y se agregaron 2 ml de medio "fresco más 30 µCi de 

º~s-Metionina, se incubaron por una hora más y al término de este 

tiempo fueron homogenizados en un mortero con arena de mar y 1 ml 

del siguiente medio: 1% de (1-mercaptoetanol, tO'l. de glicerol, 

0.125 M de Tris-HCl pH 6.8, leupeptina 100 mM y 1 ml1 de metionina. 

A continuación se centrifugó e! homogenado en una microfuga a 

10000 rpm por 2 min, decantándose el sobrenadante para ser 

utilizado para la determinación tanto de captación de 

radioactividad como para la incorporación de radioactividad a 

proteína precipitable por TCA. 

Con respecto a la primera determinación, se colocaron 10 µl del 

sobrenadante de la homogenizaci6n en un "filtro de papel Whatman de 

10 cm de diámetro, se secaron con una pistola de aire y se 

contaron en viales con 5 ml de liquido de centelleo Aquasol (NEN>, 

por 3 min en un contador de centelleo Minai<i (i-Tric-Carb 4000. Con 

respecto a la segunda determinación se colocaron 10 µl del 

homogenado en filtros como en el caso anterior y se les dió el 

siguiente tratamiento: 

Se sumergieron en TCA al 10% a 4 ºc por 10 min, se utilizaron 5 ml 

de la solución por cada filtro en este caso y en los siguientes. 

Se sumergieron después en TCA al 5% a 4 ºe por 5 min. 

Se hirvieron después en TCA al 5% por 30 min. 

Se lavaron sucesivamente con TCA al 5% a 4°C. 

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

Se lavaron con éter a 4°C. 

Se secaron los "filtros con pistola de aire y se colocaron en un 

vial con 5 ml de liquido de centelleo Aquasol y se contaron en las 

mismas condiciones que en la determina=i6n anterior. 

j) Electroforesis condiciones 

desnaturalizantes. 

Esta se realizó por el método reportado por Laemmli (35)' 

utilizándose una solt..ción patrón de acrilamida 30% y de 

bisacrilamida 0.8%, que en el gel separador se utilizó al 10% y en 

el gel concentrador al 5%, la mezcla del gel separador se preparó 

con Tris-NaOH pH 8.8 0.375 M y SDS O.li'. se desgasi"ficó y 

posteriormente se agregó persulfato de sodio al 1% y TEMED al 
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o. 1%. El gel concentrador se prepar6 con la solución de 

acrilamida/bisacrilamida al 5%, Tris-NaOH pH b.8 0.041 11, sos 
0.03%, persulfato de sodio 1 'l. y TEMED al o. 17... 

La soluci6n de muC!stra se preparó con Tris-NaOH pH 6.8 0.06 N, 

azi.11 de Bromofenol o. 004%, sos 0.1% ' 
glicerol 20% v/v, 2% de 

~-mercaptoetanol. 

La solución de los reservorios del gel se preparó con lris-HCl 

0.019 M, glicina 0.15 M, y SDS al l'l., pl-I 8.8. 

Las placas se corrieron a 100 volts por 1 hora y a 150 volts por 4 

horas. Al final de este tie~3o, el gel se trató de la siguiente 

manera con el propósito de efectuar una fluorograf.ía del mismo: 

Se fijó en 300 ml de una solución de ácido acético al 10% y etanol 

absoluto al 307.. v/v por una hora ó por toda la noche con 

agitación, al término de este tiempo se desechó la soluci6n y se 

agitó el gel en una solución cuyo volumen es 3 veces el volumen 

del gel, de 55/. v/v de ~cido acútico, 0.4% de PPO peso/volumen, 

15/. v/v de etanol absoluto y 30% v.·v de xileno, por una hora; 

finál i;:::mdo este tiempo se lavó el gel con 600 ml de agua 

desioni~ada por media hora 2 veces. 

id Inmunoorecipitación_ de cx·-amilasa. 

Para ello se tomaran 20, 40, 60 y 80 µg de protelna determinada 

por el Método de Bradford (5) de las homagenados de aleuronas 

control y deterioradas incubadas en presencia de 30 µCi de 
3~S-Metionina por 24, 36 y 48 horas, y se les agregó anticuerpo 

anti-cx-amilasa a una dilución 1:10 incubándose ó na las muestras a 

Z,7 ºe por dos horas, guardándose después a 4 ºe por 12 horas. 1'.:il 

término de este tiempo se determinó la actividad en el 

sobrenadante de cada incubación, los precipitados de estas 

incubaciones se sometieron posteriormente a una electroforésis 

desnaturalizante. Los resultados de este e::perimento que se 

muestran en la tabla A indican que, con una concentración de 

prateina de 60 µg y con incubación por 2 horas .., 37 ºe, se 

precipita la mayor cantidad de actividad presentada en el 

sobrenadante (96%). 
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11 Deter;ninac:i6Q. de lfl. cantidad ill1 radioactividad J:::gt9J...,C?rada 

despuég;_ !1§1. !l!l pulso QQ. radiaactiviclad. 

20 aleuronas control y dete~"'ioradas se incubaron en matrncas de t .. O 

ml con el meclio y en las mismas condiciones del e.:periraento del 

inciso i, pera por tiempos tliferentes. Se incubaron 2 matraces con 

ácido giberél ico de cada tipo de aleuronas, por 35 horas, al 

tór1~ino de este tiempo se les ag,.eg6 ::.o µCi de 95
5-Me ti on i na 

incubándose por una hora más. Posteriormente, las aleuroncis de un 

matraz se pt·ocesilran como en el inciso i y se r~alizaron las 

determinaciones descritas en este inciso; las aleuronas de otro 

matraz se lavaron con medio de incubación fresco y se incubaron 

sin agregarse marca radioactiva por 4 horas más. Al termino de 

este lapso aleuronas se homogenizaran y se 1·ealizaron las 

dete:-·minaciones descr .. tas de la mu.nera ü.ntes mencionada. Asimismo., 

se ap i i ca ron 2n Ui1 gel desnatural1zante estas muestras y se 

realizó tumbión una fluorograf.!.a aplicando la técnica ya descr-ita 

en el inciso (i). 

nl Determinacion de la Capacidad de Acidificacion Q§'. aleuronas 

control y_ deterioradas en presencia de Glucosa. 

20 aleuronas control y deterioradas se incubaron en 5 ml y<l sea de 

agua desianizada o de agua más 50 mM de glucosa con agitación a 

15·) rpm y a 25 ºe y par 2, 4, 6, y 8 horas. Al finalizar estas 

tiempos se determin6 el pH del media c:an un electrodo de pH. 
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TABLA A. 

DETERMINAClON DE LA CONCENTRACION ADECUADA PARA OBTENER LA MAXIMA 

PRECIPlTACION DE a-a•ilasa. 

DIFEllENTES CONCENTaACIONES DE P•OTEJ:NA DE UN HOMOOENADO DE 

ALEURONA + SOBBICNADANTE, SE PUSIERON A PRECIPITAR CON UNA DILUCION 

1:&0 DE ANTICUERPO ANTl-a-a•i lasa, A 
o 

4 C POll HOllAS, PREVIA 

o 
INCUDACION O NO A UNA TEMPEBATUBA DE 9? C POR DOS HORAS, AL 

TERMINO DEL TIEMPO ESTIPULADO SE CENTRIFUOARON LAS MUESTRAS A 

&0000 ltPM POR 5 MIN, llESUSPENDJ.ENDOSE K:L PllECIP.ITADO l:N 30 µL DE 

UNA SOLUCJ.ON e Z 11 l>E NaCl, M:ISMO QUE SE APLICO A UN OEL DE SDS 

PARA DETEllMINAR LA MAXIMA CANTIDAD DE PROTEINA PRECIPITADA. POR 

OTRA PARTE, SE MJ:DIO LA ACT.IV:IDAD DE Ot-AMl.LASA DEL SOBltlENADANTE 

QUE NO PRECIPITO. 

Concrmtracion de Calentadas Sin 

prote!na <µg> 37 ºc. calentar 

* Actividad de a-aailasa precipitada (/.) 

20 91 89 

40 81 73 

bO 96 43 

80 34 39 

*"' Unidades de a-amilasa por 20 aleuronas. 
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RESULTADOS 
a) Detarminaci6Q. !!!!!. !-ª.calidad de!-ª. semilla. 

Para la caracterización de la calidad fisiol6Qica de la semilla se 

determinó la germinabilidad <viabilidad> y el vigor de la misma. 

El vigor se midió determinando la velocidad de germinación y la 

acumulación de materia seca en plántulas de los dos lotes de 

semilla (41>. En la Fig. 1, se muestra el resultado de la lftedición 

del porcentaje de germinación acumulado por estos lotes a 

diferentes tiempos, (velocidad de germinación>, donde se observa 

que la germinabilidad presentada por ambos lotes es mayor del 

921..Sin embargo el lote 2 presenta una menor velocidad de 

germinación en comparación con el lote 1, ya que el t~o (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 germinar en las 

semillas del Lote 2 (deteriorado> que en las del lote 1 

(control):en el primero una pequei'ía proporción de las semillas 

germina a las 24 horas, la mayoria lo hace a las 48 y otra pequei'ía 

proporción de semillas germina a las 72 horas, mientras oue en el 

lote 1, la mayoría de las semillas germinan entre 24 y 48 horas. 

Por lo tanto, ambos lotes poseen una viabilidad semejante pero una 

velocidad de germinación diferente, siendo ésta menor para el lote 

2 que para el lote 1. 

En consecuencia, cabe sei'íalar que las posibles diferencias que se 

puedan encontrar entre estos dos lotes de semillas en los 

parámetros 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 y 

otro lote. 

A continuación se determinaron otros parámetros del vigor como 

son: la disminución de peso seco en endospermos del lote 1 y 2 y 

la acumulación de peso seco en plántulas de los dos lotes. En la 

Fig.2A se muestra que la velocidad de movilización de reservas es 

mayor en las semillas control que en las deterioradas, colllO lo 

indica el hecho de que el peso seco de los endospermos de semillas 

controles disminuye en 0.19 mg/dla, mientras que en el deteriorado 
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disminuye sólo 0.095 mg/dia. 

De acuerdo con el dato anterior, la acumulación de peso seco es 

significativamente mayor <a= 0.05> en plántulas controles que en 

las deterioradas CFig. 2B). Los datos de esta figura, también 

indican que la velocidad de asimilación es mayor en plántulas 

deterioradas que en las control. Las primeras incrementan iiU peso 

seco en 0.085 g/dia en tanto que las control lo hacen a razón de 

0.06 g/d!a. Los resultados anteriores demuestran que el vigor de 

los lotes 1 y 2 es diferente, siendo mayor an el primero que en el 

segundo. En lo sucesivo se considerará en forma indistinta lote 

control 6 de alto vigor y lote 2 deteriorado ó de bajo vigor. 

b) Determinaci6[l ~ l.ª- capacidad de acidif1caci6!:!. de aleuronas 

deterioradas z controles. 

Una de las funciones reportadas de la capa de aleurona de semillas 

de trigo, además de la síntesis y/o secreción de enzimas 

hidroli ticas, es la capacid.ad de acidificar el endospermo 

almidonoso, siendo esta función independiente de la acción del 

ácido giberélico (20>. 

En la gráfica de la Fig. 3 se observa que las aleuronas controles 

y deterioradas siguen una cinética similar de acidificación. Sin 

embargo, la disminución del pH lograda por las aleuronas control 

es mayor que la obtenida en el caso de las aleuronas deterioradas. 

Este último resultado indica una dis111inución de la capacidad de 

acidificación de la aleurona por el deterioro. Tal disminución 

puede incidir a su vez en otra de las funciones de la aleurona (la 

slntesis de a-amilasal, ya que la acidificación del medio 

probablemente contribuya a la solubilización del ion Ca++ <35>, el 

cual participa en la regulación de la gfntesis de a-amilasa junto 

con el AGa C29l. 

Como ya ha sido mencionado en la Introducción \Actividad de 

a-amilasa y su relación con el vigor>, la d1sminuc16n del vigor en 

semillas de trigo ocasiona, entre otros efectos, una dismin•.ición 

de la actividad de la enzima a-amilasa (46) medida en semillas 

completas (59) ó como actividad de a-amilasa secretada .al medio 

(1). Estos resultados pueden explicarse por una disminución en la 

producción de AGli por el embrión de la gemilla ó por una menor 
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secreción de la enzima activa por la capa de aleuron• deteriorada, 

ó bien por una diferente sensibilidad de la aleurona de bajo vigor 

a el AGa. 

Con el fin de clarificar estos aspectos, en el presente trabaJo se 

determinó la actividad de a-amilasa secretada al medio y la que se 

encuentra dentro del tejido producida por la incubación de las 

aleuronas control y deterioradas con igual concentración de AGa (1 

X 10 - 5 M> y al mismo pH, siendo éste de 4.0. Al mismo tiempo, se 

midió la producción de esta actividad en el transcurso del tiempo, 

así como la sensibilidad de los dos tejidos al AGa. 

c) Induccióu de la actividad ~ 0<-amilasa en aleuronas 

deterioradas ª diferentes tiempos. 

control 

Se determinó la actividad de C<-amilasa incubando aleuronas 

aisladas de semillas control y deterioradas en medios con y sin 

AGa Cver Materiales y Métodos>, por 24, 36 y 48 horas. Al término 

de estos tiempos se midió la actividad de a-amilasa total 

producida <Tabla I>. 

Los resultados obtenidos muestran que en aleuronas control la 

actividad de 0<-amilasa acumulada en presencia de AGa se incrementa 

a medida que aumenta el tiempo de incubación, mientras que en 

áleuronas deterioradas la máxima acumulación se detecta a las 36 

horas de incubación y permanece constante. A las 36 horas las 

actividades enzimáticas son similares en aleuronas control y 

deterioradas, por el contrario, a las 48 horas la aleurona control 

produce 2 veces más actividad de e<-amilasa que las deterioradas, 

presentándose durante este tiempo la mayor diferencia en la 

actividad de ~-amilasa producida por los aos teJidos. 

Los resultados anteriores podrian deberse a que la aleurona 

deteriorada posee diferente sens1bil1daa al AG3 6 bien a OLlE su 

capacidad de s1ntet1zar protetnas esta 01sminuida. f..tmbas 

posibilidades se exploraron en este trabaJo. 
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ACTIVIDAD DE a-AMILASA EXTRAIDA DE ALEURONAS AISLADAS DE SEMILLAS 

CONTROL Y DETERIORADAS INCUBADAS POR 24 36 Y 48 HORAS. 

ZO ALEURONAS FUERON INCUBADAS EN ~ ML DC UN MEDIO CON AG 
!I 

-~ 
.... CaClz 20 mM .. ACIDO SUCCINICO ZOmM . pH '·º POR Z4.Sd y 40 

o 
HORAS 

A 2~ C, S:N MATRACES E:RLENMAVER DE !SO mL. CON AOITA.C.ION DE J.!SO rpm,. 

AL TERMINO DEL TIEMPO ESTIPULADO SE DETERMINO LA ACTJ:Vl'DAD DE: 

Ot-ANJ:LASA.. 

Tie•po de inducción. 24 36 48 
(horas) 

+AG 70:!: 24* 126:!: 9 212~ 5 
!I 

Control 

-AG 10!.4 9!.6 4:!: .6 
!I 

+A6 36~ 8 120:!: 9 100:!: 3 
!I 

Deteriorada 

-AG 
3 

15.:!: .7 10.:!:2 3:!: 2 

*UNIDADES• DE C<-AMlLASA POR 20 ALEURONAS. 

•una. unLda.d de a-a.milo.sa la. ca.nt.idad de on::.ima. ·:quo produce ~•. 

-:::o.mbi.o de una donai.da.d Ópti.ea. 
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d) Determinación de la sensibilidad ~ á~ qiberé.l..!gi 

aleuronas control )l deterior.adas. 

En el experimento de las Figuras 4 y 5, donde se incubó aleuronas 

control y deterioradas a diferentes concentraciones de AG
9 

a pH 4 

a 25 ºe por 24 y 48 horas, se observó que tanto la aleurona 

control como la deteriorada presentan una respuesta semejante a la 

variación de la concentración del ácido gibsrélico a las 24 horas 

y también similar a la reportada por varios autores caracteristica 

de las aleuronas (23). Ambos tejidos muestran una inducción 

creciente de la actividad de 0<-amilasa confor•me se aumenta la 

concentración de AG
9

, hasta alcanzar un platea.u de acumulacion de 

actividad enzimática. 

El modelo de Hill ha sido utilizado para determinar la afinidad de 

los receptores por su ligando (Ks app>, midiendo la unión de una 

hormona radioactiva a el receptor, ó bien la magnitud de la 

respuesta metabólica producida. Mediante este modelo también es 

posible conocer el número de receptores y el tipo de 

cooperatividad en la unión del ligando a los receptores a través 

del número de Hill obtenido <12). 

Los datos de las actividades de 0<-amilasa obtenidas a diferentes 

concentraciones de AGa (consideradas como la Respuesta al estimulo 

de la fitohormona>, se ajustaron al modelo de Hill por regresión 

no lineal. 

Los resultados obtenidos a las 24 horas de incubación responden al 

modelo de Hill, siempre que se tome en cuenta la variabilidad 

inherente al modelo experimental. En nuestro exp~rimento el 

esquema general del fenómeno medido seria el siguiente: 

Ksapp. Res p. 
Receptor c"R.I + AGa t:R AG91-----> Actividad de a-amilasa. 

A las -:8 horas oe incubación, en cambia, los resultados obtenidos 

son claramente inconsistentes con el modelo de Hill. Dado que la 

sintesis de a-amilasa se inicia entre las 12 y 1Z horas de 

incubación en presencia de AGa (17> es probable que durante la 

incubación una parte importante de la actividad se pierda debido 

al recambio propio del péptido. Par la tanto, las actividades 

enzimáticas medidas a las 24 horas reflejan una contribución menar 
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de este último factor que a las 48 horas. Esto ultimo explicarla 

la imposibilidad de ajustar las curvas a 

incubación al modelo de Hill. 

las 48 horas de 

A las 24 horas de incubación la sensibilidad de ambos tejidos al 

fitorregulador es similar <Fig. 4), ya que las constantes de 

disociación aparentes, calculadas mediante ajuste por regresión no 

lineal al modelo de Hill, no son significativamente diferentes 

para un a= .05, 4.0 ± 2.6 X 10-9 M para el control, 7.9 ± 3.5 X 

10-9 H para el deteriorado. Tampoco 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, et= o. 05). 

estos valores indican que probablemente existen 2 receptores con 

diferente afinidad a AG3 o bien que, hay un rec~ptor con 2 sitios 

de unión a este fitorregulador, cuya unión presenta cooperatividad 

negativa.diferencia de lo anterior, la respuesta máxima calculada 

sl es significativamente diferente 67.0 ± 6.7 unidades de 

0<-amilasa/20 aleuronas para el control, 37.B ± 5.3 unidades de 

a-amilasa/20 aleuronas para el deteriorado, 0<= 0.05 >. A tiempos 

mayores de inducción, 48 horas <Fig. 5), solamente con la forma de 

las curvas obtenidas, puede suponerse que las diferencias 

persisten a nivel de la respuesta má:<ima de actividad acumulada, 

en tanto que la sensibilidad parece ser semejante en las dos 

clases de tejidos y mayor a la presentada a las 24 horas. Estas 

observaciones no son susceptibles de confirmarse en forma 

cuantitativa, puesto que como se ha seftalado, los datos obtenidos 

no se ajustan al modelo de Hill a este tiempo de incubación. 

Con base en estos resultados se postula que la sensibilidad de las 

aleuronas deterioradas al AG• no se encuentra modificada, por lo 

que la menor actividad de a-amilasa producida por estas aleuronas 

no se debe a una insuficiente cantidad adicionada de ácido 

giberélico, sino probablemente a una respuesta a AG• diferente en 

las mismas, como se observo a la:; 24 hol'·as de incubacir.Sn. 

Como ya se ha menc1on3.do en la Introducc16n, e:-:1::Jten dos grupos de 

isoenzimas de a-amilasa, las de Alto Punto Isoeléctrico y las de 

Bajo Punto Isoeléctrico. Dado que la actividad de esta enzima 

medida colorimétricamente diferencia entre la actividad de cada 

uno de estos grupos, no es posible saber si la baja actividad 
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observada de oc-amilasa producida por a.leuronas deterioradas se 

debe a: il que no se induzca la. actividad de un grupo en 

particular de isoenzimas, ii) que la actividad de ambos grupos 

esté disminuida en forma similar, iiil a que exista un retraso en 

la aparici6n de la actividad de las isoenzimas como se ha 

reportado para isoenzimas de succinato deshidrogenasa en semillas 

de ma1z de bajo vigor (46). Por ello se determinó la composición 

de isoenzima.s de 0t-amilasa producida por aleuronas control y 

deterioradas. 

el lsoenzimas 9.§l. 0t-amilasa fil!. aleuronas control z deterioradas. 

La presencia de cada uno de los grupos de isoenzimas se detectó 

por zimogramas en geles nativos de electroenfoque donde para cada 

caso se colocó 1 unidad de actividad <Fig. 7). En esta figura se 

observa que a todos los tiempos de inducción para los dos grupos 

de tejidos se detectan tres grupos de isoenzimas 9 uno que presenta 

un p.l. de B.O a 6.6 9 seguido de otro cuyo p.I. va de 6.4 a 5.5 y 

por último otro con p.I. de 5.4 a 5.0. El p.I. del segundo grupo 

se encuentra dentro de los reportados en la literatura para las 

isoenzimas de Alto p. l. (37 9 26>, siendo el p. l del primer grupo más 

alcalino que los p.l. de estas isoenzimas de Alto p.l •• En cambio 

el p.I. del tercer grupo si está dentro de los puntos 

isoeléctricos reportados para el grupo de Bajo p.I. (37,26). La 

contribución a la actividad total de ot-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 altimo de las de p.1. más alcalino 

B.O>. 

(6.6 a 

En la Fig. 7 también se observa que el grupo de las isoanzimas de 

p.l. más alcalino en aleuronas deterioradas está formado por tres 

bandas, mientras que en aleuronas control se presentan •l-. La 

anterior podria ser resultado de que la actividad de esta 

isoenzima sea muy baJa 6 de que no se esté sintetizando en forma 

apreciable. 

Para determinar la cinética de inducción de las isoenzimas de 

aleuronas control y deterioradas, se efectuó un gel de 

electroenfoque en el cual se colocó el mismo volumen de extracto 

enzimática obtenido a los 3 tiempos de incubación de aleuronas 
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deterioradas y controles, independientemente de la actividad 

enzimática presentada. Los resultados de este experimento se 

muestran en la Fig. B, donde se observa que en el tejido control a 

las 24 horas la actividad de a-amilasa está constituida por la 

actividad de las isoenzimas de p.I. inter.edio y por la de las de 

Bajo p.J.; a las 36 horas, se incrementa la actividad de estos dos 

grupos y aparece la actividad de las isoenzimas de p.I. alcalino. 

A las 48 horas de inducción, el patrón isoenzimático es muy 

similar al de las 36 horas, no obstante, se presenta una 

disminución en la actividad de las isoenzimas de Bajo p.l. 

La cinética de aparición de las isoenzi111as de aleuronas 

deterioradas es similar al de las control, sólo que 

enzimática presentada por las primeras es menor. 

la actividad 

Los resultados anteriores muestran que se encuentra una actividad 

menor de los tres grupos de isoenzimas de <:<-amilasa provenientes 

de aleuronas deterioradas en comparación con las e>:tra1das de 

aleuronas control, que la cinética de aparición de su actividad 

parece no ser diferente a la presentada por aleuronas controles y 

que hay una isoenzima inactiva o ine:{istente en las isoenzimas de 

p.I. alcalino del tejido deteriorado. 

Lo anterior podria ser producto de una menor síntesis de las 

isoenzimas de a-amilasa en aleuronas deterioradas en comparación 

con las control, por estar disminuida la capacidad de síntesis de 

proteinas en la primera, como se ha reportado que ocurre en 

embriones de semillas deterioradas (46>, ó en aleuronas sometidas 

a un shock de alta temperatura (lll. Para abor·dar· esta posibilidad 

se midió la capacidad de sintesis de proteinas en aleuronas 

control y deterioradas. 

f) Determinación. de la capacidad de §.i~ de prote1~ de 

aleuronas control z deterioradas. 

La capacidad de s1ntes1s de prote1nas de aleuronas control y 

deterioradas se midió a través de la incorporación de 
35

5-Metionina a proteina precipitable por TCA. Al mismo tiempo se 

determinó la cantidad de péptido de 0<-amilasa sintetizado mediante 

la precipitación del mismo con anticuerpos anti-a-amilasa. Estos 

experimentos se realizaron en presencia y ausencia de ácido 
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24, 36, 
0

"f 48 HORAS DE INDUCCION CON 1 X 10-5 M DE AG•. Se coloco en 

cad-a c.ilrri 1 del gel de electroenfoque la misma cantidad de extracto 

tanto para el control como el deteriorado, misma que corresponde a 1 

unidad de ·.:<-amilasa de la fraccion mas activa. º"' i=q. ·i deru"kc· 

52 



o¡¡iberélico, a 24, 36, y 48 horas de incubación. 

En la Tabla ll y 111 se muestran las medias de los resultados de 

tres experimentos realizados de manera independiente, a estas 

medias se les aplicó una prueba de análi5is de varianza y los 

niveles de significancia se evaluaron mediante una prueba ele 

Fischer, considerándose como significativas las diferencias 

encontradas en los parámetros determinadas tanta entre 

tratamientos coma entre tejidos, si éstas eran significativas a un 

ot= 0.05. 

En la Tabla ll en la cual se determinó la capacidad basal de 

sintesis ele protelnas de aleuronaG control y deterioradas 

ausencia de AGal, se observa primeramente que la Captación 
955-Metionina es semejante para ambos tipos de aleuronas 

tres tiempos determinados. 

a 

ien 

de 

los 

Lo mismo sucede respecto a las cpm precipitables por TCA y al 

porcentaje ele incorporación de raelioactividael a proteina; 

parámetros en los cuales no se encontró ninguna diferencia entre 

los tejidos ni entre los tiempo!i medidos. 

En cuanto a la capacidael de sintesis de proteinas inducida por AG:> 

en aleuronas control y deterioradas (Tabla III>, se observa 

primeramente, que no existe ninguna diferencia significativa en la 

Captación de radioactividad entre aleuronas control y eletet·ioradas 

en los 3 tiempos utilizados <Tabla 111, columna 2l. 

En cuanto a las cpm incorporadas a proteina se observa que a las 

48 horas, las aleuronas control incorporan significativamente más 

radioactividad a proteina en comparación con 

deterioradas <Tabla 111, columna 3l. 

las aleuronas 

La capacidad de slntesis de proteinas del tejido se expreso como 

el por ciento de cpm incorporadas a prateina precip1table del 

total captado (Columna 4, llll, y al determinar este parámetro en 

aleuronas deterioradas en presencia de AG9, se encontró que la 

capacidad de sintesis de protelnas del tejido deteriorado sólo es 

s1mi lar a la presentada por el tejido control a las 24 horas, 

siendo significativamente menor a tiempos posteriores (36 y 48 

horas de inducción). En aleuronas control sm observa que la 

capacidad de slntesis de proteinas se incrementa conforme al 

tiempo, siendo mayor a las 48 horas que a las 24 y 36, mientras 

que er aleuronas deterioradas esta capacidad parece permanecer 
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TABLA lI 

CAPACIDAD BASAL DE SINTESIS DE F'ROTEINA8 DE ALELIRONAS CONTROL y 

DETERIORADA:=:. 

20 aleuronas control y deterioradas fueron incubadas en el 

anteriormente descrito sin AG3, por 24, 36 y 48 horas. Una 

ani;es ae comoletat~se el t1emoo estipulado, se lavaron 

medio 

hor·a 

l:;s 

aleuronas y se incuoaron por una hora en 2 ml de med10 ft•esco con 

30 µCi de 3 "S-Metion1na. al término de la hora, se eliminó el 

soor·enadante pr·oces:noose sólo las aleLtronas. Se mues trci.n 

medias de los resultados obtenidos oara cada uno de los oarimetros 

determinados en 3 e~per1mentos realizados por ~epar~ado. 

,-------------------------------------------.. ----------
Tejido 

Control 

De ter: 

1 Deter. 

Captación 

<cpml 

7ü32'.!.~·:!· 

7942500 

9 1)357ü0 

., 

cpm prscipitables 

por TCA. 

--'--'-=-

24 ... -HURA::: 

124~'56;,6' :;·· 

.:>·:::· 

· .. i§215~1)C:Í. -

\ -- _- ·' - -- ··- ·,::----·:··. ·-, ';-,- .· 

/. de incor­

porac i6n a 

orote!na. 

---------------, 
18 

22 

20 

-21) 

-----, 
1 

l 
i 
1 

,-----------------------0----. -------------·-------------------·-· 
~ 48 ) HÓ~1!\G~ 

C·=:ini:ral 2453833' 29 

ú~ter. l(•ü62o33 259243:::. 26 j 
1 !..--------------------·--------------------- ! - ______________ ¡ 

*= Deteriorado. 
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TABLA lll 

CAPACIDAD DE SINTESIS DE Pí~OTEINAG DE ALCUí.:01'1AG CONT1;:0L y 

DCTE1;:10RAOA:~ INDUCIDA POR AG
3

• 

Se incubaron las aleuronas control y deterioradas de la forma 

descrita en la tabla II, pero con AG• a una concentracion de X 

lú ·~ M. Se muestran las medias de los resultados obtenidos para 

cada uno de los parámetros medidos en los tres e:<periment.:Js 

efectuados oor separado. 

---------------------·---·-----------------------------------
Tejido 

Control 

¡ 
' * j Det-er. 
1 -----

\ 
i 
1 

' 
\ Central 

De ter. 
i 
e 

1:ontrol 

C:1otaci6n 

(cpm1 

579943:;; .. 

5102233 

543(1733 

52143(n)-

cpm precipitables 

por TCA 

1285233 

A •,' .,.,_, llUl~: .. ;G 

1591133' 

5(15933' 

/. de incor­

porac i6n a 

proteína 

--------\ 
1 

17 

14 

-j 

1 
¡ 

24" 

32 

1 i 

·-----·- --··· ·------·------------·---------------------------·-·--------·-·------·----; 

*= [ 1eter1c1rado 

~- - == Diferencias signific-a.tivas para un :·= (l.l)5. 
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constante en las tres tiempos utilizadas. 

Con base en los resultados anteriores, se establece que la 

diferencia en el proceso de la s1ntesis de prote1nas entre la 

aleurona deteriorada y cont1·ol, estriba en el efecto que ejerce el 

AG
9 

sabre la s1ntesis de prote1nas, pues es a111 donde se observa 

que ésta es menor en aleuronas deterioradas. 

Por otra parte, cuando se analiza el patrón de proteinas 

sintetizadas en la f luorograf la de un gel de SDS de los extractos 

de las muestras del experimento anterior (Fig. 9). se encuentra 

que a las 24, 36 y 48 horas en ausencia de AG en 
!I 

aleuronas 

control y deterioradas, el patrón de protelnas sintetizadas es muy 

similar. En presencia de AG
9 

a las 24 horas de incubación el 

patrón de proteinas sintetizadas es igual en el deteriorado y en 

el control. Sin embargo a las 36 y 48 horas en la aleurana 

deteriorada disminuye notablemente la sintesis de otras prateinas 

diferentes de et-amilasa, observándose una síntesis preferencial de 

esta enzima, pues al parecer es más abundante que en el control a 

los tiempos correspondientes. 

Lo anterior se confirma al observar la Abundancia Relativa de 

et-amilasa <Columna 4, Tabla IV>, donde a las 24 horas esta 

incorporación es semejante en aleuronas control y deterioradas, 

mientras que a las 36 y 48 horas es mayor en las segundas. 

Al calcular la cantidad relativa de <>-amilasa sintetizada por 20 

aleuronas <Columna 5, Tabla IV), se observa que, en presencia de 

AGa ésta tiende a ser constante en aleuranas controies en función 

del tiempo; por su parte en aleuranas deterioradas, este parámetro 

parece incrementarse conforme transcurre el tiempo. 

Los resultados arriba mencionados apuntan hacia que, si bien la 

sintesis de otras proteinas diferentes de la a-amilasa se halla 

disminuida en la aleurona deteriorada, la de la a-amilasa no 

disminuye sino que parece aumentarse y :;u sintesis aparece como 

primordial sobre la de otras prateJ.nas en presencia de AG3. 
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FlG. 9. FLUORDGRAFIA DE UN GEL DE ACRILAMIDA DE SDS. Se colocaron 

50000 cpm de extractos de aleuronas control y deterioradas 

inducidas con y sin 1 X 10-~M de AG9 por 24, 36 y 48 horas en un 

gel de acrilamida con SOS, al termino de la corrida el gel $e 

procesa como se indica en Materiales y Metodos para la realizacian 

de una fluorografla. 
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TABLA IV. DETERMINACION DE LA INCORPORACióN RELATIVA DE 

RADIOACTIVIDAD A a-A11ILASA POR ml. POR 20 ALEURONAS. Se midió el 

área relativa de las bandas de a-amilasa mediante un rastreador y 

se determin6 la cantidad relativa de a-amilasa sintetizada/ 20 

aleuronas <C.R.) <cpm X 'l.de Area/ ml) mediante el siguiente 

cálculo: 

50000 cpm X Area Relativa<% de Area) I 100 X Vol. de muestra 

aplicado (ml > 

Tanto para aleuronas control como deterioradas en presencia de 

AGa. 

Te.iido 1ieapo de Abundancia C.R. 

incubaci6n 
Relativa de <epa X 'l!. Are al a - aailasa al) X 104 

<horas) C.Al+> <'l. de Are a) 

Control 24 o. 74 29.3 39.3 

Deteriorado 24 l. 64 26.4 16.1 

Control 36 0.58 14.4 24.1 

Deteriorado 36 1. o 79.8 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 (Número de 

aleuronas>. 
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Q> Cuantificación. de !.;! l!_intesis @a-ami lasa. 

Con objeto de determinar la cantidad de a-amilasa sintetizada en 

aleuronas con~.ul y deteriorad¿s, se inmunoprecipitaran extractos 

de las muestras obtenidas en el experimento de la Fig. 9. Para 

ella se to111aron 60 µg de proteina de 105 extractos obtenidos de 

las distintas incubaciones de las aleuronas control y deterioradas 

en presencia de 355-metionina por 24, 36 y 48 horas can AG y se 
!I 

les agregó anticuerpo anti-a-amilasa a una dilución 1:10 

determinada previamente como la óptima. 

En la Figura 10, donde se muestra la fluarografia de un gel de 

SDS de las muestras obtenidas de este experimenta, se observa que 

la cantidad de péptido sintetizado en aleuranas control parece ser 

constante a los tres tiempos medidos. En cambio, en la aleurona 

deteriorada a las; 24 horas, la cantidad de a-amilasa sintetizada 

parece ser similar a la producida en el control, S1ientra!I que a 

las 48 horas se incrementa sensiblemente, siendo aún mayor a la 

sintetizada en el control a cualesquiera de los tres tiempos de 

inducción. 

Al medir las diferencias en la densidad de las bandas en la 

fluorografia, los resultados de esta determinación se muestran en 

la Tabla V, donde se observa 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 5). En aleurona9 deterioradas, a 

las 48 horas se incrementa 3 veces la sintesis de a-amilasa en 

relación con las 24, la 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 ABa en tejido deteriorado, 

esta disminuida. Esta disminución afecta en forma preferencial a 

las proteínas diferentes de a-amilasa ya que a las 36 y 48 horas 

es mayor la abundancia relativa de a-amilasa en las aleuronas 

deterioradas que en las aleuronas control. 
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~-amilasa ______ ., 

FIG. 10. FLUOROGRAFIA DE UN GEL DE SDS CON MUESTRAS 

INMUNOPRECIPITADAS. Las muestras utilizadas en el experimenta 
anterior fueran incubadas con anticuerpo anti-alfa ami lasa a una 
dilucibn 1:10 en las condiciones indicadas en Materiales y 
M~tadas, colbcandose en el gel el extracta precipitado, al termino 
de la corrida el gel se pracesb para la realizacibn de la 
fluorografla. A la izquierda muestras Deterioradas, a la derecha 
Controles. 
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TABLA V. COMPARACION DE LA SlNTESIS DE a-AMILASA POR ALEURONAS 

CONTROL Y DETERIORADAS. Se determinó el área de las bandas de 

~-amilasa marcadas con 355-Metionina inmunoprecipitadas mediante 

un rastreador, para todos los carriles del gel se colocó la 

misma cantidad de protelna l60 µg). 

Te.iido Tiempo de c. Al. ~ c. p.m. Are a 

incubación Relatii'a;; 

<horas) (/. Area) 
·.·e 

Control 24 1.98 13260 271.1 

Deteriorado 24 1.9 57950 567.ó 

Control 48 4.28 41491 484.5 

Deteriorado 48 4.28 171135 1735.4 

..=Cantidad de tejido de aleurona agregada <Número de aleurona:). 

*= X 10 
4 
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APENDICE. 

Medici6u de !s. estabilidad del g_éptido de a-ami lasa sintetizada. 

La menor estabilidad del péptido de a-amilasa podrla ser una de 

las causas por las cuales se observa una mayor s1ntesis de 

e<-amilasa en aleuronas deterioradas, por lo que con el propósito 

de observar si es..:a propiedad de la enzima e1·a dife1·ente en la 

aleurona control y dete1·io1·ada se determinó en forma preliminar su 

estabilidad, CLla.n ti f i cando la desapa1·ici6n de a-ami la.sa 

radioactiva en Lm determinado lapso. 

En la Tabla VI !Columna 21 se observa que en un pulso de 3 horas, 

la slntesis de prote1nas es mayor en aleurona;; control que en las 

deterioradas <Columna 41, la cual es similar a lo observado en el 

experimenta de la Tabla III. 

Durante el lavado las aleuronas controles pierden el 36% de la 

radioactividad captada, mientras que las deteri~radas pierden el 

82'l.. No obstante, la s1ntesis de prote1nas (radioactividad 

incorporada a proteina precipitable por íCA, columna 3) es similar 

a la medida a las 36 Horas tanto para el control 

deteriorada, lo que sugiere que la estabilidad de 

como para el 

las p1·oteinas 

sintetizadas es semeJante en aleurona5 control y deterioradas. 

La proteina secretada en aleuronas deterioradas (Columna 31 

representa el 23% del total sintetizado mientras que en el control 

constituye sólo el 4.3%. 

En general, el patrón de las protelnas sintetizadas IFig. 

tejido control incubado por 36 ó 48 hora? es similar, 

diferente la intensidad de las bandas aun cuando se colocó 

11) en 

siendo 

igual 

número de cpm, esto podrla ser resultado de que péptidos que se 

precipitan por TCA en papeles filtro salgan del gel al someterse 

éste a una electr~afot~ésis, lo cuc.~ 1 sugeriría que e::iste 

de9radac16n de proteinas. En aleur·onas deter101·adas a las ~.6 y 4<:i 

horas, cualitativamente el patrón de proteinas sintetizadas es 

semejante al de las control. Sin embarga, a diferencia de lo que 

sucede en el tejido control, a las 40 horas la intensidad de las 
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TABLA VI. 
DETERMINACION DE LA CANTIDAD RECUPERADA DE UN PULSO APLICADO DE 

ª"S-METIONINA. 

SE INCUBARON 20 ALEURONAS CONTROL Y DETERIORADAS EN EL MEDIO Y EN 

LAS CONDICIONES ANTES DESCRITAS EN PRESENCIA 

FINALIZADO ESTE TIEMPO SE AORE00 MEDIO 

95
5-NETIONl.NA, 'INCUBl.NDOSE LOS TEJIDOS POR 

DE AO 
9 

FRESCO Y 

UNA HORA 

POll 95 HORAS. 

90 µel !>E 

MAS, AL CABO 

DE LA CUAL SE HOMOOENIZARON LAS ALEUaONAS DE ON MATRAZ Y LAS DE 

OTllO MATRAZ SE LAVARON Y SE INCUBARON CON MEDIO FRESCO POR " 

HORAS, AL TiRMINO DE LAS CUALES SE HOMOOENIZARON LOS TEJIDOS 

COLECTANDOSE TAMBiéN EL SOBRENADANTE SE DETERMINARON LOS 

PARAMETROS ABA.JO DESCRITOS TANTO EN LOS TE.llDOS CONO EN EL 

SOBRENADANTE COLECTA!>O. 

Tejido Captáci6n cp•*precipitables 7. de incor-

(cp•) por TCA por ación 

a proteJ.na 

Control(a.sh) 35171 108<)4 31 

Deter~ (scSh) 52144 5119 10 

Control (4oh) 22538 8483 38 

Deter(.•oh) 9453 4016 42 

Control\sN'f 1204 386 32 
(40 h) 

De ter. (SNl 5597 1190 --21 
("o h) 

*Cpm X 10 
2 

•= Deteriorado 

Ir- Sobrenadan te 

63 

1 

1 



FlG. 11. 

36 
e 

SN 
e 

-ai-amilasa 

... 
FLUOROGRAFIA DE LAS MUE~TRAS OBTENIDAS A DIFERENTES 

TIEMF'OS DE INCUBACION F·1~RA DETERMINAR LA ESTABILIDAD DEL PEF'TIDO 

DE ALFA-AMILASA EN ALELlRONAS CONTROL Y DETERIORADAS. Se incubaran 
aleuranas control y deterioradas en las condiciones antes 
referidas en la Tabla V, se proces·~ un matraz a las 36 horas y en 
otro sola se lavaran can medio fresca incub.!indose par 4 horas m.!is 
con media fresca. Al tarmino de este tiempo, se procesaran las 
aleuranas y el sabrenadante, colocandase estas muestras en un gel 
de acrilamida can SOS que se trato para la realización de una 
fluoragrafla. 
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TABLA VII. DETERHlNAClON DE LA lNCORPORACióN RELATIW1 DE 

RADIOACTIVIDAD A r.o-AHILASA POf< 20 ALEURONAS. Se determinó el área 

relativa de las banda!S de ot-amilasa de la Fig. 

rastreador y se realizó el siguiente cálculo: 

11 mediante un 

25000 cpm X Area Relativa (%) I 100 X Vol. aplicado lmll 

IC.R.I lcpm X 'l. Area/ mll, tanto para aleuronas control como 

deterioradas en presencia de AG3, del experimento de 

de un pulso de radioactividad. 

recuperación 

Te.iido Tieopo de C.Al~ Abundancia 

incubación 

(horas.> .. 

Control 36 

Control 40 

Control 41) 

(aobreno.dc.nLe> 

Deterior # 36 

Deterior 40 

Deterior 40 

(aobr ono.do.nL o> 

0.58 

0.46 

12.9 

0.66 

i.24 

4.2 

Relatil'a 

,je et-ami 1 asa 
('l. de Area) 

8.9 

18.6 

53.2 

49.5 

31.2 

64 .. 3 

~Cantidad de aleurona (Nómero de aleut"onasl. 

11= Deteriorado. 
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C.R. 

t•=P• X F. de 

Area; 1111) 

X 104 

37.5 

12.5 

7.6 



bandas de protein~s es mayor que a las 3ó horas en al tejido 

deteriorado. 

Al determinar la Abundancia relativa de a-amilasa <Tabla VII> se 

observó que en el control aumenta 2 veces a las 40 horas con 

respecto a las 3ó, probablemente porque otras prote!nas distintas 

de a-amilasa se degradan <Fig. 11> o bien porque se aumenta la 

vida media de la a-amilasa. En aleuronas deterioradas la 

Abundancia relativa de a-amilasa permanece constante, sin embargo 

aumenta la slntesis de otras protelnas <Fig. 111. 

Estos datos preliminares indican que la Abundancia relativa de 

a-amilasa permanece constante entre las 36 y 40 horas en aleuronas 

deterioradas, porque posiblemente aumenta la vida media de otras 

proteínas distintas a esta enzima, en aleuronas controles la 

Abundancia relativa de a-amilasa aumenta en este mismo lapso de 

tiempo, sugiriendo que la vida media de la a-amilasa es mayor en 

comparación con la de otras proteínas sintetizadas. 
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Efecto de glucosa sobre 19. capacidad de acidificaci6U de aleuronas 

control ~ deterioradas. 

Observaciones efectuadas por Hamabata y colaboradores <46), acerca 

de que al agregar glucosa al medio de incubación de aleuronas de 

alto vigor, el proceso de acidificación se reiniciaba aún después 

de haber llegado a un plateau de acidificación. Por ello se 

decidió probar el efecto de glucosa sobre la capacidad de 

acidif icac16n de aleuronas deterioradas, con miras a tratar de 

normalizar esta capacidad en estos tejidos. 

Para ello se incubaron 20 aleuronas en agua desionizada con y sin 

50 mM de glucosa, con agitación, por los tiempos indicados. En la 

Fig. 12, donde se muestran los datos obtenidos en eKperimentos 

preliminares, se observa que en el control a las 6 horas no eKiste 

una diferencia significativa entre la incubación de las aleuronas 

en presencia de glucosa y en ausencia de la misma¡ sin embargo en 

aleuronas deterioradas si existe una mayor diferencia entre la 

acidificación producida en presencia y en ausencia de glucosa, 

siendo 6sta de 0.2 unidades de pH. 

Este incremento en la capacidad de acidificación producido por la 

glucosa en aleuronas deterioradas, sin embargo no lo es tanto para 

llegar a igualarse a aleuronas control. Posteriormente se 

repetirán estos e:<perimentos, para comprobar la posible reversión 

observada de los efectos del deterioro sobre la capacidad de 

acidificación de las aleuronas. 

A la luz de estos datos, se decidió observar el efecto de la 

glucosa sobre la capacidad de slntesis de protelnas en aleuronas 

control y deterioradas, efectuándose de la manera ya mencionada 

anteriormente. 

En la Fig. 13, se puede vislumbrar aue a las 24 horas no e::1ste 

ninguna diter·encia. apreciable en el patron de protetnas 

sintetizadas eni;r·e el contt·ol y el deteriorado, en pt~esenc1a de 

AGa. A las 36 horas, se puede ver que se presenta un incremento en 

el número de protei nas di ·ferentes de a-ami lasa sintetizadas en 

aleuronas deterioradas, en comparación con el obtenido 

figura 9, donde se sintetiza casi exclusivamente a-amilasa, 

tanto no e:üste una diferencia apreciable entre el control 
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-Con. (Gluc 

D. (Gluc.) 

TiernpO (Horca) 

1.6 Con. (Aouo 

1.4 D. (A<;>uo) 

1.2 

o.: L-
0.6 ~ 
0.4 / ..// 

02 /~ 

OC:?: 
1 2 3 4 5 6 

Tien-ipo (Horcs) 

control y det:e1--1c.t--ada:; se lnc:uoaron en rn3tra.ces i~= 51) ml. en 5 mi. 

de agua des1on1z~da~ con y ~in 50 mM de glucosa, sl t~r'm1no de los 

t1emoos indicaaos Ee deter·min·: el oH ael medio de incubaci:n. 
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F!G. 13. FLUOROGRAFlA DE UN GEL DE SOS. Se colocar·on 5(11)00 cpm de 

extractos de aleuronas control y deterioradas incubadas en 

presencia de 50 mM de glucos~ y con y s1n 1 X 10 -~ M de AG~ por 

24, 36 y 48 horas, al termino del tiempo de corrida ei ;g_el - se 

procesó como' se , indica .en Materiales y Métodos,'" ·para la 

real izaci6n de. una 'Jll..IOf'.'f'9-l"ªf la • 
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deteriorado en presencia de AG9 y de glucosa. 

Por el contrario, a las 48 horas en la aleurona deteriorada, se 

presenta un patrón de proteínas sintetizadas semejante a el que se 

muestra en la figura 9, en el que se disminuye la slntesis de 

otras prateinas diferentes de a-amilasa, y se aumenta la sintesis 

del péptido de esta enzima, presentándose ya una diferencia 

apreciable entre el control y el deteriorada en este tiempo y en 

presencia y ausencia de glucosa. 

Par lo que taca a la encontrada en ausencia de AGs y en 

de glucosa, no se observa ninguna diferencia en el 

presencia 

patrón de 

protelnas sintetizadas entre aleuronas control y detet·ioradas. 

Estos resultados preliminares apuntan hacia que la menor capacidad 

de acidificación de aleuronas deterioradas, puede ser consecuencia 

de una falta de sustratos utilizables como fuente de energla, ya 

que al agregarse glucosa aumenta la acidificación producida por 

aleuronas deterioradas. Este efecto, no parecerla ser por la 

presión osmótica que se tiene en presencia de 50 mM de glucosa, 

pues se utilizó sacarosa 50 mM y no se obtuvo el mismo resultado. 

Lo anteriot• podrla reflejarse en el hecho de que en presencia de 

glucosa, se incremente el namero de protelnas sintetizadas 

diferentes de <:<-ami lasa a las 36 horas en aleur•onas deterioradas. 

A las 48 horas, no se obtendrla el 

probablemente a que la glucosa adicionada 

habrla agotado. 
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DISCUSION 

Las condiciones diferRntes de al~acenamiento de los dos lotes de 

semillas de trigo, el lote 1 almacenado a 4 ºe y el lote 2 

almacenado a temperatura ambiente y sometido a los cambios de 

humedad y temperatura del ambiente, definitivamente ocasionaron en 

este últimc unadisminuci6n en el vigor de las semillas, como se 

verifica en las caracteristicas fisiológicas presentadas por los 

dos lotes de semillas utilizadas en este trabajo. Estas 

características indican que las difer·encias entre los dos lotes se 

localizan en los eventos que dependen del funcionamiento del 

endospermo almidonoso, mientras que los que dependen del embrión 

de la semilla son similares en el Lote 1 y 2. 

La viabilidad y la velocidad de acumulación de peso seco son 

producto del metabolismo del embrión de la semilla, 

presentaron una magnitud semeJante en el Lote 1 y en el 

(Fig. 1 y 2a, respectivamente>. 

y ambos, 

Lote 2 

Los eventos que se encontraron con magnitudes distintas y que 

tienen en común el ser determinados por la actividad metabólica de 

la capa de aleurona, son la velocidad de germinación, la velocidad 

de movilización de reservas, la capacidad de acidificación y la 

producción de la actividad de ~-amilasa. 

La velocidad de germinación se halla regulada por el 

funcionamiento de la capa de aleur·ona C 1) y se encontró que ésta 

es menor en el Lote 2 que en el Lote 1 <Fig. 11. La velocidad de 

movilización de reservas se produce gracias al funcionamiento de 

la aleurona, ya que este fenómeno acontece mediante la acción de 

hidrolasas secretadas por esta estructura sobre las macromoléculas 

almacenadas en el endospermo. Los manómeros, producto de estd 

hidrólisis, son transportados hacia el embrión, el cual los 

utiliza para su crecimiento y desarrollo \ver Int1·oducción, 

Movilización de las reservas del endospermo). La velocidad de 

movil1zac1ón de r·eset·vas del La~e 2 ta1nOién se encontró veces 

disminuida con r·espec:to a la pr·esentada par· el Lote l \Fig . .2al. 

Algo similar sucede con la capacidad de acidificación de las 

aleuronas provenientes de semillas del Lote 2, la CLlal es menor en 

comparación con la producida por aleLtronas del Lote 1 <Fig. 3). La 

producción de la actividad de c.-amilasa de aleuronas del Lote 2 
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también sufre u11 decremento con respecto a 

Lote 1 <Tabla Il. 

la producida por el 

Estos resultados muestran que el almacenamiento a 25 ºe de las 

semillas del lote 2 altera el 

aleurona de estas semillas. 

funcionamiento de la capa de 

La menor capacidad de acidificación de la aleurona deteriorada, 

podria contribuir a la disminucion de la actividad de 0<-amilasa, 

ya que se ha postulada (48) que la acidificación producida por la 

capa de aleurana modula la accion del la s1ntes1s de 

a-amilasa, sin embargo el mecanismo preciso se desconoce. Ademas, 

tambi~n se ha reportada que la aciditicacion podrla contribuir a 

la solubilizacion del ión ca"• ya sea el unido a la pared celular 

de la aleurona i 11 J y;ó el que se encuentra en el endospermo 

alm1donoso (201. Puesto que el mayor reservorio de este 

semillas de avena (61 i y de tr·igo (56i es la aleurona, 

ion en 

la menor capacidad de acidificacion de las aleuronas deterioradas 

podria trae•· como consecuencia una alteración en la acción del AG" 

y/o una menor disponibilidad de Ca++ en el citoplasma de la 

aleurona, para la s1ntes1s de la a-amilasa la cual r•equiere un ión 

Calcio para su integridad estructural (7). lodo esto en conJunto 

probablemente ocasionarla una menor producción de a-amilasa. 

La actividad de a-amilasa producida por aleuronas deterioradas fue 

menor que la pr·oduc1da por las control <Tabla I), a•.Jn cuando la 

concentr·ación de AG" utilizada en la inducción de esta actividad 

fue igual en ambos casos. La menor actividad de esta enzima 

también se detectó durante la ger·minación de semillas deterioradas 

(59) ó en medias semillas deterioradas incubadas con AG" (1). 

Lo anterior demuestra que la baja producción de ry-amilasa 

encontrada en aleuronas aisladas de semillas deterioradas no ~e 

debe a la carencia de factores del embrión 6 del endospermo i. e. 

AGa~ sino pr~abaülemente a una altet·ac16n en la pt·oducc16n de lci 

act1v1dad de ·~-am1lasa 6 a 1~na sens1oilidad alterada de las 

aleuronas detef'1or aoas .J.l ?·1G3 ('• a ambas. For otra parte, parece 

que el medio ácido requerido para una acción óptima del AGa no se 

alcanzó en aleuronas deterioradas, aun cuando se proporcionó 

exógenarnente, puesto que la inducción de la actividad de c.-ami lasa 

se efectuó a pH 4.0. 

Por ello, probablemente el pH exógeno no realiza las mismas 
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funciones que la acidificación producida par la aleurana 6 bien 

existe otra factor además de la acidificación del media que limita 

la producción de la actividad de ct-amilasa. 

Este factor padria ser la diferente sensibilidad de las aleuronas 

deterioradas al AGs can respecto a la de las control. Este na fue 

el casa a las 24 horas de incubación de aleuronai; control y 

deterioradas <Fig. 4), puesto que las constantes aparentes de 

disociación (l(s app) na son significativamente diferentes. El 

ndmero de Hill obtenido para los dos casos indica la presencia de 

dos receptores con diferentes afinidad por el AGa, lo cual 

concordarla con lo 1·eportado en la literatura acerca de la 

existencia de un receptor membrana! y otro citos6lico (62,Z3l, 6 

bien puede ser producto de la existencia de un receptor con dos 

sitios de unión a AGa, siendo ésta de cooperatividad negativa.Sin 

embargo, la respuesta <actividad de a-amilasal sl es diferente en 

las dos clases de aleuronas, siendo significativamente menor para 

las deterioradas. Esto indica que en aleuronas deterioradas en 

algdn paso de la producción de la actividad de a-amilasa existe 

una limitación ó una alteración, y que muy posiblemente no sea la 

causa,una diferente afinidad por el AGa de estas aleuronas. 

Las curvas resultantes de la incubación de aleuronas control y de? 

aleuronas deterioradas con diferentes concentraciones de AGa por 

48 horas no se ajustaron al raodelo de Hill, posiblemente porque a 

este tiempo de incubación ia actividad de o.-amilasa dete1·minada es 

producto de la vida media del péptido secretado de a-amilasa y de 

la producción de la actividad de esta enzima; el primer fenómeno 

es independiente de la acción de AGa. A las 24 horas, la actividad 

de o-amilasa medida es producida primordialmente por p6ptidas de 

a-am1lasa sintetizados recientemente, y como ya se ha mencia11aaa 

<Ver Introducción, Regulación de la slntesis de e<-amilasa poi· AGa> 

esta sintes1s es regulada por AGa. 

No obstante, de las curvas obtenidas a las 48 horas de incubc:tc1cn 

es posible deduci1· que probablemente a este tiempo aumente lii 

afinidad tanto del tejido control como del deteriorado por el AGa, 

puesto que parece requerirse una menor concentración de este 

firm·regulador para producir una má:<ima actividad de a-ami lasa, en 

comparación con las 24 horas. 

Lo anterior puede ser producto de que los factores necesarios para 
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llevar a cabo esta función, 

enzima 6 la acumulación 

como 

de 

la 

calcio 

sintesis de ARNm 

se realizaron 

cantidad de 

a 

de esta 

tiempos 

AGa para anteriores, requiriéndose entonces menor 

mantener la síntesis de esta enzima. 

E:dsten dos lineas de evidencias que 

concentración de AGa requerida para 

apoyan lo anterior: la 

de transcribir el 

e<-amilasa es de 20 a 50 veces mayor que la 

traducción (42), ademfi.s de que se ha reportado 

requerida 

que los 

ARNm 

para 

ARNm 

su 

de 

0<-ami lasa presentan una c1netica de acumulación tanto en t1·igo 

como en cebada <ver Introducción, Regulación de la sintesis de 

e<-amilasa por AGs.l. El de las isoenzimas de Bajo p.l. disminuye a 

las 96 horas 137) 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 tr1yo dt:?sapa1"'"ece a 

137>, y en aleuronas de cebada 142>, 

incubaci.:,n. 

las 48 horas 

declina a las 

de 

36 

incubación 

horas de 

Por lo tanto, después de las 40 horas de incubación en nuestro 

caso, probablemente o ya no se sintegice ARNm de o-amilasa o bien 

se sintetice primordialmente el ARl~m de las isoenzimas de BaJo 

p.I., proceso que se ha reportado que 6 no requiere de f\G:a o 

necesita de bajas concentraciones de este fitor·regulador 124, 421, 

dando como resultado un menor requerimiento <mayor afinidad) de 

las aleuronas control y deterioradas por el AGa a las 48 horas 

para producir una máxima actividad de a-amilasa. 

Las isoenzimas encont1·adas tanto en aleuronas de trigo control 

como en las de trigo deteriorado, parecen formar 3 i so91·upos 

mismos que fueron diferentes en el p.l. al reportado en cebada 

para los dos grupos (Ver Introducción, lsoenzimas de o-amilasa). 

En el presente trabaJO se encontró un grupo cuyo p. l. es de 8.•.> a. 

6.6 siendo más alcalino que el reportado en cebada para las 

isoenzimasdeAlto p.l. <5.9 a 6.61. Sin embargo el pattcn 

electroforat1co de ambos grupos es muy similar lo mismo que el 

numero de isaenzimas del yrupo (4 isoenz1masJ. Asimismo, el qr-upo 

demenorp.l. mostr·6 un rango de p.l. más alcalino que el 

reportado en cebada (5.0 a 5.4 para el primer caso y de 4.6 a 5.2> 

pero con el mismo numero de bandas. Por su parte, el grupo 

encontrado con p.I. intermedio 15.5 a 6.4) con sólo dos isoenzimas 

corresponderla al grupo de Alto p.I. de cebada por los 
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p.I.presentados. 

Tanto el patrón electroforético como el número de isoenzimas de 

los grupos encontrados en este trabajo, concuerdan con el 

reportado por Sar9eant <54) para semillas de trigo con 7 dias de 

germinaci6n, 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. san similares en ambas casos. 

Igualmente, Conford y colaboradores (13) reportan en embriones de 

semillas de trigo, el grupo encontrada en este t1·abajo como de 

p.I. intermedia, dentro del grupa de Alto p.I. y que estas dos 

isoen::.imas 

isaenzimas 

se compartan 

del grupo. Las 

de forma 

isoenzimas 

semejantes en los dos casos. 

distinta al 

del grupo de 

resta de 

Bajo p.I. 

las 

son 

Asi, el patrón de isoenzimas encontrado en el presente trabaja 

coincide can el que presentan las semillas de triga después de la 

germinación y con el de embriones de triga incubados can AGa. No 

obstante, las p.l. del grupa de Alta p.I. en el presente trabajo 

san más alcalinas debija posiblemente al método de medición de pH 

utilizada, puesta que otros autores utilizan un electrodo de 

superficie mientras que, en nuestra caso se utilizó un electrodo 

de inmersión. Para fines de discusión se considererá que s6la hay 

das isogrupos: el de Alta p.l. que en este trabajo será de B.O a 

5.9 can 6 bandas y el de Baja p. l. 1 cuya rango de p. l. es de 5.0 a 

5.4, formada por 6 bandas. 

La cinética de aparición de las isoenzimas en aleuronas aisladas 

de semillas control IFig. 5>, contrasta can lo reportado para 

aleL1ronas de cebada y de trigo. En el p1·imer caso aparecen 01·imero 

las de Bajo p. l. 149, 42) mientras que en el segundo caso lo hacen 

las de Alto p.l. 1371. En aleuronas control, aparecen 

simultáneamente a las 24 horas de inducción <F ig. 5) las 

isoenz1mas del e-upa de BaJa p.l. y dos ael grupo de Alto p. l .. A 

las :::.6 horas de tr3tamiento ambos isogrupos están presE·ntes <·011 

sus bandas completas. 1nientt~as que a las 48 horas de 1ncubac1ón 

existe una ligera disminución en la actividad de las isoenzimas de 

Bajo p.I. IFig. 51. Otra diferencia encontrada en aleuronas de 

trigo control, es el hecho de que la mayor contribución a la 

actividad enzimitica total la realizan las isoenzimas de Bajo p.I. 

Y 2 de Alto p.l., mientras que en cebada la mayor contribución la 
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hacen las de Al to p. I. {42). 

La cinética de aparición de la actividad de las isoenzimas 

deterioradas, aparentemente es similar a la de las controles. Pese 

a ello, la actividad de los dos grupos está disminuida por igual 

en comparación con la de las isoenzimas controles. A las 48 

se observa como en el cont1-ol, que las isoenzimas que 

contribuyen a la actividad enzimática total son las dos de 

p.l. y las de Bajo p.I .. 

horas 

más 

Al to 

Lo anterior indica que el deterioro no afecta la expresión de un 

grupo de isoenzimas en particular, ya que la actividad de los 2 

grupos se encuentra disminuida de la misma forma, implicando que 

la alteración en la producción de la actividad de a-amilasa esta 

en un paso com•~n par~a los 2 grupos. 

La slntesis de proteLnas es un paso comun para la producción de la 

actividad de los 2 grupos de isoenzimas; se ha reportado que en 

embriones aislados de semillas de bajo vigor <52>, se presenta una 

disminución en la capacidad de sintesis de proteinas de esta 

estructura. Lo mismo sucede en aleuronas sometidas a un shock de 

alta temperatura (57), por lo que en aleuronas deterioradas ésta 

podria ser la causa de la menor actividad de c.-amilasa pues se 

sintetizaria menos pépt1do 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 I!). La diferencia encontrada en esta función 

entre las dos clases de tejidos estriba en el efecto que sobre 

ésta ejerce el AGa <Tabla Illl, pues mientras en aleuronas 

controles este fitarregulador incrementa la capacidad de sintesis 

de proteinas en función del tiempo, en aleuronas deterioradas 

permanece constante, siendo menor la capacidad de s1ntes1s de 

proteinas de estas aleuronas a las 36 y 48 horas con respecto a le. 

del control <Tabla 1111. 

Asimismo~ se encantaron otra5 d1fet·encias tanto en 

proteinas sintetizadas como en la sinl;esis de 

aleuronas control la slntesis de esta enzima es 

tiempos medidos <Tabla 

probablemente a las 48 

distintas de esta enzima 

IV, Fig. 10, Tabla 

horas la slntesis de 

<Fig. 9). En aleuronas 
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observa que aumenta la síntesis del péptido de ~-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 prateinas distintas de a-amilasa, 5intetizándose 

el péptido de esta enzima prioritariamente sobre otras prote1nas 

<Fig. 9). 

Una posible explicación a estos últimos resultados, es que exista 

una degradación de los ARNm diferentes de a-amilasa ya sea 

presintetizados 6 sintetizadas de novo, 6 una menor s1ntesis de 

novo de este polinucleótido. 

A este respecto se ha reportado que en embriones de 

bajo vigor existe una disminución en la velocidad de 

í:Ol'O de ARNm (52). conservándose por más 

polinucle6tidos preformados. Por lo tanto, éste puede 

en aleuronas deterioradas en presencia de A69, ya que 

las 24 horas se encuentra notablemente disminuida la 

semillas de 

slntesis de 

tiempo los 

ser el caso 

después de 

slntesis de 

proteinas distintas de a-amilasa, cuyos ARNm probablemente se 

sinteticen de novo por acciOn de AG9 1 mientras que la sintesis de 

esta enzima se incrementa., posiblemente, porque el ARNm de 

a-amilasa es el mas abudante, y por lo tanta, una disminución en 

la concentración del misma no seria tan aparente. 

Esta probable explicación no excluye la posibilidad de que el AG9 

ejerza un control mis estricto sobre la s1ntesis de ARNm y de 

proteinas en aleuronas deterioradas en comparación con el ejercido 

en aleuronas controles, puesto que se encontró que la diferencia 

en la capacidad de síntesis de protelnas entre los dos tejidos 

radica en el efecto que el AGa ejerce sobre esta tunc1on. Se 

reportado que este fitor1'e9ulador disminu_ye la cantidad tot,,l ;:l? 

ARt~ poliadenilado y aumenta la del ARN1n de o:-amilasa al iyu<d que 

redirige la sintesis de proteinas en células de aleuronas (27 y 

4·:;;¡. F·or' ende, en Bleur·onas deter101·aoas posibiemen'tE-

d1sm1nL1ir1 3 de de otras prote.l nas, 

i ne 1"emen t .:1.r1dose a su la ciel AF':Nm de <:<-ami 1 asa :' ·D se 

traducirla preferentemente éste •.ilt1mo palinucleótido sobre los 

demAs. El resultado de ello seria un aumento en i.a s1ntesis de 

a-amilasa y una disminución en la sintesis de proteinas diferentes 

de esta enzima. 

Por otro lado, relacionando los resultados encontrados para la 
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slntesis de a-amilasa en aleuronas control 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 a-amilasa en aleuronas deterioradas <Tabla 

V, Fig. 10), se observa una menor actividad de esta enzima tanto a 

las 24 como a las 48 horas <Tabla l) • en comparación con la 

presentada por aleuronas controles, lo que podrla deberse a que el 

péptido de a-amilasa esté inactivo por no procesarse en 

adecuada. 

forma 

La mayor marca incorporada a la banda de a-amilasa en 

deterioradas puede ser producto de que se sinteticen 

a.leu.ronas 

en forma 

pr·edam1nanta las isaen.;:imas de Bajo p. l. en esta aleurona, ya que 

se ha reportado que las isoen:imas de BaJo p.l. \24) 

doble de 1·es1duos de t1et1on1na que las de Alto p. l .. Sin 

aun cuar1do se s1ntet1cen pt'1mor·d1almente las isoenzimas 

poseen el 

embargo, 

de Bajo 

p. l. a las 48 horas, por la magnitud de la diferencia en la marca 

incorporada a el p~pt1do de o-ami lasa con respecto a la que se 

incorpora en el control llabla IV), implica que posiblemente se 

sintetice una prapo1~c1r::-n de p.S.pt1do de .-::·-amilasa en forma inactiva 

en aleu1·onas detet·1oradas. 

La mayor slntes1s del pépt1do de ~-ami lasa en aleuronas 

deterio1·adas podria tambi··n ser pt•oducto de que éste tuviera una 

vida media menor en este tejido en compar·ación con la que presenta 

en el control. En experimentos preliminares donde se midió la 

estabilidad del péptido de a-ami lasa en aleuronas control y 

deterioradas, se encontt·~ que ésta es similar· en los dos t-::jidos, 

pera la secrec1on de este pept1do de las células de aleurona.s 

deterioradas es mayor (F1g. 11. Tabla VII que en las central y no 

se observa una acumulacion del mismo en el teJido de las aleu1·onas 

deterioradas. A este respecto, se ha reportado C57> que la 

inhibición de la sec~eción ce la u-am1lasa inhioe la s!ntesis d0 

esta en~ima, pot· lo que posiblemente una mayor· sect·ec1on oe 

et-am1lasa pueda estimular su stnte-:;1s .. 

Un modelo de lo que probablemente esté sucediendo en la aleurona 

deteriorada en torno a la producción de a-amilasa serla el 

siguiente: 

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

endoplismico y que el Aparato de Golgi interviene en su secreción 
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(19,39). Asimismo que la e<-amilasa es una metaloenzima que si no 

posee un i6n calcio unido al péptido da la enzima, no se forma el 

sitio activo de la misma (7), por lo cual existe una gran demanda 

de calcio durante el periodo de slntesis de ce-e.mi lasa que parece 

satisfacerse mediante la acumulación de este i6n en el 1·eticulo 

endoplásmico de las células de aleuronas, esta acumulación se ha 

observado es estimulada par AG• (9). 

En células animales y en levaduras, se ha propuesto (53) que el 

mecanismo de secreción de las proteinas sintetizadas en el 

reticulo endoplásmico por el aparato de Golgi, es regulado por las 

oscilaciones del ion calcio hacia afuera y hacia adentro del 

reticulo. Si se alteran estas oscilaciones mediante ion..-Jfaros a 

por mutaciones de las p1·ote1 nas del ret1culo endopll!.smico 

encat•gadas de secuest1~a1· calcio, se pierde el control oe la 

ya que o se secretan 

proteínas cuya función esta dentro del reticulo endoplásm1co, o se 

secretan protelnas que no se hallan bien ensambladas o bien cuya 

síntesis no se ha i1nal1zado. 

Parece ser que en aleuranas deter·1or~adas, por una parte, se tiene 

un efecto de regulac1on diferente del AG• sob1·e la s1ntesis de 

protelnas. Este efecto podr1a eJercerse desde la s1ntesis de ARN 

poliadenilado donde se d1sm1nui1·1a la s1ntesis de ARNm diferentes 

del de o-am1lasa, •::> bien desde la s1ntesis proteínas 

sintetizándose casi exclusivamente ~-a1nilasa. Por otr·a pcit·te, se 

tiene una mayor cantidad de péptido de esta enzima y una menor 

actividad enzimática y no parece estar afectada su secrec1cn de 

calulas de la aleurona. Esto implica Que posiblemente se existe 

una proporci6n de ptéptidos inactivos de .:"-ami l¿~5a qLte :;e 

de igual for·ma que los activos. 

Ya que el control de la secreción de los péptidos sintetizados y 

ensamblados 6pt1m301ente par~ecen eJet·cer·lo las osc1lac1ones de 

calcio, probablemen1:e en aJeu.ron3s deterioradas e:{I~ta una menor 

, .. ettcula endoplasm1cw pc·r· ei:::i:;.:-.. 1~ 

disminuida la movilización del mismo, tanto de la pa1·ed celular 

como del espacio periplásmico de la aleurona hacia el citoplasma, 

ocasionado esto en parte, probablemente, por una menor 

acidificacion producida por la aleurona deteriorada. 

HLtnado a lo an ter i 01·, 1 a permeabilidad de las membranas de las 
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aleuronas dete1·ioradas parece ser diferente en comparacion con la 

de las controles, contribuyendo esto ultimo también a la probable 

menor concentración de ca•• en las primeras. Por lo tanto, en 

ausencia de suficiente calcio tanto para la sintesis de a-amilasa 

como para la regulación de la secreción 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 óptimamente por haberse perdido el control de la 

regulación de la secreción de las proteinas sintetizadas en el 

reticulo endoplásmico. 

Otra posible causa de que el p4ptido de ~-amilasa est~ inactivo, 

es qLte no se formen los puentes disulfuro que contiene la enzima, 

poi· lo que su configLtl'ación va a ser diferente ocasionando asi una 

pérdida de la actividad de la enzima. 

Por otra lado, la razon de que se acidifique en menor proporción 

en aleuronas deterioradas, oa1·ece ser que es la falta de energía 

ya que en eHperimentos preliminares incubando las aleuronas con 

glucosa 50 mM, se observo que esta ac:1d1f1cacion se normaliza. Por 

ello, probablemente normalizando esta funcion sea posible revertir 

algunos de los efectos encontrados del deterioro sobre el 

funcionamiento de la aleurona de trigo, ya que se observa que en 

presencia de glucosa a las 36 horas, ya se sintetizan otras 

proteinas diferentes de a-amilasa en aleuronas deterioradas CFig. 

12>. 

En suma, los resultados encontrados en este trabajo indican que, 

aun cuando se almacenen las semillas en condiciones ambientales no 

extremas y que las alteraciones observadas en los parámetros 

fisiológicos sean de pequeffa magnitud, e::isten alteraciones 

importantes en los procesos bioquimicos de la capa de aleurona, 

como se observó que ocurria en la producción de la actividad de 

a-amilasa, enzima importante en la movil1zaci6n de t~eser·v2s del 

endospermo almidonoso, ocasionando una en ia 

p1•obabilidad de que la pl~ntula se establezca eficientemente en el 

campo. 

Por todo ello, la actividad de a-amilasa presentada por semilllas 

de cereales podrla ser un candidato a indicador de deterioro en 

estas semillas. 
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CONCLUSIONES 

1) Las condiciones de 

disminuyen el vigor de 

principalmente a la capa 

semilla. 

deterioro utilizadas 

las semillas de 

de aleurona y no 

en este trabajo 

trigo, alterando 

al embrión de la 

2) La capacidad de acidificación de aleuronas aisladas de semillas 

deterioradas se decrementa por efecto del deterioro. 

3) La actividad de a-amilasa producida por aleuronas deterioradas 

es menor a la producida por aleuronas control. 

41 La sensibilidad de aleuronas deterioradas a el AGa 

ser diferente a la de aleuronas controles, sin 

no parece 

embargo, la 

respuesta a este fitorregulador medida a través de la actividad de 

a-amilasa, es menor en aleuronas deterioradas. 

51 El patrón de isoenzimas en aleuronas deterioradas y controles es 

semejante, a exepción de que en aleuronas deterioradas no se 

observa la actividad de una de las isoenzimas de Alto p.I •. La 

actividad de los dos grupos de isoenz1mas se encuentra 

disminuida en aleur·onas deterioradas •. 

igL1almente 

61 La capacidad de s1ntesis de proteinas de aleuronas deterioradas 

es similar a la de aleuronas control, per·o el efecto que el AGa 

ejerce sobre esta función es diferente. 

71 La cantidad de peptido. sintetizado de a-arnilasa en aleuronas 

deterioradas es mayor a la cantidad sintetizada en aleuronas 

controles. 

S> La menor actividad de ~-amilasa producida por aleuronas 

deterioradas, probablemente se deba a una distinta regulacion del 

AGa sobre la s1ntes1s oe prote1nas ae la aleurona deteriorada /10 

a una limitación en la producción de la actividad de a-amilasa, 

probablemente en el proces~m1ento del péptidc 

sintetizadaª 
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