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RESL"HSH 

Cu:--ant..a l• .;er:-:-...:.:--,.sción :je las ser....:..lLii.s de ceb•da. el endospertDO 

.a.:::-.!dor.::::sc •-1e:-;e ~:--. ¡:::.H a::--,...deccr d<o? 5. =-.!&nt-ras que el t.:tj.:.do vivo 

r:.e:.J'...ral:.:::!a:::. Es!_a c1ft>-rt-'."'l.:ia. S@o ha atr:..::iu.:.dc a. la ca.p.ac.i.d.ad de la 

a.le:.:r:::!"'l.A a.:.slada de a:::.!.,j!f.:.c.ii.:- el !::ed.lo y este evento se ha 

c~rr~lacl~r..a.dc ==n !~ s~rec1~n d~ ~=ide :-:-~l:..cc. 

La~ ~:eur~na:; d:.sla~a:a ~e t:-:.gc ta.~~!ér. son ca.paces de acidificar 

entc:-n.;i de fc:--~.a sir:-...:.l.a.r a la. cebad.a.. 

E:-. és,•_e '...:-aoa_:.:: :ae e.=.t!...:.:!.:.a el !:')eca:-;.1s!:IO de l.a a.cidific.a::16n 

!a s&e:-eci6n de Ac!d~ r.~lico y el p.¡.pel 

:....;.s resu:-:..ad.es =~·-e-n:..::!.e:s sug1ereri qi.:e !.a a.:::..:.d1f1ca.ci6n 

~reces;:. f:.:;:..:::>~s;:.::.::. ::;:..:e favorece la h.:.dról!SlS de reservas. 

La .;,..::...:i:..f.._c¿;;::.;:-:--. del :':'.e=::¡o .=e !n.:j:..:;::c:.ón pc.r capas de .ale:.:ror.a. 

deper.::::.er,le de ener?~• me'...Abél1c.a.. :::¡ue ¡:::-obablernenle proc9'd.a de la 

.:::..:..:.dac10:-. de gl:Jccsa. Los inten~cs po:- dem::istr.ar la presencia de 

! a. a! eur en.a. .a.1 sl ad.a medl. .ar.t.e el uso de 

lnh1b1d~res ccnoc:dcs ~o d~~:-on e¡ resella.do esperado. 

E..-. !::..ase a. !.s t.er-.denc.ia Sl:':".!lar ~e present.a la .a.c1d1fic:ac16n y 

~e-cre.:1ón de l':"..il.:.or.t.c. ccn:::r..:1~s que el r..ecanlsmo utiliza.do por la 

.a.:.e-.;ro:-,.;. .-.:..s: .. c.a. de t.•!-;;c p.11.r• a::ldi!!car su entc:-r.c puede lA 

se-~r&ci6~ ce .a::;.:::c ::-.a:1c-:::, y 5U t.:l':..er1or d1soc;,ac1ón fuera de la 

célula de l• cap.a ¿9 aleurena 



Cuando t .. :na se:::..:. 11 a v1 abl e es hl.;.":'ledeci da. el agua es c.apt.ada; 

er.tcr.ces CJ.. .,_•e:-s.as a.et:. vi-=.a:::es :r.et.abol 1 cas co:ti e:'l;:An y despues de 

:..::-. ::.!ertc pe:-1od~ do l1em¡:io el e::-.b:-16r. er.:.er9e Ce la. settJ.lla.; t..<j\ 

Se:':'...i l l .11. ha. ge:-::u :-:a.de. 

Var.!:::s r&~·.;er.i.r...lerl.t::is c::.·.r1a'.':".e:-.te deben ser satisfechos antes de 

que estos e•.·ent.os ;::ued.an ocur:-1:- ~ ¡::ero un.a ve= que se h~ dado y 

.:..a. se:r-1!!.a t-• .a lc.;r.ar.do :-omper los obst~cl!los que la ir.a.nt•nian un 

est.ado -::!e ~· y la ge1rr.1r • .a.c.1::in ocurre~ el creci.zr.lento del.a 

pl~ntul.o. .:cr.t.:.nu.a.. s.oporl.a.do por l.a mcv111zac1on d• reservas 

Sir. d:..:d• .sl:;:..::-.•. u:-:o ::ie :..os .&::.cr-.tec1~entcs de ll'..&yor 1mporlancia 

durante !.a :.;err.-..:.n.a.c.:.Cn de l.a.s serr.illas la provtsion d• 

r.utr¡,ente~ par-.a e: crec1::-..:.e:"'ito del e:rbr16n. En las gr•min~as el 

.&1:-.ldón e-s el pr:.nc1pal nut.r1l':'<El'nto de alr.-..a.cén. L.a. a::.:.dlf'1cae!.6n 

de.! endcspe:-~.~ al::-..:.doncso durante la ~erm.1n.aci6n es t...a.mblM\ d• 

g:-.lr. i1T.;:iorl.a.nc:1a. pues favcrec& l.a. .ac::t1vidad de las hidrolasa.s en. 

e.! endcs.;:>er~ y .ac•.:.. · ... ·.- el s¡sterr..a.. de tr&nspor-te de nutrimentos en 

el •sculelc CHa~b•~•. 1Q8:8). 

E..'"'1 c:e-:-ea.:.es. esp.ec:.:.!";. c:a.!?ier,•_e e~ ceb..áda. se !"'..a. er.c::.ont.r.ado qu. 

dur.&nte la ;;err.-..:.l'"';.i.Cien, el e:-:.=os;::-er-r.o a!=.idoncso t.!•r.e un pH 

o..lrede-dc• de 5, ;:-..:..entras qtJe el tej1do vi,,..o que lo rodea Ceapa d• 

s:.;pcrie. pe:-::-.a.neee e:-'I valores cercanos la 

¡.eu•.r.a.l.:.c.s~. Esta diferencia de pH fu• at.ribu1d.a .a la c::ap.a.eid&d 

de ~. ~ ~e .sc:dif"ic.a.:- su entorno y la acic:!lf"1e.a.e16n f"u• 
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cual, per esta ·,•[a prcpcr::l.ona. s:-..:str.i.!.Os se..:.. u::::.. e.;;. v ~·~v~rtl'~e l.a 

tal o a la sec~ec:e~ 

de los deÑs cc~.?O:ler.•-es d& la se::-J.l:a.. las cél~l.a.s de a!eur~r.a. 

siguen cor.ser v.a.n~o su c.a~.a.ci do..= ;:-a.:- a o.e¡·~~ f ! e ar u.: ~,e:::~ ,je 

ser co:r.p.a.r a.b1 e 

corr.pl e~a. 

3 



irr.p·.:irt.a.r.c1a. en t~dc e.i !'nt.;:".d:::: ¡:::cr s·JE. ;:-r-=?~t?.!a.des. ..;,l!.-::o?!"lt..lc.:...as .y, 

s.obre t.odo nut.r.i t.:.....-.-.~. 

CTril.lcum). 7~dcs 

y quebradizo. y el ;ranc n~ se ~e~~ra ~ap;~d~~n~e ~e l•s br-c~e•s 

que lo onc1er~•n 



--.& ·.;e.:.'<""S r.:..r.gu:~¿,,-- de e"'.dcsperrr.ci ·:de 1.a.s palabras grieg4s que 

S!...;Jl'Hf!.ca:-. :.:!er.tr.=: y se~lla). y !as cap.a.s protectoras. la cubierta 

del.a. serr~lla o !ese~ Cde:. latln. ladrillo. teja.). como se muest.r.a. 

E.l t?:r.t:r .1.Cn de las ~r am!ne.a.s, 

c.r1r.c!.¡;,.:..l:ne:-i.t.e el de les ;:e:--eales :.:L!l._iv.r..dcz. ha. recibido mucha 

at..enc!Cn. C::::r.:.:.i se ve el de tr:.gc ::r1gura Cl)J, tiene la 

estr'...i:::tu:-.a. s.:.gu.:.e-nt.e: c;n o'!>Jtl prov1s•-c de esc..: ... elo Cen lat.ln, 

bandeJ.&) a ~n. la~c. u~d raCtcula con ur.a caliptra cubierta por la 

:::oleorr:..::.d :del ;::-.:.esv. ·.ra1r . .a y ral:) en el polo radical. y una 

plúC".ul• C'.Jb1e:-ta por e: c~:.eópt..110 (en. :¡;l'".:.ego. vaina.) y e! polo 

del trote. Sr ... es er:-~r;.:::.nes Jóvenes :a co~eorri::a se cc:--.tin\'.:a con 

el 5:.;s~er.s;,:..r ?or en::.:.!-:'.rt . .:a :::..;;lor:-i=a lleva una proyección. el 

ep..:~.!ast.= C.:1€'1 9r.:.ego, er,c.:.?:"...a ·•· br:::!..e). ins.e:-ta.do cpuesta.r:ienle a.l 

El >?.s=·..:"..elo e-::; u:-. .a est.:--:..:ct·..:ra es::.i.:l!!"orme. Su Pr~s.anch.ida 

.=...:¡::-e-:-f~::..:..e .a.::..i:c•l .i.leva l..!:i.A ep1derr.-.J.S. ej:>lt.e~l.al se::retora. que 

est.~ e-r. cont.a.::to >=:::r-, el endospermo. El coleó;::t1.!o, en forma. de 

cor-.c. tiene ur. p.;..ro en el ap.:..ce. por al cual emerge la prirr.•r~ 

hcJ.a.. 

:....a. :.olecrrl=• se 1der,t.:.f!c.a. c..::.mo una. p.a.rte del suspeonsor o d•l 
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él pa.rt.ir Ce!. prcductc de.:..:.. tr.:.~.!.e f-..:si'!.r .. es .::te-Cl::- . ..:!e .:a f;_:~:~n 

:-ubierla.s prc•~ectcra.s: ~ testa o cub!..er-t.;. d~ la se~c!:la :• ";?: 

per1c~rp¡c o cub1e~ta Cel fr-utc ( f.:.g~ra 1.2) 



F.:..gura :.2 .::~r.:..:.¡;.s;.s ;::::-· :!e T!"'1t.1cu;:; (tr1gc:· y S'..1 pericarpio CA. y 

S). L.1.1. ;:d~:.::.;;.s.:.5- :-.a s.:.:::..; ::-crlada l-=.r-.g1lud1nalr..ente paralela ...J. 

El pe..:¡:...:e!';:= rectar.;:ulo en C indica la s.:..t.u.a.ción de l.a 

Las cl!lulas trar;sversa.les •st...i.n 

;..;.a.r.Ja.;.;..s -;:,:.r;-e-:-:d.:.='...!larr..o?nt..e a.:. ~Je lon.:;..:.t...udin.a.l del grano. B. 

cé:ul.;. ~.ransversal v1st.l. en un.a. s&cc10n lra.nsversa.l del grano. L..a. 

c~lu!a. ~~bul~r !cr~~ parte de la ep1dera~s interna del pericarpio. 

a 



l.l t.l.. Ccn.po~1c1~n qul-:Tl..1.c• 

El t.rigo pe:-tenece a: ·;:·..;;:-e ::::~ ::.e:r.:.11.a.::. 

m.at.eri.a.les. de 

pla.s.t.!d!os C:...:r= 

los gran~s de .a.l~~:-~na. 

poligon.lce•s :~· dn !as g:-.a.rnlt.ea.s 

ellas se 1:-.cluyen 1.a. glut.t>l!.r.• :~·:.a gl1.ad.J.na Cunó prc.:.a;.:oi.;.). qu~ 

forC".a.n en cc::.1~n~o a: :-~deOc:- dtol s•,; -11?: po?~.: -j<e> l .a ~ ..... ":'.:. l l .s 

globul.:. n•. 



lr1ptofario. :::e'-.:.::::.:;.:.na. !.:.s¡na '.; gl.:.::.:.r . .a ;:-cr !o q:.:e 

como prot.e!r.as de :,a;a. cal.ida;:: :'\t:t:-.:.:=.:.cr-. .a! la d.:. et.a 

alimenticia ( '..abla :. 
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de aleuro; . .a. cc=:p.a.rad.a .:ol"'I l•s ael b.e.lance de el endosperr:.::> del 

~pa;--':...}.~C.::i. 
:3:U~.l..':"4~Cª 

Af.ar • .;.r-,.;. 

Wst.eJ.r-,.a 
Het.i~ru:--• .
!.s.).la:¡:=~na 

!..e~;::::.r • .a 
"Z"1 r::::s:. n..a.. 
re:-a: -.la.ni il~ 
!r.:.p~cf•nc 
Hist.:.d.r.r-• .ot 

Ar g1nt n.a 
Lis..:.r.a 
?rol:.n .. 

.'"f. • .::. -

A.!euron.a. 

9.3 
~S.3 

3.8 
5_0 
7 o 
~ 5 
~ "; 

"· d. 
o. .. 
~- 2 
5.7 
2. " 4.2 
n. d. 
4. 3 

12. 3 
5.9 
4.6 

E:nCospermo-

5.7 
33.5 

3. 1 
e.1 
4.6 
3.9 
~-1 
n..d-
0.4 
3.S 
7.0 
3.:. 
4.4 
f"l.ci. 
2.3 
4.0 
3.1 

11. 5 



En la figu;• i 3 

.1. 2. 
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F"ig'..:ra :. . 3 ::é!...:la. de a.lecrc:--.a. despt.:es de 3ec hrs. de Q•rJ:"J.oac.16n . 

.t.s.:>c:a:::.cr. de !.::s yc:1so::-.as (PsJ a. les ;:.ores nu:lea.res a lo la.rg-o 

~e !a ~e:-;.fe:-;.a. Ce: :-,'.J:::leo ::N~ X Z.3.1.C,:, ('.'!t;:il. 1g73). 
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a. 1::-s poros n·.;c!.e.a.res esta.n presen.l.:ts en. su ~..l.~r ía en el a.rea 

perií&ric.a de¡ r.uclec C/igll, 1Q73). 

Cuando u:".a se::u..ll.s ·.·.;..a.ble es hu1T.e-d9C.!da. el a9ua éS ca.pla.d.a. la 

reS?lra.c:.6:1, ........ s!ntesls de ~rote in.as y olr.as a.ctiv1d&des 

er..brlOr. e"T')("rge de lo. ser..illa.. general~nt.e prieero la radleula: la 

sem.illa ria. germi:-.adc Var1cs req·..:er:.~1ent.os cov1.a~nt.• deben ser 

s.a.!..:.s!"ec~as antes. de q:.;e es~os ever.lcs pu@rl.an ocw::-rlr; en r:tuchos 

Se!" la. s.uf1c:.1er.:..e el cxl9er.o ¡:.ara perr:.l.t.ir en .a...lgur:.os 

resp!rac.:.ó:-; ae:-c:::::a. y :.:r.a •-e!t:¡:e!"a.t.u1""a ccnvenier.te para per!'n1-lir 

.a.:.:iecu•d.a ~!..lct-..a.:s. espec.:..es de se!:'.i:l.as sin er..bargo r.o germinan 

ig'..:a; .=u.ar.~:: ~st..:..s reG:..:er.:..r:.er;•_;::;; ~;;::or. sat1sfechos. E.slo porque 

e:·'.~ste de:-:t.r~ Cli!' l.a se~..illa c==st-1:::..i.lc C:.i obsta.culos) en .alouna 

parte le· largo de la secuencia de cambios. los cuales 

norrr..a.l rr.ent.ltl' cul ?::"...;. ;-.3.n l.oi. proy&eciOn de la rad(cula atr-~\l'\t-5 da 

la.s estr:.ic•-t.:ras ..:.lrcur.car,·.e~. Eslcs 1!nped:.oentos son vencl.dos uno 

'.J otro ?Cr :a p:-c·,,1s16r, antes de la. germ.1n.a.ci6n visible de algunos 

estt~".Jlcs .s.:..Z!enta.:es ta..:es c~!:Y.:I luz o le~r.a.t.ura baja. o por 

:.:.a::.::1 es ;;;t..:;.. es ·~·..;~ =.e u:-~ er-. l er.~ a::-.ent.e en la seNU !. la. con el p.aso 

Es· . .- ,. ~- "' - . ,,.. ---··-----·· ger:ru.n.a.ci6n igo-J.a.l b&jo 

cc:-:d¡c.:.c:-.es favc-:-a::.:e:; es 1.!a:r.aé.a. lc.!.enct.:. ?~:e w:-i.a ve-z que la 

ge:-1:'.ir-.ac:...!:ri. t'.a. o.;:urr.:.do. el crec.!r..i.ent.o de la plá.nt.ula. jovwn 

14 



ee.b:-.lé!"'I .a..l er-,d;.:sp~:-~ . ..::

cubre al endes¡:.-&; o::: 



ent.re produ:::r:::.iC;n de GA. l¿ sin.tesis y secre.:::1c:-. de hiO:-olasas. y 



.ln.l~l~s.. 

fctcs!r.•_i?5.l.S ::!.e ¡:::la:--.t.o.~ C
4 

-.. ~lant.as CAH. e:i mov1r:--.J.entos 

17 



l.L4.L Papel .=-er.tra.l c!el ;..al.ato er. l.a f1siolcg1a celular de las 

plAnt_.a..:s; 

El .":"'..;.l.o-:.o p: ... :ede Si!'r CLC'....ll":"•'..:2...a.dc .a. ::-...ayores. n1ve!.es que otrcs Acidos 

les tejidcs de pl~n~.a.s usualmente 

-:cr..::uerdar. er, el r.a.ng.:i de- l A : '::r .. '-1 CU.;iochl.!l..,.."t.l. !979), m.1.ent.ras las 

del f.::sfoer . .:::¡:..:..r'....:~a•-c CPE?) est.a.ri en el rango de 10 a 100;..iM 

::"..l.1.a.t:: ~:..iese e:.:=~cer us ... os. !!J':'.1les: por ejerr,p!o er. plant..a.s CAH. 

Sl'i"·.J1er.d.::. !a :'":..._1 .a..::.:,ri -:;!e ::-:i
2 

d:...ir ... :-,te la r.oche, la. concentración de 

:-:.a.l•t-' e.-. :a. ·.·.a..:uc:.a ¡:•.Jede .a.pr..:.xir...srse .a. 100l'i.M ::0smond. 1Q91). En 

fcs!c-~r . .:lr::~::·...:.a'._ =i.:;;;:- fcsf;:;~r.olp1ruvatc c.a.rb:::x.ll.a.s.a. CPEPC) y l.a. 

por n-.ala~o 

E! e..:¡·..::...!:...::r:...o terrr.:=.d.lr . .a.:r..:.cc de est..a.s 

:...- .;._:r-ic"-":'.'.r .o,;:..::::: • ..:e !:'..¡,;.a•_,,:¡ puede perrr.ane-:er por largo t1err.po o 

car.'.b1.ar .::.omc res-..:.•.adc ·.:!e cacb!Cs er. las con::!.1c1ones a.mbientales . 

.:~n.:!.1c¡:::-.°"'s .!e S'-:-ess :::e al;--..::-.a :--.a.+_ura.1e:::a. Cfrio. c~or. drogas. 

s.;.:es. :-•::!:...a:::.:-:-.es, ..:;t..:17...:.::::::s. !-.erb:..::.:..da.s. ?<étSt1c1da.s. etc.), 

tlene•. ~er-.er-a.:::-,e:-.'.e t;;-,a !'·.;e:-~e 1r-.fluenc1.a. s.obre el ba.la.n.ce de la.s 

.;~:·..:l,;,.r :Le .. ~··-· .:;;a:.) F;;.:-- ~_;d.:r.y.:~. :.:~:-.C:..c:..ones d• ancxia. de!::1da.s 



l&)lc!cs e;-.·.·c:·.·.a:-.".&s ':¡;?hcdes. 

1983). 
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l.Z J="u:--.C3!r:er.•_,.,::lér. ce!. te:;-.a ·.- ;::lantearr.ierit.ü del prc.blem.a. 

Se t'-,a r.:e:-:.cl .:::r-.ado ya qwe la. capa de al e<.;r~na. que rodec.. a.l 

eh-::!::::s;:;errnc de la "Se~..1 l la Ce tr !. go. e-s :.:n conJur-.to de cél u! as. 

que ~e :r_.r..t:.e:-.e ·~·:.·.·:;:, :-- ~e ... !';"..<a.:-.e-::::e s.:.l"! r-aprod>...:cirs~. a.! ser a.isla.do 

.. :h? .!.·;:is cer...;.s c.:.:¡s·_:.t,•.;ve:--::..e-s: ca::- ~a. ser..J.11.a. ?e:- lo ccns.:.9u1ente; 

e-st..ss cara::t..erist.:.cas. s.:.r. l..o.s que ~.a::en de é'Sle t.eJ:.do. un oodelo 

para el e-st..~::iic del renomer.o de l.a 

.a.c1d.1. f ¡ c.ac:. .!.~. 

Por otrc la.de l• cep~ndenC!ó de éste r~nem4tno. de l~ glu~óllsis. 

la ¡:.rcd'-.:::::;:;:.;.o:-. Ce EH·.e:-gi.a l.iL aereacicr. ~el \.ejido durante la 

.:.ncut..o.c:.·!:r.~ sug¡ere.r, ~-...:e en el pro~ese: de a..:ldlfl.cac1or: p!Je-de 

es; ta• .i n·.·;;.i u;;.:- a.:.!a. :..;r-.a H .. -,!,.':?a.sa. y;,. que t.:..r.o de los si sternas 

:r.e!'.'".b;-,u-.a.:.es ae :.:-a.r .. s?..::.·t.e. -1";.;e actt.:.a.l:ne:;•_e se cen~cer:. e.a.paces de 

t:tet.d":oól.i~A. ser. las t.cr. . .bas de prot.cn•s CH""'-AT?.as.as), Por lo t.íu")l.O 

ést::: nos l!ev.a • preponer 

(;Tr1t.1-c.';Jr:-, ~L. v;;..r. 7cn1:::.hi), es ~l proceso ut..ili~.ado por 

el t.e.1:.ct~ ¡:ara .ac.ld:.f~ca:- e: !t".e.:!;c ":!·...:.-"""~te la. gerr:.inae.16n. o s:i. la. 

.a.c.:.d1f:.=ac:..::::n esto\ dad .... p-::::- l.a. se::.re::.;..:::n de ir.a.l.o..to y protón por

sepa.rad.;. s.:.n c.::nserv.ar al:;una :-ela..:.i.6n es'Le-qulc:riétr-ic.a.; lo que f\OS 



CAPI11JLO c. H¡POTESIS Y CSJE:TIV:-S 

En base a éstas ev: oenci as prti!'sen 1 • .a.:i.a.s se es.'..at:l ece er-.tc•.Co?S !a 

mern!:::ir.a.n.a. s.a-cundarl.c • un t!"'ans¡::crt.e- pr.:..::-.a.r.:.c de protcr.as pe; la 

act..1 vJ. dad e!& ur • .a. H'"' -AT?asa. ?l .o.n•.ean .. :ks.>? t.;..rr.t..J. ""°:-; ..:e<:.:. hi ;:~ :e3!. s 

.1.l ler:'1•t.1 va: 

La. s&crec..:.Or. de .:..c.:.do rr..l.li::::o es 

tr.a.ves de mer.:.br.-.n.;,.. 

En consecuencia lo .ant.er l cr plant.ean les ~.:..9:...;.J..e:"\tes 

objel1 vos: 

de se-crec.:.ón de ir.ala•.~ y su a::::.tmulac.:.!:r:. er. el te)!dc. 

b). Establecer la est.equ1ornetr!a entre :~s H'"" ca•..:sa:--.·.es ce la 

Z. Observar &l efecto de L.a. .a.c:!.:.::.:..ón :.:~ ~cr.es s.::b:-e :a 

.a.eidificaci6n y la sec:"'e::1·!-n de 1'4la•.:::. 

a). Efecto de •:• y Ca 2
'"" a d.:.fe-rentes ~~r-.-::.er.•.r3.'::!Cties. 
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3. Efecto de :..:-ih.:..t~-1cre:; ~.eta:.--::l1::cs s:::t:re :a .,;,:.~d1f.:..ca.ci6r. y lo. 

A). Efecto e.a- :..n:'üb1Cr:::-"='~ .::e :.a :·csf;::;:-:..:ac..:..-::in c:.:..:.dat.i·.·a. 

1:. _ :ii ~ gcl'l'l.! i.=! r:..a 

b). Ir.hl.b1i::c:-es de la :;!•..:.:..:;:!Sl.S 



V-sos de~rec.:.pit.adcs de 10.so.100.zsc.y 500 ml.; ll'lol.rC• CPYRE:X) 

?!.peot•s gr.ad:.l.-.d..&s ;,: volur:-.étrtc.a.s de !O lhl. CP"!REX) 

.::.a.Ja-S Pe.._r! .::FY?.EXJ 

?-'Jtra:=es KJ.t.a:.:..t.c .:!e 25 ml . .::.)::M.A.X) 

M..atra.:::es ..-clul"!'lélr1ccs de :..oo '='.l. ':PYRE:X) 

Tubos Eppenc.::r f de !. . 5" rr.l . 

H.:.crop1p~:..as de 5.10.ZO.!OO.Z:OO y 1000 µl .• marca CGilson.) 

Tu bes de er.sa ve .:!e !. 2x7'3 n-.ir. :.. '3xl C0 frw":I. y 18xl. 30 1:1."1'. C PYF.ElC) 

Filt.rc~ t-'...:.ll1pc.:-e CHA 0.5 ... 1:1.) 

:...a. e::.t.er.i.l1=ao::.6n ~el l:'..a.t.er1al d" v:.Cr10 y los filt.ros millipor• 

l l ft"w·o .a e.abo en el .a.ut.oc.lave 4'. Cl. 5 Kg/cmª a. 120°0 dur.a.nt..e 20 

r.-.inut.es 



3.1.1. Equipo 

Espect...refo*...ó!":'.etr.:; :Be-::\..;o.a.ro::. Mo-d.el:::: 35 

HPL.C e V•:- i..-.nt.::: 

B.a.l.an;,:a ¿n.;..l!t.1c:.. ':'.:~to•~t.!.e:- ¡...:5.:_;...;;) 

Incub•dcr de a.gita.::.!.ór. a. ~e."::?er.at.ura .=;::r.s~.a.r.te C?:-e=is~..:r.;

Mícrc.:ent.r.:.fug.a po.r,;,. t.ubcs E¡:-,r.endo:-f ~Sr.:.r.~:-:--...<t..r-.r:.:: 

A.git..ild::-r de ~ubc.s; c·:~r·.ex:. 

Comput.a.dor-a y 9r.a.f1ca.dc.r C?r.:.r,t.af.=rr..) ·•· CSrot:-,er Fr.:.nt.afcri:L: t-'..15•)9 

Ul t.raccr.9al •dcr '.'.: ?"e·.·;;o:-. F:-ee:e,-; 

3.t.2. ?.eact.:.vos 

Todos los reilct1·.-o-s ut.1!:.=it.dcs t:ar.s l& rea.11=.a;;.:.ér. del p:-&sente 

t.rab.l.jo. fueron de grade ~nalít!.=c de ;as s1~~1ent.es ~4~~as: 

C!o:-:.:r~ de tr_....:;nes1;;; nex;¡,h:.Cratadc. y clcruro .:e 

pot.as10. 

sod1c dCC.ecah1dratadc, v .Ac.:..j~ s:.:~=tr.:.c.::::.. 



311c.:.:--..:. • .a.c1dc L-::-..ll.;..co, oligor:-..:.c.lr.a. iodo,acela~da. 

sul.!;.• .. o Ce es.t.rept.c::ilcJ.n.a.. clcranf"en1ccl, y ;'1-n1col1n..a.mJ.da adenin 

3.1.Z.1. P:-eparac!cr-. de r-e.;a..::.•-ivos y soluciones 

La en:i:T-A r...a.l.;i.tc deshldrogen.as.a CH!)H). utillzada p.a.ra la 

cr.;.ant1f.:.cac16r: e:-.=:l::-..á!..:.;.:a da L-rr..a.l.sto fue d::n•d.- por el M.C. 

P.oge!1c Rodrtgue::::, de 1• Clv1sion de estudies de posgr.a.do del 

d,.;.p.a.rt..illmer.to de b1oqu(m.1c.a de l.a. racult..a.d. d• QuimJ.c:a de la 

Unl ... er .i.lCa.j Ha.e:. ~r;.ill Autóncr:.a de Méx.1 co. (?repar-.cl6n: O:t-.ca S. 

195'5 !-6..alic deh.:.dr~en.asá' rrc:;. ;.:lg na.o..:-t Ir. : Colow1ck y ~:a.plan 

CEd.). Me"...h::X:s ;;.n E.~::::)"'::'1.0lcgy. 1:7?e-7~). 

?.a.r.;;,, :.- ut;;.11::::.a::.1..:in Oe e-st• en::::ir...a.. e!"llil'ClUO una diluc1én 

l: ~--:.o. :a cu.a:. se trabajó en todos los .a-:\saycs para euantif.1ear 

el ::-..a.lato p:-ese!"'lte e:-. nuestr.as i:-.uestras. 

P.a.:--. l.ir.S d;;.fere;;te::> di:u::1cnes de l.;¡, en.zi::..a., !'·• prep.ar6 

se:~cio:-. de ~csf&to Ce sod!~ d;::...Ce=•h1dr.;¡,tado, &d!c1on¿ndo 1.07 gr. 

g.:, rr...l de agt.:.a. -:.r1destllad.a; se ajustó el pH a 7. y 

pos. ... er.torr.".Et~t'"" ~e llevo .a. :OO ~. 

utJ.11z6 p.a.ra el 

:w..smo. an.1.:..;.s1s. fue pre~rc.da d.1solvi.endo;. 3.75 gr. de i;;liein&, 

l.2-::" nJ. de hid.raz~n.a. .a:-.t;.ld•a. OOQ rng. de cleruro de i:i...gnesio 
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hexahid:-.a.lado. y 200 og. de ácid..: et1lend!.a.rr...:.r.tt?•.ra."'-::étl.CC en 6C 

:nl. de a.gua t.ridestilad-.. ~ 4.JUSt.C e!. pH a g_5 :•se l!e·•O a 10:.) 

r:U.. nueva.c-.ent..e cor. agua t.r¡destilada (Hans:-Ju:-:?en Ho:::.!-.:::rst:: 

A::idc L-mal1co 100 n-}·f: ésta 5..'.)lu:::.6r. ,;;;e pre¡::.ar.:- a~:.:::i::.r-.andc 

134.lmg en !.O :nl de a.g;;o. ::;:.::!es...,;.la.da. 

De ésla. rrJ.srr.a so.:.uc1ón 

concentr.a.c16r. de 10:r.H. y a su ve::: de ..;rsta ::-...:.S1'7'ld l: :•). p..:..ra ur..:. 

sclución lrr .. "'l. Ut1::.:::ando ésta u.:.t.:.ir..s .::cir.o pa.•.:-cr. de corr.para.c¡.;ir, 

los ensayos par.a. l• det9r:-:,¡nd.ci6:-: en::::.::-.atica de i...-r...a.lat.:i. 

(1-n1cct.i :"".arr.i da .ade:-.1 n d1 nuc! ect 1 de: ~ ¡:.r epa.ro ad1:: l :::-nandc 3:;.rr.g 

por cad.a e-.l Ce -.gua. 

Soluc10n de hldrOA.ldo de pct.asic .a.¡:.:-c:-:.l~dai=.er.t.e 3H. Es-t..a s:cluc;.On 

~e preparo~ .aid.1c1cna:-,do 8 . ..; gr de h1dr6x...:..do de pctasic er. 50 :-:.! 

dtt agua. 

Solución de .ic1dc perc!ór:.co eH. ?ara esta solucior. se adic1on.a.ror. 

30.63 cl. de ac1do. tce-..ando 

22.37 rnl de •gua. hac1endo un to•-•1 de 50 m~. de .:;.~l'..!:::.cr. e~z de 

~e ido. 

Ir,d1::.;..dor de pH. Se u• . .:.!¡:::-;.. l r.;,.:¡.:ócc:- de pH :..:ni ·.1ersa!. ?ero 

l.atnbién ~e uso como J.ndic.adcr de pH el a.:::ul de bromot!.mol. 

prep&r.ado con O. 1 gr. &n 6 rr...l. de h1 dr-6:..:..:...:.:: de :s.cdJ. o n. ')2}.: dl l u.:. de 

.a 250 m1 con a.gua. 

El r•ngo d• colcr.acién uti!1:::ado para det~r!r.lr.ar el pH n¡;.u•.rc ; 
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fue el c,,¡;:-J:.i.o ocservado de arn.ar:.llo a. a:::ul turquesa. 

Se i..:t:.l.:.~é t..a.r...b:.én ca.rbcr. a.ct..iva.do p.a.ra. elimin.a.r la colorac16n 

conf~r1da. pe:- el ind:.cador de pH a las rnuest..r.a.s en soluc16n. Este 

:;e prep~rc a. un.a ccn.cer.tra.c16n de 50 ing. /::-.l.~ cent.rifugando p.a.ra 

el l r:-~ r.ar l .a..5. pa; ".. t c:.:l a.s f .l nas :• r:':.e~cs pesadas . 

.jilucl.6n 4. 5::, ce:. t:!.a.r.que.ador co:r.4'trc1al Clor.a.lex con e'~ de cloro 

.a..:tl. vo. 

LAS s::l.Jclor.ll'tS t..:t.il.t=-adas en l•s incu~:::.cnes d• las a.leuronas 

f'..-i!'rcn este:-,¡l1::a.das a ~ra.vés de filt.r-os H.1.ll1pore est.«-1l•s t..ipr 

HA C. 45 .... m ée pe:- o. 

~, ::-.a.te:-lal de v:.Cr.:.o y el •gua t.r:.dest..i.lada se esLeril.i.:zarcn en 

a~tcclava .a 12·.:i=-c :.- l. 5 Kg. r'cmz durante 20 m.Lnutos . 

.;>.c.. ~terl.a.l b1ol=o;:.co 

Se::-~ll•s. d~ tr1go C~ a•st)"1·u:r. L. va.r. Ton1ch1) cosech.a.s 

: ~81 :,,· l S83. ·: 994. dcr.adas por Prona.se. 

el presente t..rabajo. fueron 

sel113'Cc:..:.:-.a...!¡.,s. e!:.::-.:r.ar-.dc aq~ell¿s de color d.i!•rent.e, quebr.1.das, 

?Cr hc~gcs, Se u~1l:~6 est.a especie. pcr ser una varie<l&d de t.rigo 

p:-1nc1¡::air."1Et:-i\.e hla.ndc. c~n la cia.ract.er1st.ica d• que se pu•d• 

.1.lslar f.).c:.lrr-'itn'"..e la ::::apa de aleuron.a sin ser aI.ct..ada durante el 

procese de otlenc1en. 



L..as ser:...:..:las sele:::::lcr-• .adas se .:::.:;rtarcn tr.ansversaloer.te ccn un 

b1::iturt, dese::hando la ;:a:-'-e> q:ue .:cntent.a el err..briOr.. Us mlla.des 

de ,¡;,e~lla s.ir. e::-...;:.:-¡C:--. s-a- este:-1~:..=•ror. :::en 50 m.1. de una scluciOn 

.:!e r.1pcc:l;;:.:-:..t.~ de sodJ.o Cclc:-a.!.e¿; o.l a·~ en t..:n :r.Atraz kit.azalo de 

125 r.J. ·~· c=r.ect.ado a vac10 du:-.an.tP 15 :r.J.nut.cs. Despues de este 

t1e=::pc !a.;; :":".ed.:..ss St:!'::-..;...:.:a.s s;e !¡..v.;.:--or. 5 veces ccn agua b1dest1la.da 

esté-r1l para e~.l!:'.J.nar residuo::; ~el hlp.oclcrito d• sodio; 

de 01.amet:-o • .:::¡ue ccr.'..en1.a.:--. t.:r. disco de p.;..pel f1lt.ro •'h.at.:r.a..n .: 40. 

hu:r.edec:.. do e:-:. ¡ .) :':".:. 

~a;:-el al1.,;~n:-~ p•t.l Ce:arl.as embeber- durante l.as 24. hrs. 

Sl9Ulentes a U:':i4 t.e~peratur-a de 2SºC. 

3. 2. c.. ~ sl .a::-.1 ent;::: de capas de al et.:r :::na 

cbt uv1 er on de las .i:roed.1.a.s s•mi 11 as 

~rev1a~ent.e 1ncucadas pcr 24 hrs .• ulil1zando una •sp..ii.~ula plana y 

~11::-.ina:- el er,:jc~ye:-~ .a.l::údcnoso. Post.e:-1ormente se lava.ron eon 

..l:;ua t-.:...::e~t1lada. t;-S.\.é-r.:.l pa:-.a el.:.~nar los residuos del endosperco 

a!rru.donoso ·•• de.1.a.r¡as !.o m.As 11::-..pla.s posible p.a.ra iniciar l• 

.;.r.c;.;!::..-.:.;. !:. e:·.:..;. 3 . .:: . 



3.2.3. !n:::ubac16n de las a.leurcnas ::Proced1:;.1ent_;::- general) v 

Deternu.nac¡Cn de la acldi!1cac..:.~n 

Des pues de 24 hrs. de e'O.ceber :. .¡¡,,s 1tl:O'.:il ..;.s. se;.-. .:.: l.;.~. 5e el.:. "!'.l n;,. el 

.a.lrnid6n del gr.a:o.:i y se ;:.bt..:.ene:-. :...:0.s .o..:.e-:..::-.;n.:..s ::ara s::..: pcste!'"1~r 

incubac16n. Una vez que se t.L.:·.-.:.ercr. las .:.ie...:rcr . .a.s a..:.slada~ se 

efectuaron ios pasos s.:.g~.:.~nles 

clor.a.nfen1col y estreptom.:.::1n.:.. 5..:•ug r:.l. de .:a.:ia. w.-.o; Far..-. pre....-en..:.r 

l._ conlamln.ac.:.ón. rr...i.crcb1a.na. y a un pH de 5. 8. 

b. Se coloco.rol"'. 2 rr.l. por ~t.lestra en :::;;.da r:.a•.ra.=.; ·.·se met.:.eror. en 

un baro & ir,.:ubar C•.Jrante Las ho:-a.s re::¡".Je:-.:.d.ss 

e:. Pa.r.a. medir e!. ;:H. Ces.pues ;;e t.e:-r...::-.ada :..a .ll"'.dL::::c..:.Cr. se se;:arc 

el r.-.&di.o de .lndL:..:clOn del te_i!d.;.. y se ..:!eter::-...:.:--,.:. ei ¡:H a .:a.da una 

de las muest.r.a.s. con un pcler-.c.:.omet.rc (3B:::i.:r.An:· ..::1g1lal C.f.:.-,,. 3. z:. 



).W.d.i .a~ serr..1. l l .as 
cin ~rnbri6n 

~ed1a::> sem.illas 
de;1 nf~t..ad.as 

I~~1bic1ón de las 
med1a.s ser..J.11.as 
dura.nt.e 24 hrs. 
esº e 

A1 s! .atr.1..?nt.o de 
la.s c.apa.s de 
a.leurona. 

e.ay.as de a.leurcna 
11st..as ~r.a l.a 
incubación 

7r""'~""'IT..!Qnº-O c..:•n SO n..l d
h.lpcclor1• .. o da sod¡o al 
~; 15 r.un .• enJUO.g•Cos 5 
veces ccr. .ag1..:a bldest!!a
::!.a es• .. ér!¡ 

Se t.<ansf!eren a t.::.a ca.
j~ Petr1 de 9 c~. de 
di arr.et r c. co:1len1 e:i.dc ~n 
p.-pel f1lt.ro h• .. irrrede~1do 
con 10 ml. de agua b1des
t.1laca est.E>r-.:.1 

Sepa.rac16n del 
endospermo 

Se la.v.a.n v.a.r1as vece!; 
ccn agua b1destil.ao4 
estér-1 l 

Figura 3.1 Im.b.:.Pic1cn de las :n&d1a.s se?:\1.llas y a.1slam1enlo de las 

ea~ de aleurona. 
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!nhibldore~ ~o~= 

!cdoacelal':"..l. Ca y 
oli9om1c1n.;. 

!....·.:te:o. ..:"" 
.oo!.~ur <:n.il. 

1 

! 
1 

i 
l 

¡. • ..;:im;t,..;.1 ~ .:;, .,,_i,t -

2 :;.! . t:' l :-.·.:·..:!:>.;..~ 

requer l .J.Ji.5. 

J Let. es de !. :· al ,.,..l..:i ~r.a~ 1 
~jes.pues j~ l• incub•-~-~~~~~~ 

·.:1on 

Saopa.rac10n dt:!'l 
medt o Ce .:.. :-,::hJ-: -
Ci6n 

~ter!l:J.n•.:1cn del 
pH pctet'.=io!'f_..U-1.;;..

mo-nle 

Des pro•. e.1n.1 :z:a-.:1 on 
de l•s :l'.ues.tras 

DelEH"r:-.in•c1on de 
r:ialalo 
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':.:t~'.l.-5. ,-.e 

.:..:.:>ur·_:.n;. 

M..:..mc.;:.,..n1 =.:...:.,:. _ :·. 
de! •.e:.:.:.::.-:.-

~.$pro·.~1r.~=.:..

c1on de l•s 
r: .1"'°.::;o:.ras 

~t.~r~;.¡;:.ac1ón dE
r:.a.lato 



3. 3. Hélodos 

3.3.l. Des.prcte1n1zac16n de las muestras 

3.3.1.l. Jo.Se.dio de inducc10n 

To!:Wr ~n• al1cuot.a.. de cada muestra de 0.5 m.l. y precipitar las 

pro~etn.a.s ccn ~:::!.de pe:-;;lor.ico 6N CS0...-1.) Cejando e1; hielo durante 

!5 rr.J.nut.os. 

b. Cer.tr1f~ga.1 a !Z.000 rpr:: en la r.u.crocent.rifuga durant.o 5 

Separ.a.r el sobrer.ad.a..nt.e c.;so ..zl.) y adicionar !O µl.de 

ind1ca.dcr de pH d1lu1do 1:10 y neut.rali:ar con hldr6x1do de 

pot.a.s10 3H. 

d. ::la.r.1.f1.:-.ar.r .:en ca.:-b:!:n a::•.!.vadc (50 µl.) durante 10 minutos en 

h¡elc y co:-. a.;.:.t.ac1on. cenl:-lfu;iar- en la ::Ucrocentrifuga. por 10 

mi nut.os .a 4 ::.c. 

Del&orc-..1r.~u· rr..a.l•t.o 2B~C por el método de punto f1nal Crea.cci6n 

complet.,¡.). 

3.3.1.2. TeJ1do Chomogenadc) 

a. despues de haber separado !as aleuron.a.s del sobrenadant• C~so 

3 del procedimiento de incubación; ver figura 3.Z). se muelen con 

O. 75 ml.. ::e ~c1do pttrclOr1co O. OH y se enjt..iag.& •l mortero con 

et.res O. 75 !i.l. del Jicldc. cbt..en1endcse as! una. cor.:plet.a. 

hcrnogen1=.a.ci6n del t•J1do. Post.eriorment.e se centrifuga a <&ºC 

durante 5 ~.ir.ulcs y se sigue el proce<SJmiento COJDO la 

deso1cte1r.12.-c1or:. del med10 de inducción a p.a.rt.ir del inciso~ en 

•delar.•~e :Ber;;meyer. ! Q53) 
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c.alcul.a.do cor. 1.1. -~d.- del ccr.-c-=i.zruen.._o de l• const.ante fls1c.a. del 

s~:.•-rc.•_..;, ·• ;-:;r e_'.t?-:;.;:lc- El ccef1::.:.e!".te de ext..l!" • .:16t"; en el e.a.so de 

La p:.rid.:.n c=·er:.=.:.ir.a o.t.:;;.crb& ,.¿ .. u.:: a 26:,) nm. y el estado r&du=ido 

t..:.ene una a.bscr..::.:..cn <s.d:..c.icr-.al .:o::. un r..axir.10 .;. 34:i nm. (ver f"1gura. 

en:::.1.rr..:...._ic• del sus•-:-.:.to S.1 o .;..
2 

pu&ee se-guJ.rse d1rect .. mente en la 

.:!.Jvet..a fot ::-rni&tr.:. ::a s1 ri ¡ nt.erve:-ic1 ón en el proceso qu1ft'.iCo. No 

¿;._templo 319;;1er.te de l• cXid•~lOn del e+_.a.nol. o si el NAOH dona 

..:!J.ferenc.:..a er-, e:-:t.:.:-:cJ.Cr. .:.E. 

Etanol • ~:.:..:: -------- .;;:.etol ..::.ah1 do ... NADH • H• 
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2.! !:.ét.,;:dc de .:o.r,.;.::5:..s ¡::;cr '":..:r.•.o flr.al. 1nv;:l·.;cra la. ::-.9d1da -j,Q la 

..:-:::ncér;º.:-a.:.:: :::in ce.:. ¡:-~c..::u:.:':..c o cccp:-od·...:c':..o c1..:.a.:-i..:!..:: t.:r.~ re.l..:::ciot"'. o.i.t..\ 

'"r.U~-' cer.:a. a c::-1:":p~e•.arst'!' :.; pt.:ede sc.:.a.:T.e~.+.e ser :.Jsado pólra .a.n.1lisis 

>.l~ .;;.us':..r.a.tcs;.. 

E!. i:-.é·.~-.:::::: ·.;•.:.:::::ad:¡ ~i-. e;;t.e t.:"".ab.a._'c pa;.a. :.a. deterrunacion de 

'.....-'!".4l c.•.c s.e cd:o;a f: ... mCa:r.enta! !':'.e~!..e en !.o a!"'.t.er l or ~.t?nt.e r-evl s.a.do. 

2et.O:?¡o;.¡r:ac1cn. Q.§:. L--<-)-::..alatc ~ r;:..a~ 

desh1drocena.S• y ~· 

:...a mal! . ..:o desnl...:ircger.a.sa CMC+D ca.t • .;;.li:;:a la cx.id.aci6n de 

L'.'."-)~..a.la.._:.::. ;:.e:- ,?-~i:..:.::t1r-,a::-.ida Aderan C:1nucleot.1do CNAO). 

L-(-:-"'...2..:..a.t~ ... ~;,.;o· 0-..-~loace+.at.o ..,. HA.CH • H• 

El equ!llbrl.C de !~ red~c1cn. la c~al t.1enCe a la 1~qu1erda., +.iene 

~:e Ce::=.; :-: ::~11 
::-.c.i.es ,,. Lt.. a 25°C. 

:...=-s ¡:r~t-:;r.es $;Cr. er.la:;:-a.dcs p..::r el use de l!O mecho de re.a.c:c1.on 

~lcal:.nc dende el cx~loacetato es atrapado corno la hldrazona. 

P~r cons ~ -JUl en•_e 1 .. ecua.c.i.on b.i.slca para 

espectrofclcm~trl~C de L-C-)-~~lato 

:2) 

:...-C-J-mala.to •HAO• • H.idra-zina ~ 
pH o. 5 
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Hidra.:ona 
Ox.alcacet.ato 

el ensayo 

NAllH 

H o• . 



E! rr.ét.::d~ de .;,.r.al.:.sis pcr ¡;-unto f1nal. 1nvclucra l• medida de la 

rr.:...:y cer:::a. .a co::-:?let.arse :..- puede solar;iente ser usado para an.1lisis 

El mé-·-c~o :..J':...:.L.:adc '2'r. est-e t.rabajc paf".a. :.a deterrn.1.nac16n de 

deshidrogenasa y ~-

L.a. r.-.Al.:.·.::o desh1crcger . .a.sa CMDH.) c.a.t-ali::<1. la ox.idaci6n de 

LC -) ::-.al a t.o pcr (J-t~.:.. ;:;et l r.ar.-..i da Adenl n D1 nucl eot1 do C NAO). 

Oxal cace•_ato • HACH + H• 

El equ1l1br10 de la rea~c1on. 1.a. cual t.1ende a la izquierda. tiene 

L::;s. ~r::.t~r.e~ ~en er.la=.a.:.:ks p...:.r el use de un medio de •eacc10n 

alcal1nc dende el cxaloacetato es atrapado como la hidra.zona. 

P~r ccns1 ;,;u1 ente la ecuac.16r. b.á.sica par,¡, 

~spectrcfolcmélr1cc de L-C-)-rr~lato 

(2) 

.:...-C-)-:::;alatc .. r:;.D· • H!.dra::in.a. ~ Hidra:cna 
pH ~.5 Cx.a.lcacetato 

35 

el ensayo 

NADH 

H o• . 



Son necesarias ccncentracJ.cnes rela~.=.varr.ent.e al¿~as de H; • .r) MDH 

pa.ra obtene:- o;:uan._.!.lat.1·..;id.:...:! y ra.p:..de= s'..lf!c1ent.e- de l.;. 

re-acci en. El curse de reacc:. 6n :;;egul...:io 

espectr:;.fot:::métr i camente el :..ncrE-rr.en*..c en l.:. den;;1da.d b~u . .;.a. 

leido a 340 nm da ld. forrn.l.clón ..l'°" UADH). 
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l. Efect:..o..:..r la me=cla ·je reacc:.cn con l.as ccncent.raclones de 

e:.. C..:·l ;..c.;r -:...:.2 5 ... !. Ce : a ::.~::=:.a ée :·eac.t.1 vc5> er. :.:a da uno de dos 

agu• t..r.i.dest..ilad•; t..ransvasa.r 

de Abs. el apara.lo. a una longitud 

3. Col:.:.,.=ar ..¡_.z 5 ul de la me=::.la de react..1vos por t..ubo y 50 µl de 

r:-..Al.;.t.:;, ~r..M ·• l.:-ii>:- a 3.¡,:) r.!':· .. Este- ;e h•ce por duplicado. 

;:r ot.~ .,;o:;..;., ·•· : e"1' .;., 3.;c r.:r .. 

e. :tes¡:;t.Jé'S .:!e :eer la primera. Abs. de todas las muestras (tietnpo 

-""r·.;.. ..-... u·!..i. o 29~C durante 30 min .. Leer 

p.:..st.er;...:.:-r:.e:.'.'3' .a. !a ~.!.Srr.a lcngl'-Ud de onda. 

r.cs i:-.west.r.;. la .:ant1dad de NACH presente; por 
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Dende; 

... mol.es L-mal•to.,r:.l. ::i:-~~'2:...-':.-~9!:..:.__T~~~t~---
e-. 22 -:·/~;., !"::c..:e::;t.r.:.::. 

340 nr.i y J.:H l) 



P.o..r;;. dete-t't:'.lrd.r el '-le~.p::: en el cu.;..1 Sta co:t.plet.a pl&namente la 

:--ea.cclón ·~pu::.t..:. f!:-:d:~. dur.a.nt~ la. deter-m.lr-.ac1ón eC'\ZimAt.ica de 

F'or ! e que ~e t ~r:"c- e: t. l ~:":'.p·~ ..:!€!' l 13 !!'.ir-.. • .::om-..:. t • empo de t.&r m.1 ne de 

el t:i.e::ipo de 30 

E::-. ~'.ro e:-:p..,r;.t:.\&n+_:;: se 9féC'l.Uarcn var.:..os cent.roles con el fin de 

..::bser-·~·.:.r S! h.:<t::...;. ;..~gt.:n :.:..i.inblc slgni.ficativo er. la. At:isorb.anc1a. y 

~c::.probar a la ·.·e::: s:. r-.abla ':Jf'. exceso de reactivos realmente para 

:.lesrl.s.;:.a: :a re.a.c~.:.C:..!"'. hac:!.a. la derecha. y .;,.den.i.\s si alguno de 

-· :-.e hubo co.:":.b1c ~!~nif:.;:..ante er-. la .;t:sorb.a..nc1a. pero s.1 en al 

..:..n..:.10:.c .:;; p~es ..,_¡ .;id..:.C.!Cl"".o~ ~ • .a:at.o d.es~-.....e~ de haber t.ernunado la 

la. AtsorbAncia; lo 



des:pla.::ar la reaCClón. ha.e.la la dere...:ha. 

la. ecuac16n O;;.a.:.. e:-i :as ::::..l:::·.Jlcs. 

s1gu1ent.es :.:cr.cent ... a::i-:::ne5; •"J.2, : .. .i. ".:'l.B. .. 9. l.:;:.. __ ,...., 

figura 3.4. y que se enl1st.an a ~~~~!r.~a~!~~-

[fiala.toJ Abs. :.Cs. .. .. 
mM oblen1d• Gal:::w.lar..:!..o. o!.:-'...enido ;::rcmed1.;. 

0.2 c. 1135 C. 12~.:. ,,,,,.._e;~ ~2- 89 

} 0.4 0.2·:15 0.2468 37. C·6 

o.e o. 3535 '.)_ 3-:"":?2 94.'72 95 

0.8 0.47~ c . .;.976 95. SS 

!.O 0.5995 Q.622 96. 38 

1.2 o.eas O. 74S.;. Gil. 17 

1 l. 4 o. -:-335 0.8708 ';.!.. :2 
:x>.28 

1.6 o. 893 0.G952 sg_ 73 

2.0 1. 101 ¡. 244 88. 50 ) 

De los resultaCcs cbtenidcs ~t:si.:?:-vamc:z que el método de punto 

muest..ra. hasta un.a. concentr.sc1:!-n ,.=_e '.).e :r.H.. y un -;.:~;. a r-•rt!r ::!e 

O.B a 2.0 mM Cver f1g. 3.4). 



-·'j 

:..;tes .=e :: .:-a~as :!e .a.leuror.a fueror, .:.ncubadas er. 2 r.J de medio de 

l.r.ctu.:.:cicr. ccr.t.ero.:.er::::!~; su::c.:.n.atc 5 r.."!. 50 µg .. rn.l de est.replcrnicin.a. 

y 5C ... g.·~ de =!orar:.fen.:...::cl durar.te un t.ieir.pe de 4 hrs. y a un pH 

.:.r.::l.!. . .:=::ic.r. :·· e.:. ._ey.:.dc. é-s.le •Jltioo rue horo.o;ieni:zado y ambos 

d~sprcte1n.:..=adcs. En las soluciones resulla.nt.es se cua.nt.ific6 •l 

!:'.a.l dlo ccl"', Ha.:. a.to Cesh1 .i:" ~genasa. 
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~ITIJLO 4. RES'v1...TAD:-S 

4.1. Cinéticas de a=1dificaciOn y secreción de :n.alalo; la relación 

ex.istent.e entre ambas. 

La reali:ac16n d.e las clnét.ica.s de acidif1ca.ci6n y secreción da 

!nAlato. fueron efect.uAdas mediante la incubación de varios lotes 

de 10 aleurcna.s. cada uno con 2 r.J.. de medio d• inducción y a una 

te~perat.ura de C5~C durante los periodos de tiempo que S$ muestran 

er1 l.a.s c;raf1ca~- Al lé:-:r.ino de cada uno de estos Liempos. 

separó el med:.o de inducción del tejido y se le determ.in6 el pH 

cor. ur. p::>t.enclC:::etro :::Bed.~n) digital. procesando el tejido para 

su ho:no9en1z•c16n :• deterrr.J.nac16n d~ ir.a.lato como ya se describió 

la sec::lOn C3.3.1.) iriciso Cf). 

En la elaborac¡Cn de es•.cs experimentos se ut.111:6 un b.a.f'o de 

pre-ci~iOn con agi.t.ac10n const.ant.e. en el cu.al se incubaron las 

muestras. 

Los resultados obtenidos de ést.os experir.w.:tnlos para cada punto. 

son el product.o de por lo menos ~ obs•rvac1onas. 

Er. .! a ! igura 4. ¡. se :::.:.iestran los resul t. a.dos obl•nidos par.a la 

~inélica de secreción de mala.to en t&Jido Chomogena.do). medio de 

inducci6r.. :.-· mala.lo tolal. En ella. se observa que en el tejido 

e ho::-.ogenadc) r-.ay cambio en la concent..rac16n de ma.l.a.t.o 

r:-.ar.t.eniéondose constante durant.e t.odo el t.iempo. En ca.rr.bio la 

canti.dad de ~•lato secreta.da. al medio de inducción por el l•Jido. 
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FIGURA 4. 1 CINETIG.1-\ DE 5ECRECION C•E fA"'L"TO F<~:F; c:;:,.F'AS 
DE ALEURNIA A\SUi.D.AS [-'E TRIC'C1 
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Lot..-s d• 10 cap.a.s de a.l•urona. fueron incubadas en 2 nü de medio de 

induec16n cont.eniendo: succinato 5 UIM. 50 µQ/:nl. de f!'St.rept.omicina. 

y ~ µg/rtJ. de clora.ntenicol durAnt.e los tiempos indicados y a un 

pH d• e. Al fin&l.1%&.r la 1ncub.Aci6n s• sep..ra.ron el u.dio de 

indocc16n y el t.ejido. ést.e ólt.imo fue honc:igeni:z.a.do y ambos 

desprot.einizados. En l.a.s soluciones r&'Sult.ant.trs se cua..nt.ifie6 el 

in&la.t..o con Ma.la.t.o Dttsh.idrogen.a.sa. C...da punt.o es el promedio de pc:ir 

lo a.nos O observaciones. r•present.ado con su desviación est.andar 

l:D9d..iant.• b.a.rro&S. 
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se va i.ncr1!:tn;.e.ri.t.ando cc:i.fcr-rr.e- p.._,s:d. e..t t.:.a-:r.¡:;-..:; ::e·,.¡.ar-.dc • 

conc•ntra.ct6n de 2.. S rr .. ~ e;-, 2:4 hrs., le 4•....¡tl' ~ ..... ;at:.o:-~ 4"t.:EI' el r..a.!..a•~o 

se esl~ sint.o!..i =ando y s~.::-atar!~C ..,, .i..:. v"2':::. s~:;·..,:;. si:- ~.-..:es:;a. er. la 

4 . .1). 



~.:;.s ..:.cnd1 .;.!.cr.es e:-...-¡::er lttoenL.-les fueren las r;.J. sl:'".a.:; que l a.s a.not..a.das 

en la ::r1g. 4.1). sólo que al fina.li::OLr la. 1r.cuba.c16n y sep.ar_.r el 

r.~i-:-. a é'St.e se le de•.err..in6 el pH cor. un pot.enc16ir.tro digit.a.1. 

=b!..énl.éc.dc.=:.e :~:::. resultados para la c1né!.ic• mostr.ada. en esta 

f .i;1ura. 
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4. G. Efect...:- de iones .:· y e.aª"" sobre l.a. .a.cidiricacion y secr&eión 

de rr..al•t.o. 

?•ra otaer-.·ar el efect..::. de ¡enes ~:· ·•· c.a2
• sobre l• ac1dif'ic•c16n 

y s&crE>C.lOn de rr..a.lat.c f:rov:::.:::ada por la cap.a de aleuron.a de trigoo 

se efect.uó el experimento. en l•s rnJ.s~s cond1ctcnes dadas para la 

clnét¡c.a.s de éstas. Eslo es; Se lnc1..:b.a.ron lotes de 10 .a.leuronas 

c.;.n Z; ml. de :r.i&d1c de inaucc!.On y o. ur.a ternperatcra de 2:5°C . 

durc..:-1t.e 4 :·· 2.4 hrs. La Ur.1ca r: • .:;,d.lf'1cac1ón efectu.,¡.da al medio de 

.lrid-.;cc~~r-~ ut.1l1:::ado .s-n las mues.tras. fue la adición de cloruro d• 

pol.t.~;..o 22· y 10,) m.io!' a t;ncs .._.. ::1orurc d& c.a.lcic lC y 50 rnM a otras. 

=.10strandose los resu~tadcs las figur.a.s 4.3 y 4.4. 

pw&de c~s"'r ·.·ar que, ~n las p:- ! :r.er.a.s 4 hrs. de l r.cubac16n. el K• a 

una c::ncer.lra..:..i.ón de lV·:O rr.H f:resent..a. una cierta 1nhibici6n de la 

secre-c:..!.n je r:-.a.l.o.•-c :• q ...... e er-. el hcmcgenado parece haber- una 

.a.curr.:..o.:..-c:.cr. de éos,•.a. ccm~.&r.a..ndolo con l..cs result.a.dos de la. 

=ln.a-u.c.;. dtio zecre::!o:-i de n-..a.::..o..tc ~flg .. 4.1). cuyos va.lor""es 

=.:ina;...:iera.d.:s ::-::imo ccntrc..:.es son de 1.52 ull'IOles/10 a.leuror'\a.s par.a. 

el ~<!1:.::i .Je .:.r.d;.i=c16n. ~" de 0.53 µrr.cles/10 a.leuron.a.s p.ar.a •l 

r-• ..::':'lo-gen•d~ P.t.r.a. les va.l~res de e.a.2• 10 y 50 rnM en el medio de 

¡r.~ .::-.:.:..:::-.. parecen no tener- efect.o impcrtante sobre i.~. secreción 

cb-serv.a. nuev.ar!!E'~l• una 

E:-. :-'='iac;.;.ór. .a la l:'l::t.:baciCn durante 24 t-.:-s..; y en base a. los 
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F"J.gu:ra. 4. 3 Lcles d& 10 capas de .oale•.Jron• fuer..:ior. ir.cuba.Cus an ¿ :rJ. 

de rr.&dio de inducción c<..:.nlen1endc. 5".) ugn:·.! de -=-~tréFt;;ir.i.:1na. S·'J 

ug/ml de cleorar.f&n1ccl. S tr.!'! :!.e s·.;ccir-.ato 

ccr.cer.tra.c:.1cnes indicadas de ::.;.
2

• :~· f:·, .;, un ~H .:.r.1::!.a.l d~ 6, La 

incub.a.i:::ión de l.a.s muestras se real.1;:6 .;, ..:. .,, 2..:. hrs . .:.J. fJ.n.o..11=.:..r 

la incuba.ci6n s.e sepa.r.aron medi.;, y lej1do, este ullim..:.. fué 

homogeni::ado y ambos despr:::te1n1=.:..dos. Er.. 1.a. solu::1or. resultar.•.;:,. 

.+7 A 



C.~5-

::-.:: :~ ··.t:3 .:'o :- -,' r:""" s1:-,e;:; ~ :.....~ .:.C1DIFlC~•:ION 
:.:...::_::::-i,.:.~.:. s~.:.:.;..s :;~ -p,;:;~ 

•'. 

:r.ed.i ...,. a é-.ste ~~ 1e det.er~..!.n6 e: r:H c::on. un. pot.en.e.s.Oi:net..ro d..igit.al. 

;; . ..;..st:--andcse ~es re.s;.:4'..ados obtenidos eh ést.a r-1..-ura.. 



l.a. se-cre.;.i.6r. de tr"..-~;,.t_:, .:e::. 38 y 55~. a una. c:.:::-.:::er.'.t.sc.:..cr, ~e :.c •. 'T-Y. 

de J:· .ot. L~s 4. :, 2.;; hr~. :-es~e-:::•~i·.·o.r.~:--.:e. 

:':\J. smos t.! •rr.P.,::.$, 

Coe- l~ rr.u~str• co:-,.~pond¡e:-it& .;..:, ~.E'tlJ..:i .:1e .:..n::h;~-::.;.U::-. =..::-. ::..:.z· i·:. r: .. 4 



= .;~ =- .:.5 :::=~:-.: J~ ·: '.~S <.,.. "1 \:: - SOBRE _.!.. SE:REC!ON 

·-· / "''·, ,......-• .. / 
,/ 

/ 
-----· ·-

: e::: 
50 

15.: [K""] mM 
o U··IJ·~ m•·.1 

Se .i.ncubar~·:-i lotes de 10 c.ap.a.s de a.leurcna. en 2 m.l d• medio d• 

lnduc:c1cn contenlendo; 50 µg/ml de est.reptottúcin.a.. !50 µg/ml d• 

~lcr.;.r.fen.i...:ol. succ1nat.o 5 m.M y con l.as concentraciones de K• y 

t:a· qu~ se muestran er. l.a. grAiica. La incuba.c16n de las mues.t.r.a.s 

se re.a.11;:0 durante 4 hrs. Al f'inalizar la incubación se separ.a.ron 

rr.ed.:.~ ·; '...eJ.l.do. homogen.i::ando éste últ.ir.-::::t y desprot.einiz.&ndo 

a~~~~. E~ :as so1uc1ones resultantes se cuantificó el mal&t.o con 

tJ..o..la~.o Ceshidrogenasa. La inhibición se expresa como el porcentaje 

dE" l .a se::re::! 6:-. ·.:.en respecto al cent.rol del exper.1Jnento. el cua.l 
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=-''.?'~=<.~ '1.5 :::::-:::::-:-e :::: :c:::::s: K T / ;¡.~+SOBRE :..; .~c101F1c.Ac10N 
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t..as condiciones experiment.ales fueron las mlsll\a.s qtJe las anotadas 

en la figura 4.5. únicamente que a.l finalizar 1& inc:ubac16n y 

separar el ~edio de inducción y tejido. se determinó al prim.ro el 

pH co:. un po~-enc16metro digital, mostra.nc:!ose en ésta figura los 

resultados obtenidos como el porciento de 1nh1bic10n de la 

ac1dif1cacion con respecto al control experimental. 
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r&spect.J.varr.ent.eo e tncutad.:.s =:on este med10 de .:..nduc.:iOr. pc.r ur. 

tiempo de 4 hrs. 

efecto inhib1t.orio consla.nt.e en lo seereción de r:-.ala.t.c :·~r.forrr.o:? la 

eoncenlr a.e! en de ;:'"" va ;¡1 e-r.dc ::..a;.rcr y 1 a c.::-:-o.:o:?r-.'-r a.:.:..:. n ·.:!.e H.:.· 

disminuyendo; presentar.do una rr.Axim.a. ir.hJ.b¡,,:1on d~l sg. 8:d~; ccr. J:'"" 

a 150 mM: en el medio de induc~16n. Tam.b1an en el hcmo;enado su~ede 

lo rn.isrr.o pero en n-.enor propcrc1Cn. presenlc..ndcse 

.inhJ.b.iton.c del 46!~ Cf"1g. 4. 5:·. 

Par• l.a .acld1flc:ac:J.6n Slr.",ll..a.rment.e 

disminuye l.a. de Ha·. Sin err.ba.r90 present.a una :'r14xtir..s .1.r,h.:.b1c1~n con 

K .. 150 m.M de 65.43~ó cor. respecte .a.l contrcl de! expe:-1r:-.entc (fig 

presenta un efecto .inh1b1tor10 sobre la ac.id.:..f1cac1cn. 

?or otro 1-.do se re¿!!zO otro axper1ment.o con 1cne~ ¡~· :-r ua· pero 

concent.r-.c16r.os. ..:Je C. a 75 rr..H del pr l mgro y d-a> 75 .a ·:; de-1 

segundo. 

En l~ figura 4. 7 muestran les prcrr.ed1~s de d.:ics ex;:.erirr.ent.os. 

present..a.dos corno el por-::.ionto de J.nhibicior. de l.;., secrec.iOn de 

En Osl.a. gr:..fic.it.. ob~erv.a.mos que h•y efecto inh1~1toric de l• 

secreción d& ir.al.a.le en el r.iedio de 1.r1dw::c1ón ~=-~·.:.ticarr.enle 

entre a.rnbcs v.:.lcres de :..nh:.b¡ci:.'.:;. de wn ..:.6.5~. •..:n ,.-;-_ 5~. 

respectivamen~e que :;.1gni f lca.1_1 ·.r.;;,,.. 

En el hornogenado no hay .:.nh¡b1c1en aparen•_e de r:i..ala·~o. pt.,;es ~:ir el 

ccnlr•ric parece lncrerr.er.ta.rse la c.a.nt:..dad C~ b~te. c.;.n re:¡~ec•.:::. 



.al cont.rol e>..-periment.al. Por otro lado. en la acidificac16n el 

efeclo 1nhibit.cr10 present.ado parece ser ccnst.a.n*-e. observandcsa 

un valor del 359/. para el tn.\ximo efect.o ir.hibit.crio obt.en.J...:!c a la 

concent.r.a.c16n de 15 rr.M de~:· Cfir;. 4-.B:.. 
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la figura 4.5. Los resultados 

45 
3~ 

~:i 
'"'1':::_ «·l mr.f - L • = : ~ '·íc- J ml.l 

el produe~o de dos 

ex¡::.e:-1~entos reali:ados por duplicado, y se presentan como •1 

contr~l experimental. 



.!..;:. :..- :.. • · .. ,.1 .... -

~- -:5 e r: m~.I 

- - ·= ,_ :: ~~~º - -~~.~ - -- _, - J 

:...as condl C.1 onas. exper-1 :r.er.t.•les •ri .l.a.s qu• se ll•Vó .a. ca.bo el 

n-..:.s:-:.4s. qr..::e l•s descr.;.t.as para la f1gu.r-~ 4.6 . 
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~.4 Efecto de m.o..n1tol ~obre la ac1difi::::ac..tcn y 3.e.::-ec:.6r, de :r.al,;,.tc 

mecho de ir,ducc1on C2:t.!) pcr- r.-ue~t.:-c... 

t.os resultados g:-afJ.cados m~e.it:-ar-, que ne t-• .-..y inhib:.::..:.t:::·n B-r. !..a 

::\Cl.ycrla de les d..o.tcs 

que se inhibe es 

ac1d.:.f:..:aci6n ~arr~1én 

cent rol 

p.ar.a. l.a cinét.1ca de a:.:!d..:.!icac..:.6r. ::.fig 4. !0). 
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·-··-· l 

:!DO 

L..oles de 10 cap¿s de aleu~or.a fueron ln~ubadas en 2 a~ de medio de 

inducc.1.6n cont.er.iendo; succin•t.o 5 mH. 50 J.l!d/ml d• eslrept.omicina 

y SO µg,.rrJ. de clorar.fenlcol. con la.s concent.ra.ciones de m.a.nilol 

mostradas en la figura. L.a 1ncub-ciOn de las mues~ra.s se realizó 

~~rant.e 4 hrs. Al f"ir.ali::ar la incuba.cion se separa.ron mradio y 

•.e::·:lo. -é--s.te -..:lt~mo fue ho:..ogen1:::ado y a.rr:.bos desproteinlza.dos. En 

l.;.s. sclu::::.lones result.-r.t.es se cua.ntificO el roa.la.t.o. con M&la.lo 

D&:;;h1droge:-.asa. most:-andcse les resulta.dos corno la. ca.nl.idad de 

~~l~tc secretada con respecto a la con~enlra.ciOn de manit.ol. Los 

resulladcs sen el p:-~ducto de dos experimentes rea.liza.dos por-
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1.•:I ------------------------~ 

... ;:.-1 - : '7 

3CO 

L..-s .:cndie1ones exper1menl-.l.;.s fueron l.as nu.sma.s quv las anota.das 

en !a. figura ..¡.9. s6lo que al separ.;,.r el medio y el tejido, se 

de•-.arrru.nO al t:=rl.rr.ero el ;::.H polenei6melro dig1.t.a.l. 

most.randc.se l:::ro resultados como la diferencia de pH con respect.o a 

la c2~centrac!6n de ~~lato. 



4.5 Efect.o de iodoacet.anúda sobre la acidif1caci6n y secreción de 

ma..l at.o 

En ést.e experiment.o se observa que hay una .;;ran inh.:.bi.:i~n er, la 

secreción de malato, en la ac1dificac1on y aun en -=-l p:-::::-pio 

homogenado Cfigs. 4.11 y 4. 12), dejando ver clararr,er.te el. efect.o 

inhibilorio de la lOdcacelanuda scbre la secre:.::1~r. de r:.alat.:; hast.a 

en un 100~•~ notando también que a partir ::Je 'Jna concenlrac.!ón de 

0.1 mH de iodoacolarr..1da la inhibic16n de la secr,¿.,.:1or1 es :naycr del 

50,,_ 

Por olro lado en la acidif1.cacicn se cb:.er·:..,. ur. efe..:•.o 1r.r11bilor10 

de práct.icOllment.e 100~,;: a una ccncenlraciór, de .;.c.d::>acetarr.J.d.,. de O. 5 

mH. Por lo tanto una observac1-:::.n importante pare;;.1:3 ~e:-. que la 

inhibición de la secreción .;ie rr..;.lalo y de l..a ,ac1d1ficac16r¡ son 

... rectadas similarmente en cuanto a s.u pcrc.:.enlc ·je lnt.1b1ci6n pcr 

efecto de iodoacelar:uda. 
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FlGURA 4.11 Ef"EC1,) DE :001:0 
• .::.CEf.t..h11D.~ SOBRE L.l. St:GPE:: lC·t J 

DE lAilLATO 

50 

1 

( iodr:·a·.:ei:mT1id:i J mM 

S. incub&ron lot.es de 10 a..leuronas con 2 m.l de 111&dio de inducción 

incluyendo las concent.rac:iones de iodo.a.cet.am.ida indicadas en la. 

Cigura. La. 1ncub.a.c:l6n de las mue-st.ras se realizó durante 4 hrs. Al 

fin.alizar la lncubaciOn se siguió el rn.J.smo procEK11m1ent.o ya 

m.n.cionado en las riguras anteriores. 1.-os resultados se presentan 

CODO el porcient.o de la 1nh1b1c16n de la secre<::i6n con respect.o al 

eont.rol experitrMtnt.al. Est.os result.ados son el producto de dos 

•><p.rirr.entos r•aliza.dos por duplicado. 
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c-•G 15~A "'-. 12 ffECTO DE IODOACET4MIN SOBPE LA ACIDIFlCACION 
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~ ::::;d:::·:etomido J :-r.!,! 

L.as condiciones experimenta.les fueron l.a.s mismas qu• en la figura. 

..:.11. igualment.e determinando el pH con un pot.enci61net.ro dJ.git.al 

despues de la incubación de las muest.ras. Los result.ados s• 

muestran como el porcient.o de la inhibic16n de la aeicilficación 

~on respecto al control experimenlal. 
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4.6 Efecto de ol19om1c1na sobre la acidificací6n y secrec1~n de 

malato 

Para éste exper1mer.to se ut1l1;;:&ror1 concentr&c1c•ne~ .je ol 19c-rn1c1r-·éo 

de O hasta~ µglml. tal como se muestra en la ct19. 4.lJl, y ~n 1~ 

cual se ve claramente el efectc• ir1h1b1tor1c• ¡:;r··:·vc .. :ado P•:>r· la 

ol190m1c1na sobre la secreción de malc.t:o. alc.c.nz....,ndc· 1.m 77,9'7/; 

una concentración de 2 ¡...9/ml; y un 61.66~'; par·a el •···:·m09<!::nado:· a la 

•1sma concentrac16n de ol 19om1c1na. 

Por otra parte la ac1dif1cac16n prese:r1ta un efe.et.o 1nh1b1t:orio d-il 

84.42% a la misma concentración de 2 1 .. 9/ml <tig. 4.14): y a1.1r1que 

se presenta un Poco menor ~1 efecto 1nh1bitor10 ~~ la 0Ji9omicina 

en cornparac16n cc•ri léo i,:.doacet:.am1·ja sobre la =-·=1d1t1-::21.:1..;.n y 

de secreción de mala te• por el teJ ido. se9Lrn 

resultados obtenidos <fi9s. 4.13 y 4.14>. 
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2 

~a; condiciones e~-per1ment-les fueron slmil~res a la.s de l~ 

I.i..gur.;.. 4.11. a6lo que est...a figura se pr.sent.a para 

c.l 1.;.:..rrJ. ..:.:. na. Est..:..=:. r esu:. l•dcs son el producto do por lo rnenos O 
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"'G•JRA 4.14 E=-E:-:-::; DE X.!G.";'.M1:::::H~ SOBRE LA ACIDIFICACION DEL 
'.\E[..: = :R ::.:.=-s DE -'-E'Jr<:>n.:. AISLADAS DE TRIGO 

1 

t -----º -----º º..---

i / 

'.) .5 '..5 2.0 

=:iigcrr.::;ir.aj µg/ml 

Las mS.smas condiciones experiment.a.les que las de la figura 4.12, 

sólo que en ést.a figura se muest.ra para oligornicina. 
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CAPITULO 5. DISCUSION 

S.1. Cinéticas de acidif1cac16n y ~ecrec16n de malato; la r~lac1~n 

existente entre ambas. 

En los resultados obtenidos y 9raf1cc;r,dos en la f19t.1rcs 4.1, 

observamos que la secreción de malato ol medio de 1nducc1~n se 

incrementa conforme transcurre el t 1empo de 1ncubaci6n: no 

sucediendo as1 en el teJ ido (homo9er1ado). pues pract 1camente 

permanece constante. Esto su91ere que .;1 t•:.utd•J -:st.;. sint.at1zand<:• 

y se<:retando malato al mismo tiempo, observando~e claramente. q1.1e 

en el teJido (homogenado> no hay acwnulacion de malato. y se 

conserva constante la concentraci..::in de este di..1r0tnte t·:•do el t~1empo 

de 1dinc:ubac16n. 

Con respecto a la ac1di ficación, se puede ver que hay des·~e ~l 

inicio de !a incubac16n, un incremento en la ac1déz del meoi-:• de 

inducción. enfocandonos en el tiempo de 32 hrs.; en dC•nde se ve 

claramente que hay un l19ero incremento en el pH, sin afectar 

aparentemente la secreción Cver figs.4.1 y 4.2>. como si ést.e 

tendiese a regresar al pH inicial. Más como los experimentos 

real izados no seguimos Por más tiempo ésta cinética, de-=.conocemos 

por consiguiente en que valor ~e mantien~ f1n.,:,,Jmente el pH.Por 

otro lado se encuentra tambiéon que; conforme se dando la 

secreción de malato, similarmente -=.e va ac1d1f icc.ndo el me.::h<:•; lo 

que sugiere. que al mismo tiempo que se secr~ta maletto tamb1~-, 

es tan saliendo H•. coiao lo muest.ran los resul todos mencionados en 

la sección 4.1 y cuya relac1on aproximada es de 1.~.: 1 .::10: H. por 
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cada malato r"espectivamente. Sin embargo se ha vi ~t.o tarr.bi~• qi..~<e 

la pared celular" de la aleurona posee capacidad amor·t.iguadc,ra y 

que at.nada a la capacidad amor"t iguadora de los ~e idos (mal ico y 

succlnico> presentes en el medio. incrementan la captación •je H'"'. 

Por lo que la relación malato-protc11 pi..1ede ser r-ealment:e de 2: l. 

lo que s09iere que el mecan!smo de la acidificoción se debe la 

salida de acido m~lico. 

5.2. Efecto de iones t-t'"' y Ca 2
• sobre la ;ocidifiCi.lClOn y secrec1on 

de aalato. 

De los resultados obtenidos en los experimentos con los iones ~:· y 

ca 2·~ observamos que el único que tiene efecto sobre la 

ac1d1 ficación y secreción de malato es K. a una concer.trac16n de 

100 mM, pues el Ca2
• no tiene efecto 1nh1t>it.or1c· aparent.e: como se 

muestra en los resultados. Sin embargo una observación importante 

con respecto al efecto inh1b1torio del K• es: qu~ de acuerdo a los 

resultados. conforme transcurre el tiempo de 1r..::i..ibac1ón. la 

inhibición de la sec:recion de inals.to y por cons19u1ente t.amb1éf"'I la 

ac1d1ficaci6n se va incrementando; como se observa en el 

p0rcentaJe de inh1bic1on obtenido p.:.ra cada uno de los tieMP4=•S de 

incubación, 4 y 24 hrs. <sec:c.4.2l. 

Otro resultado de gran interés; es ~•Je en el teJido (ho;rio9enadol 

se observa una acu."flulaci6n de mal.:.t.o en comp,;.r-ación CO!-. la 

cantidad de malato obtenida en la Clr'·é'':-ica de secre.-::ion de éste a 

los ~ismos tiempos de incubación <fi9. 4.tl. 

Estos resultados sugieren que el K• pi..1ede estar penetrar.de• la 

célula conforme pasa el tiemp-o. y regulóndo de ésta manera el 



equilibrio de cargas d;:ntro de la ·=élulo; tc-vc•reciendo as1 q•.1e le. 

salida de malato sea menor y que la e>!trucci6n de H ... dismir11.1ya. lo 

que explicarla la baJa concentraciór• de malato encontrada en el 

medio de inducci6n y la acumulacion de ést~ en el te; ido 

Ch0mo9enado). A la vez tambi~. el efectc• inhibitorio dt:! la 

acidi ficac16n conforme transcurre el tiempo. 

5.3 Efecto de iones K"' y Na· sc•bre lo .;,,cidit1caci.:in y secrec1cn de 

inalat.o 

En éste e)(perimento se vuelve a notar el efect:.o ir-.hibitor10 quE: 

tiene el K• sobre la acidi f1cacion y secreción de malato: poes d.;: 

acuerdo a los resultados hay una 1nhib1i:1ón crecierite conforme 

aUflenta la concentración de K. y disr1inuye lp de Na·~ aunque se 

observa tambiéf"I. que el Na"' tiene efe-et.e• 1nh1t•itor10 scobr·e la 

secreción de m.alato y la acid1f1cac16n en forma s1mi h·r ~l V 

Cf19s. 4.5. 4.6>. 

Al Parecer la diferencia entre el efecto 1nn1oit:<:or"lC• del Na 

COMParac1ón con el de K• 

fi9',,ra 4.5. lo que sugiere que ambos iones estan p,-o:ivocando un 

ef~to tnhib1tor10 sobrE: la ac1d1f1.:ac1cr-. 7 '$ecreci.~n de malc-it4=·t 

sin embargo. el K• tiene un efecto de 1nh1bic1ón mA.s marcado sobre 

ésto5 fenómenos, como se puede apreciar a la cc·ncent,..ac1cn do:: l'5(1 

-" de K• Cfig. 4.5>. 

Otra observac1:!n con respect:o a la cantidad de ¡.: ., 
sobre la ac:1d1f1cac1Cn y s.::crec1c.r-. 

experiiaent.o; pues comparar·1dc .;l ant:-:1·i.:.1· e ... pe1·1ment·:• ·=c.,-1 t' 100 mM 

<secc.5.2>~ se encuentra que en é:.t~ el Forcen':é~-=- de int·1ib1c1ón 
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se incrementa a 89.99:% -en la se:crec1ón de mill~t·:· y 6-':·-4'3-·. i:ar"a ló 

ac1dificaci6n. a 150 mM de v.· en ?er'1ódo de 4 hrs.de 

2ncubac1on. Estos. resultadc·~ nos su91E:-ren POr" le· tanto. -~ue el 

ef"ecto inh1b1tor10 de éstos fencrnenos se- 1ncreme-nta al aumer-.tar la 

cor.centrac1t:i:n de- torres ¡.;·. 

En C•tro experimentos realtzáde<s =.1m1lc-rme-r-1te- ál esnto:.r10Y cc>n 

concent.rac1ones de v"' .::fe O c. 75 mM y Na de 75 c. [• mM. se: 

encuentra nuevamente uria inh1c1c1ót> c.onstesnte en ld se:cr.t::cic,,-. de 

mailat:.o. no suco&d1end.:J asl -en el teJ1dc 1heomo9enado); ~.-.el c .. 1al ~= 

ve l19er.amente incrementada ta c.::tr1t1dod de tnaJalo ·=c·n re~;::e.::t·:· al 

control ~xper1meJ)tc..l, lo ql'* ind1c:ar!a ·~ue se est..A acurnul;:tnd<:';I el 

ln<klato en el teJ ido. Es.to re fuer.za el C•:ornet1tar ic· efecf.•.1ado leo 

(secc.S.2> paYG ~ste efecto. 

Un detalle claro es. qu-e: el m:&.><11r>C> -=fec":o lnh1c1tc-r10 .je la 

sec:rec1on de mal-.to al m~d10 de 1r1,ju-::c1~n ::.Ei! da a 7~. mM de •-,·. -y 

le s190e 15 mM de v.·. M.\s en c:amb10 en lo:. ac1d1t1c<.oc1~n el má">-l'l"IC.O 

efecto lnhtb1tor10 se da a 15 mM de t.."• tfl?~.4.-:" y~.$>: le· Cl4al 

concuerda con el resultO.d•:i 

75 mM d<i! Este· pue.:1e: 

•xPl1carse por la 9ra11 va1·1a.c1cn de los. doto-s; pc·r l·~ Que -=:eria 

con\o'en1erite ~~E!'c:t.uar el experimento P.or11endo ~l mayor ·:::u1daa.:. 

po-aJble ya que es muy sens.1bl~ .el s1st-=ma; Para cor. ést.:c· .::·btene:r 



5 .. 4. Efect..:. de man1tol sobre la ac1 1j1f1·=ac:16ra y =.ecre:cién de 

malato. 

De los resultados discutidos en l~s s.ecc1c•r.e:. s.:: y 5.:•, s.1..n·ge le. 

necesidad de comprender €:1 efect.o 1r"il'"1l~•ttor10 prov.: .. =ad•:• et-is!. i:or 

los iones sobre la secreción de malott:::• y la ac1d1t1cc-.c1on; pues er1 

estos experimentos hemc•s visto que el V y Na 

fen6mer1os. 

1nh1 t.E:n amb..:•s 

Al real izar éste €:.><'.Peri mento con man1tol deb1dc• 

moléo::ula no posee carga alguna, se puede apreciar que la sec1·eci.!in 

de malato y la ac1dif1cac1ón no sufren s19n1t1ce.t1vaine:nte algun 

cambio; compart..ndolo obviamente con lo:; cc•ntroleo:: de las c1nét.1cas 

respectivas <f19s.4.9 y -4 .. 10). Por lo t.anto los rest.iltado! 

obtenidos sugieren que '3:1 efecto de in111bt•=1on provo•.:adc• p.,:.r lo;: 

iones es dE:bido pr1r1c1palmente a -:fec+:o PO:·•· fu"?rz,;;. ion1ca, -=l cual 

se aprecia de forma m~s marcada con t-:• o. c:·ncer·.tr.:..c1c•ne:s rno.yc·res 

de 100 mM (f19urci<: 4.5 v 4.61, yo. que por ett·aJ•=" .j-; e-:.t.o.=: 

concentrac1of"i.;-s, -el efecto d€: 1nt11t:•1·:1~n 

constante. 

e:s 

e;.5, Efecto de iodoacetarnida sobro:- la acid1t1c.:.c1.!>r. ~· :secrec1on de 

mala.t.o. 

tte experimentos proa--:::limtnares realt::O.d•:•s e-n -:::i lc-b-:·r~1·.:·r1-: .• ;.<é:. t··c,. 

visto qu.e el fenOmeno de ac1d1t1co.c1on por copas dt:: aleurona 

aisladas de tr190; es dependiente do: glu.::o:sa. puoe:s t.l incubar

lot.es de 10 aleurof"iáS d1.irant.e un Pe1·1odo de ::~ hrs. lc-.-~r- y volv~' 

a incubar -:n medio de 1nd•.t·::c1on fresco. s.e ob:::.i:rvc .:fUe }¿. 
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capac1da·j de a.:1d1ficac10n por la capa de aleurona disminuia. Sin 

embargo al adicionar 9l•.1cosa al medio de inducción, las capas de 

aleurona re-e1.1per·aban el 100% de su capacidad de acidificación. 

Con si..1stanc1as como la iodoacetam1da; la cual inhibe a nivel de la 

e:n::1ma :al iceraldeh1do '3P deshidr09enasa. ca.tal izadora de la 

rea-::c1on de 9l1-=.er<sldehido :•P 3P 9l1cerilfosfato y por 

cons1·;u1ente la cont1r.•_.1a·=16n de lo ruta de la gluc6lis1s; se 

obtiene unei 1nh1t•1c16n de la secrec16n de malat.o y acid1f1caci6n 

poi· la capa de aleur-ona au:lada de t.r190, de pr~ct1camente un toar. 

(ver f1gs. 4.11 4.12t. Estos resultados su91eren que la cantidad 

de malato quie se esta s1ntet1zando en el teJ1do <capa de aleur-ona) 

Pr.:•v1ene d.: esta n.1ta y si se inhibe ésta. se detiene la s~creci6n 

de malato y también la ac:1d1f1cac16n; lo que iraplicarla que a1nbos 

fen!:menos depende:n de esta .... -1a. Por otro lado ~1 se ir1hibe ha 

'iJl•_,ic!: l 1s1s. afectó al ciclo de ~:rebs y por .::onsiguiente la ·=adena 

respiratoria. Por lo tanto s1 se det1en~ la cadena respiraitor1a no 

hay fluJV ele·:;tr.:.r11co y Por ci:•nseCLh:.nc1ai se 1nt-.ibe la extrucc16n 

de H·. Este· podr.!a e:-xplic.:.r la inhitac16n doe la ac:1dit1caci6n en 

nuestro sistema. 

Las evider1c1as su9er1dE:a~ por Northcote <1977). muestran que la 

e;.-tr-•.Jccivn activa del t=-r-vtén en e:-1 Plasmalema es actualmente 

recot"'·=>-c1do como el mejor transporte activo en células de pl.lntas. 

=·:,n un papel er. la re91..1lac1on del pH y un número de funciones 

Hay ~111de:r.cia:s en ambas .• j1r-ectas e indirectas Para un transport.e 
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La evider">Cia directa viene de la observacion de la acidificación 

del medio. al pare·=er de un gradiente de potencial electroquimico 

adverso f:IOll"a lei e:-:trucc1on del protón o algun valor cre1ble 

as19nado al pH c1topl~sm1co. 

La ev1denc1c, ini:11rec;tc, viene del comportamiento eléctrico de la 

membrana y la ev1den·=1a para cm proceso de transparte 

electroge·.1co met ab6 l 1camente potenc1adc• transfiriendo cargas 

pos1t1vas hacia afuera de la célula. 

En la ausencia doe: al·;1:.::r1 otro candidato disponible para la 

trarosferenc1a de carga. el pH depende: de los procesos reforzando 

su 1dent 1 f1ca·=16n con una bomba de extr'ucc16n ac:t1va de protón. 

La ev1stenc1a de tal transporte electrogén1co en un r~o de las 

células de plJ..nt.as fue demost.r¡¡,do por Hi91nbotham <1970) v 

f'"ev1:sada por Ht~~unbotham <1974). Slayman <1974) v MacRobbie 

119751. 

La cc·r1sei::\.Aenc1a de éstos procesos es el es.tablecimient.o de un 

PC•tenc1al de mernt•rana m.:.s ne9at1vo y el mant.en1m1ento de un 

;ira.diente de ~H a tra1,és del plasmal€-mP es comúnmente del ordet'l de 

100 mV (negei.t1vo adent1·0). y el potencial de membrana de -200 rrN 

pe"=º rn.:..s -=· menos qu~ @l obtetndo en consecu~nc1a de la axtrucción 

del ~·r..::·t~r-.. A~arece por lo ta.nt-o q\.,e un transporte ATP-asa est~ 

involucr·ado, con la eno=rgla pc..ra el transporte del protón derivada 

de la f11dr6l1s1s de ATP. 

SF-anw1cl.. ( 1'?74'. sug1er.e que el mov1m1ento de protones controla 

el P•:>ten.::101 de la membr-ana en células de Characean cc:i.o lM"l 

rez'-ilti!d·.:.· de la c,perac1ón de le. bomba de extrucción activa de 

p·oto.n depend1e:nte de un voltaJe. la .::ual provee la. 1Dayor1a e-. 

especie~ iCt-.icas cargadas er. el plasmalema. 
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La carga transfer1da sera balanceada por el fl1.110 pasivo net.:•. de 

las cuales el fluJo de K• puede ser la ma'.Y'or parte. El bal.:;.nc.e de 

pH puede: ser logr-ado solament-= por Prc .. :esc"::: t-=nd1.:nte::: a p-r·.: .. ju·:lr 

H• dentro. cualq\nera de las dos reac:c1one-s t•1oqu1m1cas taloE:s cc•mC• 

l~ slntesis de ~c1dos c·r94n1c.os par·a lo: F-ri:•c.::=.c·s. .:je tr¡;.r1;:Fc•rt€: 

membrana tales como el flu;o do: H ... PC•r cootranspc·r·t ~ ir1terr1c• d.;: 

H. c:on algun otrc• solutc•. o por camb1·:· de OH- 111t.er-no para 

an 16 n e-..:t errio. 

Se sugieren dc•s carn1r1os pe.,- los cuah:::: este rned1c• ha s1do 1-:·i;ir~dc·. 

En "'no, el balance de cargas ies lv9rado P·:·r· ~l fluJeo de t, p•...1~stc· 

que el camb10 de Cl - OH- ló H. Cl en un cootrc.r·.:;~orte int.:rno) 

e~ responsable del l 1m1 t.~ del gradiente de pH; el resul taco netc• 

es responsab1l1dad de las cantidades eq•.HJ"alentes de y• y Cl-. En 

el Se9undO, por la act:1vc.c1on de fosfoE:nc·l p1n.1vntc• ·=airt:-c·-,.·1lc-:.:-

<PEPJ. donde el OH 

ácidos or9.l.n1.::os para genere.,- o.:-aloac~t:.ert:., v do: c.h:.. 'TICol~t::c· ·:> 

Acido or9Ar-nco nJtoernut 1vo, 

Estas evidencias muest,.an que: el meco=.~11:;:.m•:• Fr'Qbat·loE:- de la 

ac:1dificac:1cn del medio e:n r.uestro s1stE:m<'t puede se,.. la s.;..l1oc.- de 

Ac1do mAlico. ya que toma.ndo en cuenta l.:r.s. ·:c.ns1derac1c1nes 

anteriores para la e.·t.rui:c16n de ¡:.rot6rt, 91·an 

s1m1lar1dad del proceso de sintes1s dE': Ac1dos org..!i.,..11·=c·s para los 

procesos de transpor·t::e en membrana tales ·=cm•:> -=:l fhAJO de H.~ con 

lo<S r-esultados obter11dos en nu-=-zt::ros .;-.p-:r1ment•:•:o. 

Otra ruta alterna<:.iva que Podr1a tur.c1or1ar ausenctc. d.; la 

9luc6l1s1s como vla de s•...1m1n1str·c· ;:·aré.1 lo fc·r·mac.1.;-n de maleti::• 

incl"'so die. carboh1·jrati::•s. es O?l ciclo d.:l ;il 1·:>•:ala1:0; m.;d1:.nt.-: el 

cual durante la 9erm1r.3.•=1ct·, de: la;:. ::i:m1 l lé<~ lo:·;: .:i.c1ac•=: 9r·c.sc·::. ;:.-:w. 
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w~ill:adcs ~eme fuen~e de energ1a y también en la t.ransfora-.aci6n A 

.:Arbch1dro.tcs por el ;:;r-cceso de glucone09é-r\es1s. que requiere d• 

los .:cr.~ribwc1c!'H:ts de los gl10;.u.sorr.as. rr.it.C>Condr1.a. y el c1t.osol 

CHe».s. 1090) Cfig. 5.1). 

5_6. Efec+_o de ol.lgorr.lctn.a sobre la .a.c1di!'ica.c16n y secrec::16n de 

Un.a. -=>O$•Hv..a.c16r. de gran irnport.anci• rea.liza.da dur-.n\.e el 

desarrollo de la 1n~ubac16n de las capas de aleurona fué, que al 

no h.a.bia acidif1cac1or. nl secreción de malat.o al rr.e<Uo, lo qu& 

!.~;:.:ic.d.ba que e! t.e_11do requer1a de un,¡. aere.a.c16n const.ant.e. 

m•.Jeslr<ar. qi.;e. <al .:.n.;·...;b,a:- l~tes de cia.p.a..s de aleuron.a de ce~ada en 

.:cr.d.:.c:.oni:}s ,¡,e:-Cb1cas. oblenian secrec16n de H• y iones m.alat.o en 

j1fe:-en'..es mG>d10:;. de lncubac16n y ajust.ando el pH inicial a !5.1, 

disi:-.inuyendolc de 3. 5 -3. 7 en 24 hrs. Si emb¿rgo cuando la 

aere•Ciór: fue reer..pl.o.=a::!a por burbUJ.O de N2.. el pH del med.io se 

increrr.er.taba lent.a.mer.~e y muy poco ru.lia.t.o a~r&ela en el medio de 

.>.ndu.;c1on :'.Hllol.a.. 1001). 

Est..:.~ e·.·:.denc1.as :-. .:.s .sugieren que los fen6me-nos de a.c1di!'ieaci6n y 

secrec1on de r:-.a.:a·.~ pueden depender entonces de la ros!orilac16n 

.::::;-:!dat:.·.-a. :.r,o ~:ie .a.l pr1v.a.r de ox.ic;e~o al t.e_Hdo. ést.e disminuye 

la a::idif1cac16n secrec:.on de r..a.1 ate. 
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Por otro lado. el conocer el efecto d-::01do a ol 1gom1·=1na s<:<br€. 

éstos fenómenos adqu1Ei:re gran 1mportanc1is. ya que la 

pertenece una clase de a9entes. 1nh1b1dores de la fostor1 l.;.c1 :,.-. 

ox1dativa o intnb1dores de la formac1cn de ATP <Lehn1nger. 1~8::->. 

éste tipo de agentes impiden tanto la ~s.t.1mulac1~r1 del cc•ns1_1mo de 

oxl9eno por el A[•P. C•:imo la tosfor·1lc.c1~r. del Af'P ATP. S1r1 

embargo ~tos a9er1tes roo inhiben d1recto.mer1te a c1.-1alci1_11era de los 

transport.adores de electr·c,nes de la cader1a resi:: 1r·ator1a! en lugar 

de el lo impiden el mecan1smo de forma.:: ion de AT~ Ql.'e ut 1l1ce el 

intermed1ar10 de energia elevad¿¡,, C• sea el ~:.te.OC• producido pc·r· -:1 

transporte electr6n1cc•. A cc•r;secuer.c1a de elle· el 

electr6n1co no puede continuar. a menos que se l.'t1l1ce y cor1s.uma 

el 1ntermed1ar10 o es~ado de ~n-er91a elevada. 

Los resultados obtenidos er1 nuestros e><.o::er-1men"":-•:•:. der.td·:i al efectc• 

de ol19om1c1na sobre la ac1d1f1cac1~n 

muestran una clara 1nh1D1c1ón de é'Stc·s fE:-t""1orne:r.c·s ·':1''e va desde 

60 a 78Y. en cuanto a la secrec 1 On de mal c.t.c• y <:fl.'~ C.Pdf'"ent "'='m~r·.t-: s.¿ 

va incrementando conforme aumenta la con.:ent.:r·.,,.:1~n de -::·lt<;;t:•m1c1r.o 

lver f19 .. '4 .. 13>. Por otro lado, el .efecto 1r1n1P1t.or10 de la 

ac1d1f1cac1on presenta un porcentaJe s1m1l.:.r, aunque un POCc• 

mayor. pero cuya diferencia r10 es s19n1t1c:;;.t1·,,.o Ct1g. 4.14l. Estc•s 

resultados y ev1denc1as p1·esentad.:ss. cc·ri·oboran la dePenden-=10 

ener-;e-t1ca de los fenómE=nos de ac1d1t1cac1orr y secrec1.:.r. tje 

malato. además su91er ~n ':1ue 1:al.;=. fenomenc·:. req•11er-i;;:n de la 

ox1da.c16n de la glucosa p.::.ra llevc.rse a cabo. 

Hasta aqui los resultados presentadc•s su91eren que el O?fec:to ae l~ 

ac1d1f1cac16n es un pr-oceso fts1c•l691c:·:• que favc•r;:-ce de é'Sta 

manera la. hidról1s1s de reservas (ver t.d.blit '::•.1' (Ha!T\abatc.. 1982), 
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T•bl• 5.1 .E.fect.o del pH en l.a solub111z.ac16n d• diferentes 

component.•s del endospermo a.lmldonoso de trigo CH&ma.h.a.t.a. 1089). 

pH c .. ·- Protetnaa. soluble 

µmol 

6.0 1. 29!: 0.19 3. 85!: o. 39 9.00!: 0.49 

5.0 a:. 67!: 0.34 5.15!: o. 45 9.44!: 0.27 

... o ~. 47:: 0.36 5.2::>: 0.70 10.-42: 0.40 

3.0 4.73!: 0.19 5.22= 0.21 22.37= 0.50 

a.c...z•y proteln.a.3 fueron eA~r.a1dos de 25 endospe~mos bajo a~i~.aci6n 

eont.1 nua durante cu ... tro horas. A 25°C. en 5 ml. de .acel.at.o de 

sodio 50 mH corno bu~fer al pH indicado. 

t.El -.l~d6n soluble fue eX"' .. r.aido do 20 endospe~mos homogeneiza.dos 

ar'\ 10 ml. de buff•r d• .a.cot..a.to de sod!o 50 mM hirviendo. ú pH 

.i n:Hcado. dur.a.nt..e 5 rnin.. Los valores son los prou.dios del 

d~p:1c.a.do de tres experimentos !: SO. 
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ya q;,:e cor.-..:. se ha ·~·1sto ésta acidificación alcanza un valor en el 

pH de .:. O en 24 hrs.; lo que puftde explicarse similarment.• a.l 

comparar lo reportado en cebad.lo para varias enzimas hidrolit.icas, 

la.s cuales de-gradan las sustancias de reserva en el endosperml 

almidonoso y cuyo pH óptimo es de 4 a 6~ teniendo adem.is en cuenta 

que el sistema. de transporte activo. el cual torna los aminoacidos 

:.· pequel"cs pépt.idos del endospermo almidonoso tr.a.nsportandolos 

hacia el escutelo es mas act.ivo a un pH de 4 a 5 CMikola.. 1081::>; 

¡o que ex-plica.ria la tendencia del pH en nuestro sistema de ll&Qar 

a mantenerse en un pH de 4.5 a 5. 

Por otro lado los intentos por domostr.a.r la presencia de una 

H·-ATPasa :r.ediante la utilización de inhibidores conocidos no ha 

dado resultado. y.a que la adiclOn de Vana.dato 20 mM. DCCO O.~ mM, 

tH tr.ato 50-75 mM y Ka.ni tol 25-300 tnM, no mostraron ningOn efect.o; 

por lo qu~ la primera hipótesis planteada no se cumple. ya que los 

resultados obtenidos muestran que proba.blement.e la s99unda 

hip6tesis altern.ativa sea el mecanismo mediante el cual el tejido 

estA acidif1candc el medio Cver capitulo 2). 

En la t...abla 5. 2 se muestra. el efecto inhibitorio causa.do por-

41<,Jt.:r:as de e:;ta:. sustanc!as sobre l.a .ac1dit'icaci6n del medio por 

.:apas de aleurona, cuyos resultados obt.enidos en el l.a.borat.orio 

CEdt:".undo R. C. , Tésis de Maest..r1.a, CINVE.STAV), se comparan con lo 

eni:cnt..rado en algunas referencias; observ-.ndo que no hay 

similaridad entre los result.ados obt.enidos y los enconLrados en la 

literatura, aunque se reaf1rm,¡,n otros; col:'IO en el ca.so d• la azida 

de sodio, donde se aprecia un 100'"' de inh.1bici6n del fenómeno de 

acidificac1ón. Ade~:; de lo anterior, al considerar el consumo de 

76 



T.a.bl.l. 5.2 Inhibic!On de la .il.Cldif'icac1ón del rne-:lio pe:- capas de 

a.leurona. 

:..:.•~ecedente.s 

Conc. 
~. d& inh1b. ;:;;.n..: . 

.-cidlfi..:a::ior. 
?.ef. 

Azida d• SOdto l. o mM io:::2 0.'3 mM 

01 J. ge.mi Ci t'lG 2.C µg/rn.l. aa::g 3.C µg. ml 26 

I odv.c•t.ami d• 0.2 mM 60 0.2 mM 7Q 

Va.n.a.d.ito d& sccUo 20.0 .-.H o l. -=· rr.Y. 100 .. g 

occo C.'3 mM o 3.0 ~H 50 60 

L.os experimentos V.a.n•da.to y Cic1.=lchex.1lcc.r-bod1inud.s 

re•lJ.::.o..rcn •-' :~· 24 hr-s. de incubac1ón :::cr. "'rr.1.s(h1.::!.ro:-:..ome•.11.::c..rur-.o 

met.a.no-Hct- 5rr.M y pH 7. Las :::olu~as refer-idc.s ;:.crr.o .anteceden.tes 

corresponder. .... dato~ de la l1teratur• cbten1dos en otrc~ s1~tern.a.s 

exper1nwnl•l es. 



Tabla 5.3 Inhibición del consumo de OY~gene por c•p•s de •leurcna 

aisladas de t.rigo. 

A21 da. de $od1 o 

I odoa.cet.o.m.1 da. 

Conc. 

1. o mM 

O. 5 rr.H 

~ .• de rnt-.1bic1.!>n 

S. cuant.i!1c6 el consumo de Oxigene por lot.es. de 10 a!e•.Jror.as en 4 

rnl. de su::cina.lo 5 tnM pH 6. El consumo de 0:-:lgeno ant.es de 

agregado el inh1bidor fue de 2. oe nrr.ol de 07.a.geno -· Ir.l.f; 

a..leurona..- 1
• L.a. 1nhibl.ci6n por Iodoa.cela.mida fue regislr.;.da. .;.5 :ran. 

despuéS de agregado el ir.h1b1dor. 
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oxigeno por capas de a!eurcr,¡;,, OlSlada.=;. de ~rlg,;:.. en preser • .:i.a de 

a.:::ida de sodio y iodoace•.a.m.ida Ct.abla 5. 3). se observa cl.:ar.sment.e 

inhibl.dor de la gluc6li.s1s como la 1odcace~arr.J.da. y un inh1bidor Ce 

la cadena respiratoria corno la a:::ida de sodio; lo que nos scgi.ere 

que el fenómeno de la aci.d1fi.c.sci6n requ1ere, que las ~elulas de 

aleurona estén en presenc1a de ox.lgeno, para reali.=ar !a 

respiración, y por ende la ac!.dificacion del med1::.; ya .:.¡·.Je al 

privar dism.inui.r la cantidad de o:.c.igenc ést•s. 

disminuida t.&m.bién la ,;icldific•c16n CMJ.~ola. 1961). 

Por olro lado. esto refuerza t.a.mbién la dependencia energetica. 

que a partir de la oxlda.c16n de la glucesa presenta tal !enémeno. 

como se ha menciona.do ya anter1ormente. 

En base .a. los. dalos publi:::ados. ¡:.e:- M.J.p_i.;.1.-. y ·::..rt.a.nen C1981) ;obre 

la acidificac16n por capas de aleurona de cebada; s.e anal1::0 el 

medio de incub.ac1én para detectar l~ presen~1a de 4c1dos 

diearbox.ilicos despues de lá lncubac16n. 

El an.ilisis por HPLC Ct.lr.b.l.a 5. 4J muestra. que a.parece en el medio 

un.a. c.a.nlidad signif"lcativ.a. de .leido m.\ltco y solo tra.::as de los 

otros .l.c.idos dicarbox!licos del c.:..clo de hrebs~ lo que nue·.ramente 

nos sugiere que la acidif"icación del medio por células de aleurona 

aisladas d~ t.rigo sea la. presencia de ác1do ~~!1co. 

V3110íl918 
lalU UN 

V1 jG 
SISJl 

ums 
VlS] 



Ta.bl• S. 4 Cu•nt.1!.Lcac.16n de Acidos d1carbox111cos en el tned.10 

despues de 24 hrs. de l~cub•ción. 

Succ:in1-::o 

J.Ul i co 

..:.-Cetoglut"'-r1c.o 

F'ull\Ar1 ~o 

~ld.céUco 

5.561 

4.38 

0.28 

<0. 05 

n. d. 
2 

1El medio eontenla 5 rr.M de suec.1.n.llO como a.morliguador. 

zn.d. =no detect•dc. 
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CAPITUl...O e COllCL.USIONES PROPUESTAS Y RECOHE:NOACIONES 

Las aleuronas aisladas de t.ri90 son capaces de a.cidifica.r el 

medio. 

Lo.. acid1f1cacion del medio por capas de aleurona es dependient.e de 

energ1a met.abOlica, que probablement.e proceda de la oxidAci6n de 

glucosa. 

Los inlent.os por de:r..::istrar la presencia de una H•-ATP.asa en la 

aleurona aislada de trigo mediante el uso de inhibidores conocidos 

no h-.n dado resultado. Los resultados obt.enidos y la t.•ndencia 

Sim..1 lar que presentan la .a.cidif'icaciOn y se-crec16n de m.a.lat.o. 

sugieren t:¡ue el mecanismo utilizado por- la. aleurona aislada. de 

t.r1go para ac¡dificar su entorno puede ser la secrttei6n de ~cido 

inAlico. 

Aunque los esfuerzos realizados para obt.ener una est.equiomet.rla 

a.a.lat.o-prot~n que nos !.dent.ificara plenamente dicha relación en 

nuestro sisLe~•. fueron muy ilust..rat..1vos en cuant..o al 

comport..am.ient..o del fenomeno de la ae1dit'1ca.ci6n ; persist.• la. 

necesidad de conocer de una. C\a.ner a N.s pre<i s.a la. est..qu.L met.r 1a 

que gua.rda est..e fenómeno de acidif ica.cion. por lo que se sugiere 

la. det..er:n.1na.c16n del pH por t..ilulae16n direet..a. de las mue-st.ras a. 

l=-s. •_1ampos deseados duranLe el desarrollo del ex:perlment.o. con 

~oluciOn de l-:CH O Ha.OH previa.mente va.lor-.ada.;. ya que con Mt.o 

se det.err:i.1.nan con mayor pre-;:isión los prot..on.-s que se V&n 

liberando al r..ed!o y S'1' puede obtener una est..equimet..r1.a. que ayude 

a dilucidar la relación buscada. 
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Ct.ro e>.i;>er1m:ento de 9ran .;.nterés ser!a; la o.d1c1on de ácido 

L-m.álJ.co exOger.o a las .:.ap•s de aleuror . .i a1slad.as; de tr1go. ~n 

concentr aeicnes similares a l 4s secret..adas a cada uno de l ::.s 

tiempos det@r:ru:laC~s en la cJ.nét.ica. de secre-c10n de rr.alato. 

incub.a.rl.a.s les; rr..lsmcs t1er:1pos. pa:-a post&r.;...:irment.e dat~r~..ln.:ar 

m.a.lato con Malato Deshidrogenasa. 

Por otro lado un exper1:r.ento que resulta .::!e gran importanc1.;,. :~que 

poede ayud.a.r a. corr.prender este fer1ómeno de acid..1f1cación ser1a. e: 

incubar nuestras muestras al pH mas ba;o alcanzado por las 

aleuronas y qui&P es aproxirr.adan.enle de 4. 5. 

Aqu1 esperartamos que no hub1&se incremento en la aeid1r1cac..1~r. y 

por consiguiente tampoco se~rec16n de rr4lalo. 
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