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I— RESUNEN
los cultivos de

JPamoes purpures 8B una ar que i
importancia para el hombre, como oa el mal=x ¥y el frijol. Esta

arvense posse sscanimmon adaptativos que le permiten desplazar al
Se ha obssrvado gque esta especie

ocultivoe al cual infesta.
Que pomssen una

produce una gran cantidad de seaillas viables,
répida germinacidn y sstablecimiento. Ratas ocaracter!sticas ae

inti relacionadas con lom eoventos gue oocurren
durante el dessarrollo de la semilla, on los Qque wse debe de tomar
en ocuenta la utilisacisn »y/0 movilisacin de los diversos
carbohidratos. Por lo anterior el objetivo del pr bajo
as el de localiszar y cuantificar la cantidad de almidin, asl como
la presaencia de actividad amilolitica ¥y de la fosforilama del
almidn durante el desarrollo de la semilla de JIpomoceas Purpurea,
‘ ia tesis hasta la seailla madura hidratada. Lo
resultados obtenidos desusstran que este polisacirido se encusantra
localisdo tanto en la pared del ovario comc en el parénquima del
tegumento para lams Primeras etapas del desarrollo.

Posteriorasnte ae detecta almidin dentro de la sesilla unicamsnte
La ocantidad de almidén durante

en el pardnquima del tesumsnto.
el ollo an que inicialmente se acumula hasta llegar
a un efximo entrs ios 17 a 19 diams Postantesis. Conforms

ne ob a un d en

prosigue el desarrollo da la seailla,
la cantidad de eate ml.luoibr.ldo. coincidiendo con la expansicn de
Durante el decremsnto en la cantidad de almidsn
- b un i an pT Y actividad amiloli tica b 4
fowforoli tica. Kl consumn de este carbohidrato dentro del
parénguime del tegumento ae realizxs de los estratos miés internos

108 cotiledones.

hacia los mis el o ollo de la semsilla. Lo
cusl demuestra que el almidn ea una sustancia de resercva
teaporal, que se encusntra en el par | del . -
diferencia de lams 1 : que lo lan b | on la
pared del fruto, o en forma definitiva en los cotiledones. L
el pardnguima del . b

presencia del almidin an
significar una ventaja a estas seaillias, Pueste gus les pusde
4 ia ¢ ar de la planta waterns.

proporoionar una



Por otra parta esta reserva asegura que el desarrollo de 1a
semilla llegue a buen termino.



II— ANTECEDENTES.

A— LAE PLANTAS ARVENSHES.

Una planta arvense segun Eaton y Macleod (1848) eos agquella
que afecta el orscimiento del cultivo al cual eati: dedicado el
terrenc. Estos daflos se reflejan en las bajas considerables que
ocacionan en el rendimiento de los cultivos. Joow daos directos
son causados en prissr lugar, por la competencia gue se eatablsoe
sntre el cultivo y la malesa por los factores gue favorecen ol
orecimiento, comn el agua. lus ¥y nutrientea entre otros; en
segundo lugar por la secrecién de fitotoxinas y en tercero por que
algunas especises son pardsitas. En cuanto a loa daffos indirectos
gue producen las malenas se encusntran:
amplia gamsa de plagas agricolas como son los rosadores

ol de hoapedar a una
o diversos

insectos. Todos estos factores - la ! tividad
ag>icola, lo que cocasiona un aumento notable de los costos de
operacidsn en las (M h . 1855; King, 19668; Agundis

19684).
La capacidad de las diversas arvenses para sobrevivir a
medios hostiles, se dabe a su alto grado de especializacion. Sua
1le

ciclo de vida, morfofisoclogia y mecanismos reproductivos,
proporcionan ciertas ventajas adapatativas que le mz-.itan
desplazsar a los cultivos a los cuales infesta

Un principio de la competencia sntre dos ospeciens, consiste
en gue una planta que primsro se establexca u ocupe un Area, tiene
ciertas ventajas sobre las gue germinen desputs. I.a =alta
produccin deo semillas, su alta viabilidad, la rapida gersinacion
¥ pronto establecimiento de las plintulas., son algunos factores
que favorecen a las arvenses en su compstencia con las plantas
ocultivadas. El exito en el establecimiento de la plintula, =se ve
influsnciado por ¢l tamafio de los ocotiledones, el Indice de




produccitin de hojas ¥y el irea foliar gque son las q9ue persiten
establecer una alta tasa de £ i Y

a gque “mtas
» . int firiendo con las plantulas gue orecen
despuss (Subcomite de Plantas Nocivas, 1882).

En nuestro pais, las arvenses poseen una gran importancia
debido a gque son las causantes del deterioro en la producoitn de
los cultivos. Asi en la mona del Bajio en 1965, el remxiimiento
on los cultivos del malix se redujo hasta un 680 X debido a 1a

ia exi entre las arvenses y el prop!.'o cultivo.
Las labores de limpieoza a que obligan y los problemas que oausAn
al 1 las . el de la pwoduccidn

aunado a que el producto baja en calidad cuando

lleva impuresas
(Carballo, 1968).

Kl estudio de las a en pnis hasts el

momento,
e ha e L 1 £4

a la identificacidn de las diversas
especies que infestan los cultivoa bisicos, al estudio de lom
dafios que ocasionan a éaton y a determinar los métodos de ocontrol
mis convenientes en cada caso. Las arvenses afis estudiadas wmson
agquellas gque infestan principalmsente los cultivos utilimados para
la alimesntaci®n bisica para el homsbre,

encusntran en 10s cultivos de trigo, sorgo,
frijol y arrox entre otros.

comdo eson las qgque 88
cebada, avena, mais,
Hn México el oultivo de maix ¥y de

frijol son de gran importancia para la alimentacidn. Amandis
(1984) ha demostrado que IPpomoes purpures, idk
como ita” o * es una i que -
cultivos, y ooupa un lugar importate en el deterjioro de 1la
produncién de cada uno de ellos. Este It ha L que

do esta ar no es at da en los primeros 30 4dias de msu
o rollo, ions un

en la produceidn de un 22 X =
33 X en las cosechas de malz ¥y frijol respectivamsnte.

S




B- EL GENERO JIposces.

Rl ginero Jpomcea consiste de alrededor de 40 asposciea de lan
cuales 17 se sncusntran en México. Algunas eson de importancia
sconSmica, ya ssa comc alimento como es el cano de JIpomsoces batatas
(camnte; IBRPGR, 1881) o mwsedicinales ocomn Jposvea pes-capras
(Martines, 198689; Pongprayoon et al, 18991), e Jposocoes purgs (rals
de Jalapa; Matuda,1983, 1964; Martinex, 1968).

Desde la década de los cusarenta y cincuenta ses han desorito
varias espscies del génerco asociadas a los diferontes tipoas de
vegetacidin que existen en nuestro pals. Para losms afos sosenta
Matuda (1963, 1964) realiza wuna recopilacidsn de las especies
existentes en México del género Jpomoes.

;| ok Qque en la depresiSn del

Los primesros os .
Balosas, en el gque existe un bosgue tropical caducifolio, se

encusntra sasociado a Bursera la especie més abundante, varias
especies del gfneroc ITpomoea (Miranda, 1941, 1842, 1943 y 10947).
Este mismo autor on la regicn de IxtGoar de Matamoros, indica qgque
1la destrucciSn del bosgue tropical caducifoliol de Bursers, le

sigus ol sstablecimiento del matorral espinoso, el cual evoluciona
solcottianas (cazahuatera) y Este e

hacia el do I
transforma en una cosunidad climax (Miranda, 1942).
Bajo el de al b ical, Rzed ¥ FMoVaugh

(1968) describen una serie de comunidadas vesetales Que
P al en parte, fases sucesionales WmEs O Senos
estables del bosque tropical caducifolio. Un hecho notable en

te tipo de vegetacidn en Aguascalientes ¥y Jalisco, es gue los
son 7] intrapllosa

L]
slementos mis caracteristicos sntre x

{(ralo bobo) e JTpomoea surocoides.

En el extresn sur de Sonora ¥y a lo largo de 1la Planicie

Comtera de Binaloa, prevalece el boagus espinoso, dentro del ocual
b (palo blanco; Rsedowski, 1883).

se a I



La vegetacisn de las playams arenosas » de asdanos
direct al mar en C h ¥ Tab » ®s ha

presencia de JIpamcsa pos—caprese o Ipomosa stoloniferas
a 500 Km de la ocosta

ado e I

descrito la
(Sauer, 19687 ) Asi mismo on la Isla Socorro,

de Jalisco. con una vegetacién pobre. se ha
pPoes—capras (Miranda, 1960).

otro tipo de especies

Dentro del géfnero I Be
Qque causan dafios a 1os cultivos y caminos ocomd o8 el caso de
Ipomoea purpurea o I x Z, b, i en loes
cultivos de mali x. frijo o bien de arros ti A die,

19684; Léspes—Curto eta al, 1860)
de la familia

Kl género I o a
Convolvulaceas, que agrupa a individuos de tipo herbaceo, por lo
camin t dores o o , o bian arbSreas. Tienen hojas
alternaes, pocicladas y sin estipulas. Bus flores son perfectas .
con corola entera de wmargen pontagonal ¥y con 1los estambres
inclusos o salientea, son a monudo de tamafio desigual y piloscs en
la base de los filamentos. El ovario es bi—- o ocuadrilocular ¥
tetraovular, o trilocular o saxtiovular, mientras gque el estilo es
filiformse ¥y contiene un estigma granuloso y mis © menocs i fido-
Ipomosa purpurea es una hierba de tallo de pooa consistencia, que
trepa si - n, es poco ramifioada, oon
una longitud de 50 a 250 cm, con hojas oord-d.-. de borde entero,
tri o pentalobado ., flores con un calix cubierto de pelos, ocorvia
en forma de smbudo. con 1la parte infertor blanca ¥ la parte
superlior purpura. Los frutos son globowsos, con reatos del estilo
evidente on forsa de columna, de 1 cm deo diamstro, de ocolor ocafé
claro y contiense seis semillas de lam cuales algunas s|son
abortivas. La semilla msadura deshidrata tiens formsa de owia,
sSlabras de color café oscuro, con un pesc alrededor de 30 =g
(Conzatti y Smith, 1981)._ La planta es anual y su forma
vegntat.iva ss encusntra de Abril a Agosto, su floracisn s de
Julio a Noviembre, miesntras gque su fructificacisn se encusntra de




A a Dicieabre. Se pusds encontrar estas fases fuera de esta

édpoca, pero ea desfavorable para la formacin de la semilla
(Villegas, 19789).



C— DESARROLLO EMBRIONARIO.

El Svulo se desarrollo a partir de la placenta del ovario,
¢mte ens ol mitio de formacisSn de la segaesporas, ¥y el desarrollo
del saco esbrionario o gametofito femenino. Kl Svulo cosunmsnte
eata conatituido de una nucela, o cuerpto ocentral de oflulas
vegotativas gque envuelven a lam ctlulas esporogénicas; uno o dos
integumentos que encierran a la nucela: el funi culo, sstructura
que conecta ol Svulo con la placenta. La regicn donde la nucela,
los integumsentos y el funi{culo emsrgen se denomina chalazsa. En
®l inicio del desarrolio sl Svulo poses una célula arqgusosporial,
la cual se divide periclinalmentes para dar origen a dos oflulams:
una parietal y al mssgaessporocito. En otro tipo de angiospermas
con el Svulo teninucelado, la arqueospora funociona ocomsd un
megaesporocito (Davias, 1986). Por divieidn seidtica dard lugar a

cuatro megassporas haploides. b8 1llo mseguir dos
caminos: el primero en el cual una - b ive, mientras
Qque las tres T, o (Tipo Poligonium); o las ocuatro
msgesporas sobreviven (Tipo Fritillaria). Por una serie de

divisiones mitttican o da origen a ocho ndclecs, ¥y S forma un
saco esbrionario octanucleado, Que posteriormsnte ocompleta la
citocinesis. Dewsputs ol saco embrionarioc’ esufre un rearreglo:
tres de las oflulas que gqguedan en la regin del miocrdSpilo
constituyen el aparato del huevo, compussto por dos sindérgidas »
la oflula del husvo. En la regicn opuesta del saco sabrionario
se encusntran las oélulas antipodales. Entre eatos dos grupos
existe una célula grande Qque contiene los dos nGoleos polares
(Phatnagar y Johri, 1971; Esau, 1977).

© do las an ae . 14 an los granos
de polen, los cuales son diseminados por varios agentes ocomo son
el viento, el agua, las aves o los insectos. En el lapsoc que

ocurre entre gque el grano de polen se Posa en ol estigesa y o=
forma el tubo polinico, se lleva a cabo una serie de fen‘menos
imgportantes para la fertilizacisn. El tubo polinico, atravieasa
@l estilo y el ovario y alcanza ol saco eabrionario a través del
micrépilo, procesco denoainado fertilizacién porogimioca. En otras
occasiones, &l tubo polinico penetra el asaco esbrionario por la
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chalasa y Por elloc se denocmina fertilizacidSn chalazal (Bhatnagar y
Johri, 1971). ‘Bl tubo polinico contiens dos nicleos mamculinos o
espermikticos. Cuando el tubo llega al saco embriomario, libera a
estos dos Wwicleos. Uno de ellos se fusiona con la o6lula huevo
Ppara formar un cigoto diploide. El otro nicleo masculino ese
fusions con los nmuclecs polares para dar un nGcleo triploide. =x1
desarrollo del cigoto para dar origen a un eabrisSn comsprends dos
etapas: una inicial o M!-lomln y una final o peropiassnte

sabriconaria. T an 11 comn en dicotiledonsas la

apa pr b ia o8 muy similar. La divisiSn del oigoto no
es sinorénica con 1la diviseicn del nbGcleo triploide o© ntoleo
primario del i -0, di do ésta a la del cigoto. Laa
divisisn del cigoto o 1. Dabido a esto
®e producen dos oflulas: la mie oiia ¥y a la cavidad del
saco embri 10 an o oflula apical: 1la mis grande, gque e
encusntre hacia el lado micropilar, e llama oélula basal. Por

la divisisn del cigoto y su desarrolllo
distinguirse cinco tipos segin Mahsshkari (1850):
1- La oflula apical se divide 1 4 i -

a— [La oftlula basal Jusga un papel o ni on el
desarrollc esbrionario. Tipo Crucifera. ’
b— Ambas oftlulas (basal y apical) toman parte en ol

desarrollo del smbrisn. Tipo Asteridio.
2- La oflula apical sufre una divisicn transversal.
a— La oflula basal Jusga un papel menor © nulo en el
desarrollo del embrisn.
i— La oflula basal un de dos o
mAs oflulas. Tipo Solanum.
11— La oélula basal permansce sin dividirse ¥ el

suspensor, si so¢ prosenta, os derivado de la oélula

terminal. Tipo Carifilia. .
b— Ambas oflulas participan en el desarrollo del eambrisSn.
Tipo Chenopodium.

Tes lnn  diswtiledonsas, 2 ia oie de lon dos

cotiledonss as inicia, la =i { a hant axial se plesds
¥y PAaSa a Ser una a bil al . Much eabrislogos definen




este cambio como limite entre la etapa prossbrionaria y ia
embrionaria. S ha observado gque existe una distinoida olara
entre el aeambriSn propiamsnte dicho y el A de gue
ocurra ©l cambio de simstria axial a bilateral, por lo gus eoeota
Yltime caracteristica no es en =i limitante entre la etapa
Pprossbrionaria 14 is ambr s ¥ W an las
monocotiledonsas (Esau, 1977).

En algunas etapas del desarrollo de la ssailla de las
angionspeoraas, $sta ne encusntra constituida por un ambeiSn, -
oendosparsns, una nucela o sus derivados y una ocubierta semsimal.
Las semillas maduras poseen un ‘eambriSn (algunas wveoces POOO
desarrollado), cubierto por una testa distinguible. | ~ %
ezxistencia del endospermo o del perispermc en eeaillas maduras.
varia ssgin el grupo y la especie de la gque se trate. Bn algunas

4 1ia existe en una ™ a ¥ p U Y
esstructura més externa es el pericarpio © cubierta del fruto,
derivado de la pared del ovario.

Las semillas caer de dos ocategorias, aguellas
que a 1Ia un Yy las que no lo poseen.
| 93 dad : i =0 de origen triploide @ol L]
encuentra en las angiosperaas. Existen dos tipos importamtes de

desarrollo del esxiospermo: el primsro de ellos © m»moclear, L _J
caracterisa por iniclarse con la divisisn nuclear y postericrasate
e da la formaoisn de las paredes celularee; el ssgundo es el del
endospermso oslular, en dond se ob a une apa nuclear
libre. Eate tipo de formacién del s 1o
on ;1 1 @d comn en dicotiledoneas - Un tipo sanoe
comin ¥y Que ss encusntra en las monocotiledonsas o8 el helobial
(Bhatnagar y Johri, 18971). Loa nutrientes son transportados
hacia el - b d los tejidos Ry T o el
desarrollo de 1a semilla. K]l crecimiento del embrisn llegs a
T inti asociado con el aporte de sustancias nutritivas
durante la saduracicn, la 15n ¥y el L de
orecimiento. En cereales se encuentra una utilizacisn lisitada
del endosperac durante la maduracisn del embridn,. peroc parte de %1

10



pusds ser hidrolizado en las zonas cercanas del escutelus. En
no d rmicasn, el

cambio, en wesemillas de dicotil
endospermo es hidrolizado y consumido durante el desarrollo

eabrionario, as! como las sustancias de reserva acusuladas en loas
cot iled Rl . -0 - como una estructura
de almacensmionto en sesillas maduras en las dicotiledonoas

5 rmicas (Ca + 1938; Beawley y Black, 1885).
Lam ur mar ternas del dvulo, los tegumantosn,

durante el desarrollo sufren una serie de transformaciones ¥
reorganizacidn al formar 1a cubierta mseminal o teosta. La
estructura de l1la sts o8 variable segin la especie. Esta es de
imgportancia en la semilla madura, debido a qQue interviene en la
proteccisn del embricn. La naturaleza protectora se oencusntra
adsorita a la presencia de una cuticula, Soneralmente impregnada
de sustancias imperseables al agus, ¥y de una o mhs capas de
oélulas protectoras (Bawley y Black, 1985).

Dy del Fy s han realizado wuna serie de

estudios sobre el desarrollo de la semilla. Uno de los primeros
realizados en 7 rubs 1eoa Hook, asienta que los ©Svulos

carecen de un v d (Wood k, 1943). Mahoswari
(1944) refuta lo ior ¥ a gue existe un tegumsnto ¥y
o ce rapl - Kaur ¥ Singh

que es la nucoela la gque
(1963) astudian el gametofito femenino, el embrisn, el endospermo,
¥ la estructura de la testa de semillas deo Ipomsoea obscura
Ker—Gawl . Eatos autoress realizan el mismo trabajo en Tpomosa

sinuta Ortex, e JIposcea purpureoa Jacq.

Govil en 1970 estudia el desarrollo de la testa de Jpososa
purpures Roth, asi como lans testas de somillan durams de I,
obscura Ker-Gawl, Ipomcea carpnea Jacq. Ipomoes cairica (Linn)
Sweet, JIpamsoea separia Koening. ITpomosa vitifolia Sweet, Zpomoos
aindica Stapff, Ipomoea purpurea Roth, e JIpomocsa quamoclit Linn.

el desarrolllo de 1a

Ponce—Salazar ot al (18990) estudian
Describen que ol

cubjerta seminal de JIposcea purpurea (L) Roth.
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tnico tegumento del Svulo en la fame de A - ie oo LY
constituido por la protaodermis, la hipodersis y el parénguims
pluriestratificado con abund ian de va. Durante
el desarrollo, la protodermis da lugar a las oflulas de 1a
eopidermis que se transformarian en tricomas. Por su parte 1a
hipodermin se diferencia en la bepid is ratificada ¥y el
esclerenquima en empalizada con doms o trem estratos. Rl
parénguima se consume durante el desarrollo, ¥ solo guedan laws
paredes celulares como una capa fibrosa y una cuticula Qque separa

a la t ta del o - .
fe ha desorito la exi ia de I, = 12 ha hibrido
de I; trdoh rpa o I z (Austin, 1978). Con
eonta especie se ha realizado un estudio del desarrollo de la
L - que el

asomilla, en ol gque »e describe gque el udnico
ovulo, me diferencia para dar origen a la testa, oonstituida por
cuatro capas: la epidermis, la subepidermis monosstratificada, o1
emsclerdngquima en empalizada con tres o cuatro sstratos ocslulares,
¥ una capa fibroma constituida por los residuos del parénguima.
Por otra parte en este trabajo tambisn se desoribe el desarrolllo
del endospermo de tipo nuclear, el cual en la asadures consiste
unicamssnte de dos 0o tres estratos de oflulas vivas (capa de
aleurona) y el resto de las paredes celulares. Kl desarrollo del
embrién empiesa con la divisicn del cigoto, que da una oélula
apical de la que se I propi el ambridn, mientras gque
la osflula basal dare origen al suspensor. Para los ocuatro dias
de desarrollo ol sabricn esa globular, y a los seis dias o=

do, 4 Que la etapa de torpedo se encuentra a los
ocho df as. Para el dScimo do dta d e de la antesis se
eapiesna a diferenciar eon los cotiledones los laticiferos ¥y para
cotil son =r . r »l .Y ocon
abundantes latiof feros. La formsacién de la sesilla madura
deshidratada y lista para su dispersisn se aloanss en 25 dias
proasdico despuss de la antesis (ISpex—-Curto, 1887; LSpes-Curto et

al; 1990).

los Quince dias los
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D— WA-CIAB DR RRERRVA RN LAE EEMILLAS.

Dabido a que los granos y memillas de algunam plantas mon

ricas en almidin, de las 300 familias de las angiospermas, ninguna
ha tenido tanto importancia para el hambre como las Graminean.
La cebada y el trigo se AN o ) relacionados con
@l desarrollo de la civilimaci‘n ocoidental, mientras gque ®»l arros
fue fund 1 como ali en las culturas orientales, y en
Asfrica Precolombina la alimsntaci®n se ban® fundamsntalmesnte en
ol aali=x. La fusnte energftica == a al d en wl
ondosperen de dichos granom, esto ha heocho que =se selecoionen
agusllos cultivos en los qus el contenido enesrgético de sus
semillas sea mayor. Ademis de 1a utilizacitn comn fuesnte
energética por ol contenido de almidin para el consumo
alimenticio, me han utilisado estos granom para la obtencifn de
beabidas alcohflicas como es: ol sake, la cervexa, sl bourbon o el
los cuales utilizan 1la fermentaci®n de la glucosa

tesguino,
proveniente del almidin. Por su parte las leguminosas no

¢rmicas al sran parte de sun resorvas en los
cotiledones, por aesc en Mesoamfrica se han utilizado como fuente
alissnticia.

£ de va! on la

Los carbohidratos son la mayor
mayor{ia de los cultivos. Rl eatudio de 1la utilizacion de las
sustancias de ressrva como son los carbohidratos y sus posibles
adaptativams, fimolSgicas y econdmicam ne han
enfocado principalmsente al alsidsn, el cual ha sido ampliamsnte
estudisdo en el tubfrculo de la papa, ¥ en granos de cereales.
En menor grado se ha estudiado hasta dond b » oste compuesto
on semillas dicotiledonsas no eondospérmicas ¥y wsuy poco se ha
realizado on semillam de dicotiled ! rmicas._ S conoce
gque ol almidin en granoms de cereoalea ¥y -n semillas de
dicotiledoneas no endosi€rmaicas cumple una funcifn de sustancia de

ressrva Gtil durante la gerwminaciSn. En ol grupo de sesillan
ostudiada, se ha determinado que el

implicaciones

13
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carbohidrato utilizado ocomo £ & C ) L
germninaciin es el galactomanano (Reid, 1971: MoCleary y Matheson,

1976) .

La composici®n y ol origen del grano de almidn 1le ida uns
morfolog!a caracter! atica, y “ata d de de 1a ie de la cual
me obtengs. Kl almidSn es almaceonado en los amiloplastos, loa
cuales mon derivados de los proplastidios. La mf ntesis del grano
de almidin en los cereales eos iniciada en sl protoplastidio de las
células del endospermo, con la formacicn de uno (eai s, ¥y trigso) o
mais (avena, arrox) grfinulos peqguefos, ol o los grinulos occupan un
pequeliio esspacio en el proplastidio. Rn la madures de la sesilla
o grano, la mayor parte del orginulo se do por fate
Polisscérido, el grano de almidin inoressnta su tamafNo y causa la
deforsncitn y eventualmente la pPrdida de la ssterusturs del

cloroplasto, (Bain y Mercer, 158688; Pate y Flinn, 1977; Bewley yp
Black, 1885).

El grano de alsidSn, se t de un SO0 a wun
90 X de amilopectina y el resto de amilosa. Ciertos ocultivos
possen granos de almidSn gque tienen altas o bajas proporoiones de
amilosas lo ocoual los hace ais o msnos cotizsados en el mercado ¥y
tUtiles para diferentes productos._ Ratos dom polisaciridos oue

forman el granmo de almidSn, se diferencian entre af por sus

propisdades fisicas ¥y qgquimicas. Inicialmente
de acuerdo a su solubilidad en agus a 70 *C; el componente soluble
se le denoains amilosa, mientras gue la fraccisn insoluble fue la
amilopectina. &e ha observado que el de a de
70 a 90 *C prod un incr on la proporcicn de Ia amiloss,
por lo que el mftodo inicialsente propuesto no es tan sapec! fico
en su separcidin, por tal motivo =ase han buscado b todos
alternativos que pr una 1Sn i fica de los doms
cosponentes del almidSn ¥y que faciliten - deterainacicon
itativa (Ak 1976; Banks y Muir; 1880). En la
actualidad se han utilisado diversos protocolos de extracoidn
basados en el uso de etancl, alcohol amf lico o p=r 1 que
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propusstos desdes la dfcada de los cuarenta (Schoch, 18945) y gue sgse
han sodificado en la actualidad para seguir siendo utilizados
(Biliaderis et al, 1881; MacGregor y Morgan, 1984)._

S sabe que la amilosa os un polisacarido lineal, compusato

de residuos de glucosa unidos porxr enlaces ot 1-4, can  una
conformacién helicoidal. Su peso molecular varia entre 10,000 =
100,000 daltones (Wolfrom y Khadem, 1985; EKliamwmon, 1988)._ Be ha

tratado de establecer la sstructura de la amilopectina, la cual se
ha abordado desde formanm diferentes; la primesra utiliza una
metilizacién seguida de una hidrSlisis y oxidacin con . periodato
(Wolfrom y Khadem, 1865). Kl segundo recurre a una degradacidn
ensimttica como herramienta on la elucidacisn de la estructura,
uno de los primeroa estudios fue el realizado por Mauro y
Kobayashi (1851). En la actualidad se ha utilizado el wm®todo
enzimitico para estisar la estructura de 1la amilopectina en 1a
mayoria de los cereales, y de las leguminosas (Biliaderis et

al,1979,1881). Por medio de estos estudion, #se ha esatablecido
qQque la asilopectina se encusntra formada por una secuencia de
sSlucosas unidas entre sl por medio de enlaces e 1-4 y las

ramificacionsn estan formadas por pequeffas cadenas de glucosa,
seneralmente de 20 a 25, unidos al resto de la wmolécula por
enlaces o« 1-6. Se ha podido estimar gque ol peso wmolecular de
eoste on ior a 1,000,000 do daltones (Biliaderis ot
al, 1979, 1881; Preiss y Levi, 1880; ERliaason, 1988).

Ios estudios cristalograficos ¥y de difracci$n de rayos X han
sido utilizados en el estudio de la estructura de la amilosa, E=— -]
ha detersinado que su conformaci‘n es de tipo helicoidal, donde se
encusntran seis residuos do glucosa por giro. Por otra parte se
ha desostrado que los en complejos amilosa—yodo on gue se obtiene
un color azul, e}l yodo se encuentra en el centro de la hélice
rodeado de seis residuos de glucosa. En los complejos de
amilopsctina-yodo en los que se obtiens una coloracién violeta, se
ha ado gque Uni int viensn las regiones ramificadas
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de la cadena en la formacidn del complejo. Con base en estudioas
de eate tipo, Kainumay French (1871) y French (1874) han propussto
un modelo de doble hflice para la amilopscotina.

Tanto la amilosa como la amilopsctina L] enouventran
organizadas en el grano de almsidn en forsa de una estructura
cristalina organizada en dominios. Cuandc e analisa por
difracci®n de rayos X, se obtienes un patron ocaracteristico para
los cereales denominado patrdn A, mientras qQque el pat»rn para el
almiddn del tubfrculo de la papa os di n al ior ¥ @@ ha
denominado como B, el patrSn de difraccidn para las lesgumsinosas se
ha denominado C. En l1la actualidad se cree que estos patrones se

an en lacidn con la disposicisn de la amilopectina
dentro de la estructura cristalina del almidin. La amilopesctina
on una molécula de alto pesc molecular, gque so extiende desde el
centro del grinulo hacia la periferia y Que sse sncuentra en forma
de grupos de ramificaciones. Estas ramas forman dobles h#licea,
que se eampaquetan en una unidad ortorrdSmbica en ol ocaso del
almidSn del tipo A, ¥ en una unidad de forma hexagonal en el ocawso
del almidSn de tipo B. Kl patrSn de tipo C es una combinacisn de’
los dos anteriores. La estructura cristalina del alamidin ee
encuentra formada por una doble helice de aproximadsmente 5 na de
alto por 10 nm de diimstro, ¥y a 1o largo de la molécula de
amilopsctina se encuentran regiones an forma oristalina
interrumpidas por regiones amorfas dornd e an las
regiones ramificadas (Eliaspson, 1988).
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E— VIAS DEL CATABOLIEMO DEL ALMIDON

Se conocen dos vias catabslicas del almidsn: una hidrolftica
¥ la otra fosforolitioca (Ching, 1872; Bewleoey et al, 1978:; Bewley
¥ Black, 1885; Preiss, 1982) . So ha observado que la via en la
Que se involucra a las amilasan on semillas dicotiledSneas no
endospérmicas rinden mis glucosa Que maltotriosa, en cosparacidn
con los granos de cereales.

La via amilolitica del almidSn incluye 1la intervencicn de

varias enximas para Ila im de &1 » ®ontre las mis

se an la a« anilass ¥y la 7 amsilasa. Laaes
propledades y distribucisn de la o amilasa han sido aspliamsnte
discutidas por Thosa et al (1871)._ La a amilama es una
metalosnzima dependiente de calcio, posee un pH Sptimo para el
caso de los cereales de 4.5 a 8.0. La hidrSlisis del almidSn por

la @ amilamsa es bifismsica, pues inicialmente la eonzima somste al
srano de almidsn a una fragsentacisn riapida, gque da cowmo productos
varias cadenas de mal rina (G 4 et al, 18965) .
Posteriormente la o amilasa prosigue la hidrSlisis de 1a
maltodextrina que da como productos finales Pprincipalmente
glucosa, maltosa, maltotrionsa, maltotetrosa ¥y maltodextrinas de

bajo pesoco molecular. 5o han propuesto modelos msateatticos para
explicar los patrones de hidrélisis de la amilosa o maltodextrina
por medio de esta oenzima, ¥ya Qque sste sustrato de ser alt

soluble. Por su parte la hidrSlisia de la amilopectina por medio
de la o amilasa, da la produccidn de msaltod rinas gr des, pero
una hidrSlisis prolongada dars polisacaridoa de b-;!o pano

molecular ¥y dextrinses ramificadams, debido a gqgque esta enzima os
incapaz de hidrolizar los enlaces o 1--8 (Thoma, 1971; Manners,
1974) .

La 4 inacisn fica de la actividad de la o« amilama
oen extractos ocrudos se ocomplica debido a la presencia de 1a
actividad de la /7 amilana. El sttodo mis utilizado involucra 1la
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inactivacidn de la ? amilasa por calor. Este procedimsiento lo
describi® por primera vexz Briggs (1984), ¥y consiste en 1la
determinacitn de la actividad de la ¢ amilamss en extractos orudos
oen los cuales se inactiva en foramm selectiva a la 7 amsilasa por
calentamiento a 70 =C durante 20 minutos en presencia de ocalcio.
Lia ¢« amilasa es ter ble bajo t condiciones y su capacidad
de hidré$lisis ha sido determinada por l1la produccisn de poder
reductor o por la desaparicién del color dado por el ocosmplejo
yvodo-almidén (Etiti et al, 1978; Bulpin ApRess, 1978; Adame ot al,

1880; Hil b d ¥y H; tm, 1981). Otro procedimiento propone
1la posible inactivacién de la /7 amilasa por la adici¢n a bajas
concentracionens de HgClz (Hildesbrand y Hymowits, 1981) - Este

método se basa en la depeondencia de la selectividad del HgClz caomo
inhibidor de la /7 amilasa, una premisa que no ha sido probada
(Doshlert y Duke, 1883)._

La o amilasa es una enzima gque os fuertemsnte absorbida a los
sranos de almsidSn, la cual se encuentra inhibida por la presencia
de la maltosa y/o dextrinas (? limite, las cuales mon potentea
inhibidores de la actividad de la enzima. Esta propiedad ha
sugerido un posible mecaniamo de regulacicn (Manners, 1974).

Las di ntes i imas de la &« amilasa son sintetizadas de
novo en la capa de la aleurona de los cereales durante 1l1la
serminacidin o en respuesta a giberelinas exS J at al,
1970, Gubler et al,1987). Los emtudios realisados in witro han
podido sintetizar « amilasa a partir de su A~ Dos de los
productos han sido separados por precipitacisn por medio de
anticuerpos, un polipéptido Que co-emigra con la < asilasa en
seoleos do poliscrilamida SDE ¥y otro polipféptido con un peso

molecular de 1,500 daltonos mins grande que 1la o amilasa. Rstos
resultados sugieren gue el polipéptido mis grande s un precursor
de 1a anilasa on cuentidn, al cual L] hidrolisado
pr 1L t4a 1a 1 1S . de 1a ocapa de

aleurona (Okita et al, 1879)_
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Por wsu parte la 7 amilasa es una exoconzima que ataca las
terminales no reducidas del almidSn, y prod como p d tos 1la 3
saltosa ¥ Ia ? dextrina limite (Thoma et al, 1971). Esta enzima
ae encuentra restringida a los vegetales y ha sido reportada en
sranos no germinados de trigo al igual gue en la soya (Gortler y
Birk, 19685; Tipples y Tkachuk, 18965), durante la germinacicn de
cebada, sorgo y trigo € (D ¥ Co ier, 1970;
O] vy Ak » 1979, Enari y Sopanen, 1886; HBopanen ¥
Lauriere, 18988), on hojan de haba y espinaca (Chapman et al, 1972;
Okita ot al, 1979), en raices de alfalfa y en camote (Balls et al,
1948; Doshlert et al, 1882) o durante la germinacitn de soeaillan
de chicharo (Swain y Dekker, 1966).

Como 1la o« amilasa, la /7 amilasa prefiere como sustrato a
sgrandes polisaciridos. La (7 amilasa es una sulfihidril enzima y
eos inhibida por agentes qgque reducen a este tipo de grupos (Preimss
¥y Levi, 1980). ILa pérdida de la actividad se encuentra asociada
a la oxidacidn de los @grupoes tiol por reactivos como lia .
idocetamina y el N-etilmaleimida. La inhibicion reversible ha
indicado que la oxidacién de los g@rupos sulfihidrilo de la 3
amilasa causa cambios conformacionales, que permiten almacenar a
la enzima on un estado inactivo.

Ia 7 amilasa es una oenzima que nicamente puede hidrolizar
jos enlaces o« 1—4 ¥ no pusde degradar las ramificaciones de 1la

amilopectina. La degradacin de la amilosa dari como producto  a
la 7 maltosa, mientras que la amilopectina por acceci$n de esta
enzima se convierte en (7 maltosa y una 7 dextrina limite

(Bewley, 1978).

Una vez que nse ha forsado la dextrina limite por la accisn
amilolf tica, esta debe do mser desramificada por medio de enziman
que atagquen a los enlaces o 1-6. Para los cercales se ha
reportado una enzimsa R, y la dextrinasa limite (Bewley, 1978;
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Mitsui ¥ Aknia“. 1986).

La maltosa formada es hidrolizada por la acciSn de la o
glucosidasa, qQue rompe los enlaces o 1-4 de la maltoma, atacs
deade el extremo no reductor y libera como producto a la glucosa.
fu pH Sptimo me encuentra entre 6.5 y 7.0, ¥ eas altamsnte activa
en presencia de maltosa pero adeni puede oscindir - -
maltotriosa, maltotetrosa y a la nigerosa entre otras dextrinam,
con un grado de actividad variable (Hutson ¥ Manners, 19686;
Preiss, 1982).

Se ha encontrado actividad de la fomforilasa del almid®n en
extracto de papa ¥y de chicharo , adeasts de una gran variedad de
plantas gque incluyen a la eapinaca, platano, camote entre otros
(Fukui, 18983). S0 le ha asignado una funcidsn principal en ia
degradacidn del almidsn como via alterna, aunque me ha propussto
que juega un papel en la mintesis de €ate polisacirido en algunas
Prlantas, como ha sido ido por Sch ider et al (18981), Sivak
ot al (1881) ¥y Buda et al (1886). S8 han estudiado con ¢énfasis
lan fomsforilasas del almiddin del tubSrculo de la papa y en los
granos de mai %, se ha reportado un gran nimsro de iscenxzimaw, g
difieren en el tiempo de aparicidén durante la germinacion y en sus
propiedades de regulacidsn (Tsai et al, 1970). La fosforilasa del
almidSn se sncusntra dentro de lan enzimas capaces de hidrolisar
al almidsn., la cual incorpora un grupo fosfato en la ruptura del
enlace a 1-4 entre el vitimo y peniltimo residuo de glucosa en el
extremo no reducido de la cadena del polisacirido. Esto da como

resultado la formacisn de gl 1 foonf que o6 libera del
carbohi on i5n, mi qQque éaste Ultimo queda al final
con un residuoc de g1 Rata enziaa at b |

a la amilosa y a 1la amilopectina ¥y degrada a esta Ultimea hasta do=
o tres residuos de glucosa antes de la ramificacitn en gue -

encuentra el enlace « 1-8 (Bewley, 1978; Preiss y Levi, 1880).
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¥—- MOVILIZACION DE CARBOHIDRATOS DURANTE XKL DESARROLIO DE LA
SRMILLA .

Kl estudio desde diversos puntos de viata de las semillan, se

ha do primncipal on agquellas que implican una utilidad
para o1 hoab - Dy de lan semillas o©o granos de gran

ia, B0 las gque se utilizan en la alimentacisn
humana . Gran interes se ha desarrollado entorno de las graminesas
por su alto ido des carbohidratos. El desarrollio de 1la
civilisacidn, mse encuentra asociado a 1a domenticacisn b4
msjoramiento que =8 han hocho de ellas. Otro grupo de

ia estudiado. en el deo las leguaminosas.
Dentro de é¢stas se ha da la iSn a las semillas que en
1a ex uni cotiled » como ees el caso del
frijol, la soya, la haba y el chicharo aentre otras. Dichas
esssillas no solo son ricas en carbohid de va sino

también contiensn una cantidad considerable de protelinas y/o
1f pidos. Un grupo sonos sstudiado son las dicotiledonsas que oan

1a s 48 de los cotiled un mOo -

Debido a los intereses del p! io, uni -
restringiré a los avances on ol conocimiento gque se han realisado
on las dicotiledonsas.-

Durante la etapa de desarrollo de una esemilla, el eabricn
requiere de un aporte de dive nutri T » Que provienen de 1la
Planta madre. Estudios realizados en Pisus sativum (chicharo),
la sayor fuente de carbono para el desarrollo, proviens de 1a
fotosi ntesis gque ocurre en los tejidos del fruto ¥y en las hojas
del nodulo vecino. La cantidad de sustancias de ressrva gque se
acusulan en la semilla depende on gran medida de la asimilacicn
Qque ese realice 1a 15n del fruto (Bowley et al,
1963) - : '

En las primeras fanes del desarrollo deo una sesilla
dicotiledonsa no endospérmica, los nutrientes que son regueridos
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para el desarrollo del embrié$n proviensn del endosperwmo. Loa
compuestos que son requeridos mis tarde para la deposiociSn de las
sustancias de reserva dentro de los cotiledones, son suministrados
por el resto de la planta. Este suministro de nutrientes o8
facilitado por la presencia de un hazx vascular gque eatra a traves
del funfculo y pasa al parénguima del tegumento (Hardham, 19786) -

En el camso del chicharo, el frijol, y la msoya. la

sacarosa
que llega el fruto, de ser al da t

on forma de
previo -a -
removilizacidn y transferencia a la semilla (Bain y Mercer, 1968;

H
Adams ot al, 1980; Van Caesesles y MacGregor, 18688; Rochat ¥
Boutin, 1989).

almidén dentro de las paredes del fruto,

Se ampl i tad Qque 1la

desarrollo obtiene sus nutriente a travéas del

seailla an

floems - Thorne
(1985) ha descrito la via mendiante la cual son transferidos 1los

solutoms. 80 propone l1la existencia de una
simplantica a traves del parenquims del togumsanto . B ha
propuesto que dicha tranaferencia mse realiza msdiante los
rlasmsodesmos esxistoentes entre cof¢lula y oSlula.

transferencia

Estudios
sumini, ch aa radicactiva a semillas en desarrollo,
demusstran gue sste carbohidrato oe 1la h eon 1la
capa mis interna del paré del ¢ . de eer
translocada al saco esbrionario. Esta ocapa interna del
pardnguima, consiste oen cdlulas que han S0 eu ficlie de

ana para ia idad deo pecrecin de los diversos

nutrientes hacia &1l saco embrionario (Patrick y HMcDonal, 1980;
Thorne, 19680).

En los cloroplastos de las oflulas de la epidersis y de 1a
hipodermins, que forman parte de la cubjerta ssminal, pero alejadas
de la zona vascular del parénquims del tegusento, se ha destectado
una cantidad de alsidn en el caso de 1la soya (Thorne, 1981).

fio ha desostrado que el cano de la soya, la sacarcsa s el
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saco embrionario,

oarbohidrato gue principalmente se secreta al
saco embrionario

aungue perfiles obtenidos de la composicién del
demuestran un contenido subsatancial de as
particularmesnte glucoss (Fader y Koller, 1985; Thorne, 19856), lo
Que desusstra la existencia de una poza de secrecicn de glucoas en
Estudios realizadoa en frijol, cosprusban
(Wolwinkel ¥
seminal

la cubiserta seminal.
gque el flujo de sacarosa es mayor que el de slucosa
Ammorlaan, 18985), mientras que en el chicharo la cublierta.
pusdeo secretar ambons azucares (Wolmswinkel y Ruiter, 1985)._

Una vex gqguo la sacarosa pana del saco embrionario a los
ocotiledones, d¢ata oa utilizada cuando m@senos en parte para la
af ntesis del almidsn. Se ha obmervado gue el chicharo, a las 2 o
3 semanas posteriores a la antesis, aparecen peqgquefiaos grinulos de

almidsn en los cotiledones, y Qque la cantidad de $ate polisacirido
rollo (Emith, 1988; Rochat: ¥

de acumulacisn ocurre en la
la cantidad de
seguido por un
desarrollo, la
1880) -

P t e ol o
Boutin, 19889). Un patrén diferente
soya. donde se da un sustancial incremento en
almidsn en los cotiledonss durante el desarrollo,
decreassnto, de forma tal qgque al final del
semilla du del polimscirido (Adams et al,
Esto es debido a que ol almidSn es resovido en estados tardios del
desarrollo para proporcionar los sagquesletos de carbono para la
i ntesin doe proteinas ¥ de UL pidos (Bewley ot al, 19883).

1 de h ¥y h foofato que durante el

ite lam o%lulas del parénquims del tegum‘nto,
derivadans de la sacarcsa importada . por el has
hidrolizada a UDP-glucosa ¥

Los r
rollo

deben de ser
vascular. La sacarosa puede ser

fructosa por la sa sintet | te la UDP-glucosa
=1 1 to mediante 1l1la intervencin de 1l1a

UDP-glucosa pirofosforilasa. Estas reacciones me han estudiado
L on o 1lo de frijol (Hawker, 1971),

asgpliamsnte en cotil
eon esbriones en desarrollo de chicharo (Edwardsn y ap Rees, 1988 a

¥ b)), pero no mse ha encontrado en cubierta seminal de seaillaws deo
legusinosas (Murray, 19688).




' dearrollo de la seailla.

Durante la formaci®n de la semillia, =se ha desorito 1a

presencia de o amilasa en las paredes de los frutos gque contienen
1 o 1 al almaiddn, gue posteriorssnte sers

removilizado hacia el embricSn. En Brassica campestris vy Bressica

a s car iz5 a esta amilasa, det do qgque Dper a
ia familia de iscenzimas de punto isoelfctrico bajo (Van Caeseele
ot al, 18981; Van Caessele y MaocGregor, 19688), qgue se han
te durante el desarrollo do granocs de cereales

ado uni

(MacGregor ot al, 1884).

S8e ha encontrado qgque en semillas de soya existen altos
nivelos de /7 amilass (Birk y Waldman, 1965; Adames ot al, 1980)>,
mjentras que los niveles do o amilasa y de fosforilasa del almidsn
son bajos (FPeat et al, 1949; Yin ¥y Sun, 1848). Hildeabrand »
Hymowitz (1981) demuestran que la actividad amilolftica -
encuentra oen su Mximo a los 20 dias de dessarrollo, ocoincidiendo
con la msayor ocantidad de almidin. Eoatos mismos autores
desusstran que la actividad de la o amilasa es ol 10 X de 1a
actividad. total, determinada ocomo ia fracoisn termolabil.
Tombién obeservan que la actividad de la fosforilasa del almidin es
baja, siendo aayor al inicio del desarrcllo de la sesilla.

los eatudios realizados en ohicharo,
fomsforilama del almidSn durante el

La miximn actividad se detecta entre el
Dicha

En contraparte, en
encusntran actividad de la

50 X y el 75 X del desarrollo segin la variedad espleada.
aoctividad decrece conforms l1la somilla llega a la [4

¥ Richardmson, 1876). Be han diferenciado doe foaforilasas del
almidSn: una gque funciona principalmente como degradativa »y ocon
baja actividad, de estructura constituida por una wsubunidad;
mientras que la otra foaforilamsa del almidsn, PoBSe mayor
actividad, con una estructura mis caoampleja gque la anterior, y oo
le adjudica una funcién en la sintesis del almidSn (Mathewson ¥y

Richardson, 1978).
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En cotiledones en deparrollo de una semilla que no almacena
almidin coso es ol camo de Lupinus luteus, los niveles de la
fosforilasas del almidin persanecen muy bajos (Matheson b4
Richardmson, 1978). En el caso de Vicia faba (haba) mso ha
reportado la presencia de fosforilasa del alaidin Matheson y

Richardson, 1978).

d ican (aquellas que en

1 ¥

En el caso de lan
tanto los cotiledones como el endospereac) son

l1la Var
Unicas en Qque No contienen almaidsn hasta que $ste ea aintetizado
toaporal deapuwss oo gque me ha iniciado 1a
1974, 1975; Bewley et al, 1883).

como una ressrva
serainacién (MoCleary y Mathason,
Ia fusnte principal de ressrva sn estas semillas ase deposita en
las paredes celulares, comd o8 sl caso del galactomanano, el cusl
forma parte de las paredes de lan celulas del endoaspermo (Meoier ¥y
Reid, 1977; Campbell y Reid, 18982)._ El galactomanano se
encusntra como un componente mayoritario en el endosperac de
semnillas de un gran nmero de familiap como es Laguminosae,
Palmae, Anonaceas, Rubiaceae y Convolvulaceae. Rl galactomanano
se sintetiza en etapas del d ollo, comc en
Trigonella, siendo acumulado hasta Que se ha al
La formacicn del galactosanano se inicia en las vesaiculas del
reti culo S 14 smico ¥ ol polissro es secretado a traves
del plasmaleas al espacio extracelular; los mecanismcs finos de
sl ntesis y secrecicsn no se han eatudiado en detalls. IL.a sacarosa
pueds ssr la principal fusnte de sanosa 1 fosfato para la si ntesis

del galactosananc, y ser wad a a&l QP (Bewley »
Black, 1985). .

do la dures .
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TIT— OBIETIVOS.

El proyecto titulado: = Cataboliamo del almidin durante el

desarrollo de la semilla de ZJrososa purpuresa , arvense del ma=x*
Do - ado an la 1 nea de investigaci®dn

titulada: “"Movilizaci®n de las Sustancias de Reserva Durante el
Deaarrollo, Germinacicn y Establecimiento de la Plintula”

El objetivo aeneral del proyecto es el de localisar ¥
cuantificar la cantidad de almidsn, aaf ocomo de la actividad
amilol{ tioa y/o0 fosforolltica sxistente durante el desarrollo de
1la semilla de Ipomoes purpurea, on sl lapeo do = la
antesis y la seailla madura hidratada.

Los objetivos particulares del proyecto son:
las distintas etapas

a— Determinar la cantidad de almidén durante
del desarrollo de 1a sesilla.
b— Localizar la o las regiones en las qQque 8o

el almidsn el d 1lo.
c— Deterainar los cambios existentes en la actividad catabSlica

del almidsn, al estudiar tanto la wvia hidrolitica como la wvia
fosforoll tica exi » donade la an s hasta la esesilla aadura

hidratada.

tre ddo




TV- MATERIALERS Y METODOS.

A~ MATERIAL. BIOLOGICO.

Se utilizaron semillas en diferentes eatados de desarrollo,

memilla madura hidratada de JZpososa
pPurpures (L) Roth. Las msemillas wmaduras deshidratadaas fueron
recolectadans en el estado de Morelos Mexico. Kete matoerial se
Puso a gersinar en condicionea de esasterilidad, realizando un
lavado previo con hipoclorito de sodio al 2X durante 15 minutos.
K1 ial desi tado se escarificét y se puso a germinar en una
octmara himnda a 256 *C en idad hast. 1a p iSn de 1la
radf cula. Una vez que emorgis y alcanzs los § o de longitud, =»e
sembrsd en macetan de barro que contenian una capa de tezontle,

seguida de una capa ds arcilila y por Gitimo wuna capa gruesa de
A la planta me le coloc® una gufia para qQue se

deads la antesis hasta la

tierra vegetal.
enredara.

Una ves gque inicisd la floracidn se determin® el tiempo de

desarrollo, se tom® como tiempo inicial al dia de la antesis y los
di{ as subsiguientes como dif asm de dearrollo de la mwsemilla. Se
tad: de d ollo e

recolectaron los frutos en di
insediatamsente fueron fijados en formol:acido
(FAA) durante un mes. Be pam a alcoholes de
sraduscisén creciente hasta llegar al de 70 X. Be 11

hasta su uso.

acético:alcohol

Posterioraante

B.—~ AISLAMIENTO DE LOS GRANOS DE ALMIDON.

Rl sftodo utilizado para la extraccisn de los granon de
almidsn se diseffo a partir de loas =t pr Pror
MacGregor (1878) y Biliaderis et al (18979), se tomaron €stoa como
base ¥y se realizaron las modificaciones necesarias para el estudio
planteado. Bl método utilizado se puede observar en la figura
la, el cual consiste en la obtencidn de la semilla de mayor tamao
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Fig. la- Disgramm del método de extraccisn de
almidSn
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granos de



de cada fruto de diferente edad, la cual hesos denominado semilla
lider, la que es homosenizada en un volusen ainimo de una solucion
de azida de sodio al 0.02 X _ Se agregan 1680 141 de una solucisn
de Jz2—KI o lugol (lz: 12.7g, KI: 308, HxO: 1,000 ml) ¥y =se filtras
el homogenado por mucelina. Posteriormente se agita 1 filtrado
por espacio de una hora en un bafio agua-hieslo. Al téraino se
centrifuga a 3,500 veces la gravedad 15 =i - )
extras ol sobrenadante y se desecha, el precipitado se reosuspende
en un volumsen méximo de 2 ml de solucién de axida fria, ¥y oo
filtra por una malla de 100 um. Nuevamente el filtrado es

ido a ifugacién en las mimmas condiciones. Para la
extraccién de 1i pidos se utiliad el hexano , con este fin el botSn
obtenido anteriormente se resuspende en 5 ml de etanol al 70 %,
poermanaciendo en el durante un tiempo =i nimo de 15 minutoms. Al
finalizar s centrifuga bajo las miamas condiciones que las
iniciales ¥y ol botSn se resuspende en etanocl al 100 ¥ durante 20

minutos. Pasado eoste tiemgo one decanta el alcohwl ¥y os
sustituido por » b | en é1 durante 48 horas,
realizsando dos cambios en este lapeo. Posteriormente so

sustituye el hexano por alcohol 100 . X ¥y este a su ves por alcohol
al B0X, usando de éste Iltimo ol meonor volumen para tranvasar ol
almidsn a un recipionte de amplia superficie para su desecacism a
temperatura ambiente (20 a 26 -C). En la extraccicn mse incluye
un estandar en paralelo, conesinstente en almidsSn ae papa
previamente poesado al inicio de la técnica, el cual es somstido en
forma simultanea a la extracci®n, con el fin de determinar l1a
eficiencia de recuperacién de la técnica. ’

C— EXTRACCION DE LIPIDOS DE LOS GRANOE DR AIMIDOMN.

Para la formacisn del complejo yodo—-almsidon ¥y -au
cuantificacién correcta, deben de extraorse del grano de almidSn
al Qquer d interferir en su determinacidn.
Uno de ostos compuestos son los 1lipidos, y en particular aquellos
que posesn enlaces insaturados, ya gue estos pueden en algkan
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al lams iones deo yodo libre en o1 ensayo.
Para ollo se utilizx® el almidSn de papa, extraido por nosotros
meg'in el mftodo P d . » como modelo en la
eaxtraccién de 1lipidos. Para la sxtraccién de estos compuastom ae
utilizaron los siguientes solventes: wmetanol, wtanol, hexano ¥y
dimetil sulféxido (DMSO). La proporciSn de almidin:molvente fums
de 1:30 (p:=v). En el cano del sstanol y del etanol e uwtilixS
una solucidn al 85% segin Biliaderis ot al (18981) ¥y se incublx® a
60 ~C duarante 48 horas con agitacidén constante. EKn ol camo del
hexano se agregs directamsnte, mientras que ol DMEO s utilizS en
una solucién al 90 X segin Enuteon (19868) y ambos se mantuvieron a
tesperatura ambilente con agitacisn continua du 48 h -
Para cada solvente se realisaron dos cawmbios. En el ocamso
particular del DMHO, como ol almidin se =solubliliza en €1, para
efectuar los cambio se precipits el almidn con etancl, v

3 dio en el DM50 al 80 X. Al final del tiempo
de la extraccién las msusstras se deshidrat a ur
asbiente d o de un & dor . Py i las t
obtenidas se solubilizaron en agua (1:1000, p:v) ¥y se somsten a un
baMo de ebullicidn durante 15 minutos. Be dejaron enfriar ¥y se
b el vo. serdido por evaporacisn. Se realins una

serie de diluciones de las muostras gelificadas. y se les agregs
20 pl) de una solucidén de Iz-KiI Para la forsacicn del complejo
yodo—almidsn y se determin® su absorbencia a..620 na.

D~ CAMNTIDAD DK Iz2—XI REQURIDA PARA SATURAR AL AIMIDON.

Debido a gque la cantidad de yodo agregada a los diferontes
ensayos puede ser un factor limitante, ¥y por ¢1 subestimar la
cantidad tanto de almidsn en la nemilla, como del almidSn
consumido durante los ensayos enzisfticos., es importante optimizar
la cantidad de éste reativo que debe ser agregado a los diferentes
ensayos (Knutson et al, 1882). Por tal motivo se diselic el
siguiente experimento, el cual consistio en hacer diluciones de
una solucidn de almidSn soluble de Merck al O0.1X%, la cual oe

al 1a i5n de almsidsn en un bao a 892 -C
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durante 15 minutos, tiempo suficliente para su scolubilisaciSn. Rl
ensayo se realizxfen un volumen final de un mililitro, conteniendo
$0, 100, 150, 200, 250,y 500 yg de almidin a los gque se lea agregs
a cada una de ellas una cantidad de yodo que fluctu® de 0.23 a 4.8

+Hmoles . Eo determin® su absorbencia a 620 nm. Posteriormante
88 realiss un anilisis matesitico con el fin de obtener la
cantidad de yodo requerido para la maturacidén del almidSn segin

Burt (1980), Enna (1980) y Birnbaumsr y Swarts (1881).

X-- CUANTIFICACION DRI, ALMIDON.

El sftodo utilizxado para la cuantificacién de las uestras
idas Lor » ®8 una modificacin del sftodo propuasto
por Juliano (1871) y Laundry y Smyth (1988). En la figura 2b ae
observa un diagrama del procedimiento eseguido, en el quse 1la
- inar se gelifica en un volumen conocido de O.6 N
de KOH. se deja durante 72 horas a temperatura ambiente. en caso
de sor 10 se a un bao a sbullicidn duranta 30
minutos ¥y una vez enfriada se recupera el volumen perdido por
evaporacidn. Posteriormente se acidifica con HCL 1 N. Se toma
una alicota de volumen conocido ¥ se lleva a 1 al con amortiguador
de acetatos O.2 M pH 4.7. Para la foraaciSn del cosgplejo
rodo—almidsin, a la a amorti da se le agregan 20 ul de
Xa—-KI acidulada (Iz : 12.7 g, KI : 30 g, HClL 1M :2.2m1, HsO s
1,000ml), se agita y se determina su absorbancia a 620 mm. Be
realis® una curva patron espleando al almidén soluble de Merck.

¥— ANALIEBEIS HISTOLOGICO.

Sisultinec a la cuantificacisn del almidsn se realisan las
observaciones histolSgicas e histoquimicas para deterainar 1a
loaalixzacisn de los granos de almidn en seaillas en desarrollo.
Para eollo se toma del mimmo fruto del cual se extrajo la semilla
1{ der para la cuantificaciSn de almidSn, la segunda msemilla en
poso, con la condicidén de que su peso no difiera ssim de un 10 X



'

del peaso de la semilla lider. Esta semilla se deshidrata en
alcoholes de graduacidén creciente durante 2 horas cada uno.
Posteriormsnte se panma a xileno durante 2 horas, ¥y de ah! a
xileno:parafina (2:1) a 58 *C durante 24 horas- Al t¢rmaino de lo
cual se pasa a xileno:parafina (1:1) durante 24 horas mis ¥y por
Gltimo a parafina pura a 58 ~C permanece en ella por 24 horas

para su total inclusidén. Una vez incluida se procede a realizar
los blogques ¥ a la obtencidn de cortes de 10 s, los cuales son
<& di. t msobre portaobjetos. Los cortes son

desparafinados e hidratados previo a su tincidmn con una msolucisSn
de I2—KI (solucisn diluida 1/10 de la espacificada anteriormsnte )

durante 30 a 80 d d de lo cual es retirado el exceso
de solucisn ¥y se lava répidassnte con agus para su obsesrvaciSn
(Johansen, 1940; Berlyn y Mirsche, 19786). Mientras que otra

parte de los cortes se tifien para protefnas segin la técnica de
Mochisuki y Purukawa (1887) gque utiliza el reactivo de axul
brillante de Coomassie.

— EXTRACTO EMZIMATICO.

El paso inicial para la obtencion del extracto enzimitico
consiatis en la diseccicsn do lan semillan en lams fases en las que
o8 pomible, seguida de la obtencicn de su peso ¥y la eleccicsn de
las semillas de peso seasjante de cada fruto, o bien si 1la
diferencia entre cllas ea suy grande se olige a la sseilla 1ider-
} 5 § ial s b iza en un amorti o de tat .01 M pH
8.0 con 0.01. M de CaClz, 0.003 M de NaF y 0.005 M de 3

ssrcaptoetancl oen una relacién de 0.04 g de peso fresco de las
wsemillas por mililitro deo amoti dor. 4o me i

on aglitacisn a 4°C una hora. Al término de ene
tiemgpo me centrifuga a baja tesgpewratura a 10,000 g durante 20
sinutos. Se a ol mobr 4 al cual se considera coao
extracto enzimitico crudo (O v Ak . 1979; Beleida vy

Varriano—Marston, 1881; Abdul-Hussain y Varriano—-Martston, 1882).



H- CUANTIFICACION DE LA ACTIVIDAD AMILOLITICA.

La determinaci‘n de la actividad amilolf tica en el desarrollo
doe la seailla de Ipomoea purpurea se obtuvo al ocuantificar la
astividad de 1la enzima existente en loa extractos bajo las
siguientes cuatro condiciones: a) extracto crudo a pH a.0
(actividad total a pH 6.0); b) extracto crudo a pH 6.0 inactivado
por calor a 70 C d t 20 mi (actividad termcooestable a pH
68.0); c) sxtracto crudo a pH 4.8 (actividad total a pH 4.8); d)
extracto crudo a pif 4.8 inactivado por calor a 70 C durante 20
minutos (actividad termoestable). .

La actividad amilolf tica se deotermin® en un ensayo con un
volumen final de 1.2 ml gqus contiens de 100 a 400 ul de extracto
ensimttico crudo eegun lo indicado anteriormente, 200 M1 de
almidSn acluble de Merck (4 mig/ml) en amortiguador de acetatos
0-01M de CaClz y 0.02X de azida de sodio a pH 6.0 o 4.8 de acuerdo
al 3 13 a - ¥ la cantidad necesario del miamo
amortiguador para completar ©l volumen final. Be incuba durante
1, 2, 5, 10, ¥y 15 minutos, ¥y wo tomS una alicuota de 100 u1 de 1la
mescla de reaccisn la cual se recibié en un tubo gue ocontiens 20
4l de una solucicsn de Iz2-KI (Iz : 12.7 &, KI - 30 g, HeO = 1,000
ml). SBe diluye 1la muostra y se detormina su absorbencia a e
B asegura qQue la actividad amilolitica con las diferentes
cantidades de extracto guarden la linearidad entre la actividad vas
1a cantidad de extracto agresado al ensayo.

I— CIMNTIFICACION DE LA ACTIVIDAD FOSFOROLITICA.

Kl sttodo utilizado para la cuantificacicn de la actividad
ensimfitica de la fosforilasa del almidsn, es una @modificacicn de ~
Eobayashi ¥y Yatsuka (1889) y Suda et al (1988, 1987), @l ocual
desarrolls inicialmente Whelan (1865). Ia determinacisn de la
actividad de la fosforilasa del almidSn, =e realiss en un volussn
de reaccisn de 300 ul gque contienen 1.5 mg de almidn msoluble de




HMorck, 10 mM de glucosa 1 Fosfato, sn amorti L] de tato de
sodio 10 mM pH 6.0, que contiens 6 mM KDTA y 10 ;M de Na¥F ¥ 50 a
200 o1 de extracto crudo. La reaccisn se detiene a 108 0, 2 0o &6
minutos de iniciada. al agregar 30 nl1 de HCIOs al 60 X.

Posteriormente se lleva con agua a un volumsn de 1.1 ml. So
centrifuga a 2,500 g durante 5 minutos. S50 oxtrae X ml del
sobrenadante al cual se determiné la cantidad de 1ib d

por el sftodo de Taussky y Shorra (1963). Rz cual conniste. en
agregar 0.5 al de la soluciSn de reaccisn (Hx80s 10 W: 286 ml,
(Ml )s Mor One 4 HO : 18 g, FaeBS0s 7 0O : 0.6 g, HzO: aforar a 10
ml) por cada mililitro de sobrenadante de R T Y actividad
fosforolitica y aa ina su ab b ia a G680 nma, s interpola
on una curva patrén de fosforo realizada ocon MNalePOs con un
intervalo de 0.1 a 0.7 umol/ml. Para eoste tipo de ensayo ao
suardo la precaucidén de utilizar material libre de fosforo para
E | dir la 1 £ ia de é#ste en la doterminacisn enzimitica.

J—- CUANTIFICACION DE LA CANTIDAD DE PROTEINA.

La cantidad de proteina de los extractos oo ocuantifics
mediante &l mftodo de Lowry et al (1851) modificado por Stoscheck
(1980), en ol que s utiliss como estandar a la Albumina de Buero
Bovino .

K~ ANALIEIS DE LOE DATOS.

Una vex Que =se obtienen los resultadoe, e conveniente
encontrar la mejor representacisn grifica de los mismom, lo cual
nos permite un anilisis mis adecuado, ademin de que posteriormente
ae pusde realizar una inferencia de ellos. Un mftodo muy
utilizado es la represeantacisn gréfica de los datos. Desde hace
algunos affios se ha venido utilimando programan de computacién para
realizar lo que Tukey (1977) ha denosinado ol -t todo de
suavizaciSn resistente. Dicho mftodo nos permite 61l confirmar
msasdiante un modelo probabilistico, las observaciones cualitativas
que se roalizan en una griafica, resaltando lan tendoncias



existentes en el conjunto de datos.

En algunas ocacioneos,

1la representaciSn original de los datos
dificulta su anSlinis.

Para resolver este problesa e ha
sncontrado que sl transformar la escala original en otra nuesva
ayuda a su interpretacidn. En Blologi{ia un tipo ocosin de ourva
Que se encusntra es la sigmoide, la cual se ha podido transforasar
on una recta de acuerdo a una derivacisn satesitica ocoso lo
muestra HBatschelet (19768) y Gaith (1977).

Una herranionta muy util es el antlisis de regresaiSn,

mediante el cual se determina la dependencia entre las variablee.
Hay que tensr oen cusnta qQue un T

regresisn linsal cliésico,

Tt

on el modelo de
o8 QU no Skisiso sutocorrelacisSn,

o wea
aue un dato perturbe o influsncie en @l subsecuente; ademts gque
exista homoscedasticidad, lo cual implica gue el oconjunto de
datos

poseea la misms varianza

(Chatterjes ¥y Price, 1977
Guajarati, 189681).

as



V- RESULTADOS.
A.- ESTABLECIMIENTO DE LA TECNICA DE EXTRACCION DEL ALMIDON.

Existen varios parimstros del método de extrsccisn del
alnidin gues reguieren cuidado y que os convenisnte mssnoionar. Un
rh de A ia am la eoficiecia de extracciSn del almidSn

sediante la téconica propussta, la cual ase obtiense mediante un
on

estandar de almidSn de papa de pesc conocido qQues ae procosa
paralelo al lote de muestras problemas. Mediante este control

qus e somatido al sisso procedimiento y por lo tnto refleja los
posibles sfectos sobre las perdidas qQque puesdan ocurrir durante la
. @l

eaxtraccoicn, se ha determinado de las diversas sxtraccionss gue
porciento de eficiencia es de 90.3 » 5.7 X , el ocual es
considersdo camn un valor aceptable.

Una powible £ de o on el de 17
determinando 1la oantidad de alsidsn de las suestras, ea la
prensencia de 1f pidos,. por lo cual en importante purificarla de
eosta posible interfersncia. Los resultados obtenidos se
musstran en 1la figura 2, en la que e observa una grifica
absorbencia vs cantidad de alwidin para diversas proporcioneas de

almidsin de pepa. almidin woluble do Merck ¥y almidsn “Linit”, que

serviran como controles; asi misso se ochesrva en la figura al
di 11

almidin de papa tratado con: mstanol, etanol, o
sulfsxido (DMA0D) ocon el fin de extraerle los 1< pidos. Las curvas
obtenidas de esta forme reflejan la afinidad del alwmidén por el
yodo. Los resultados muestran a dos grupos de rectas: uno de
@llos incluye al almidsn soluble de Merck, ol cual se ancuantra
1ibre de lipidos., o} almidsn "Linit” y el aleidsn de papa gua e

tS con b . K1 srupo poses una pendiente menor que
el anterior, incluye al almidsn de papa que no ha sido tratado,
an{ como al almidSn de papa tratado con mstancl, etanol y DMGO.
Los resultados musstran gue el almidin de papa =sin tratar pomes
una pendiente msnor al almidSn de papa tratado con haxano, esta es
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Fig 2- Efecto del tratamiento del almidin de paps con diferentes
Ia figura suestra al alsidsn de papa ( @ ), almidsn

asoluble de Merck ( O ), ¥ aleidsn "Linit” (@ ) quse wsirvieron de
[ -3

control. Al almidSn de papa se trato con di
metanol al 856 X (00 ) o etancol al 86 X (B ) b ®e 1

a 60 *C durante 48 horawms:; con DIME0 al 90 X 1 iband a8
" hor a t ambiente ([J )s ¥ con h 1 baund
48 horas a teamperatura ambiente ( % ).

solventes.




muy similar al de los almidones “Linit” ¥y de NMerck que no

contisnen 1l pidos, lo gue implica gus el h wuna
de componentes lipfdicos que interfieren con la cuantificacita ¥
por ello 4 best la cantidad del almidsn._

B— DETKRMINACION DE LA CANTIDAD DE I2-KI REQUERIDA PARA
SATURAR AL ALNMIDON.

los resultados obtenidos al realizar ol sSnsayco para
deterainar la cantidad de Iz—-KI requerida para saturar el almiddtn
e muestran en la figura J3a, en donde nos indica que eaxiste wuna
relacitn proporcional entre la cantidad dse yodo requerido para

turar aciones crecientes de almidSn. Se obeserva gque el
4 to de turacisn se ajusta a una hipésrbola ocuadrads
para oada una de las diversas cantidades de almidSn ensayadio - e

tiens gue el valor miximo de absorbencia para cada cantidad de
almidsn, tiende al valor de la asintota de la hipérbola; para
obtaasr con precisiSn sste valor se pusds ajustar a una recta
asdiante la transforsacisn por doble reciprooca de loe pardEstros
sraficadoa (Fig. 3b). Para cada una de las cantidades de almiddsn

do ae une 16n, del cual as pueds obtemer
el valor del intercepto de las ordenadas (FVig. 3). } 4 8 Anversco
de date valor nos puede indicar la séixima abeorbencia a la gue
tenderia una cantidad determinada de almidon ei la ocantidad de
yodo fuera infinita. Graficando este -] b ido wva 1la
cantidad de alaidsn do, se tra Qque existe una relacisn
1ineal entre la cantidad de almidSn y la absorbencia mixima (Fig.
30).

Considerando como el 100 % la absorbesncia mixima para ocada
cantidad de almidSn » DO de €. mar los valore de
absorbencia original (Fig. 3a) oen en porciesnto de saturacién, 1o
cual se Buestra sn la figura 3d, el modelo obtenido mse ajusta a
una hipérbola drads. Se ob va que ol aiximo de saturacisn
obtenido oscila entre ol 85 y el 50 X ¥y que en ninguno doe los
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Fig. 3a— Efecto de 1ia 16n Lent de yodo em la
formacicén del ocosplejo almidsn-yodo. Se utilisaron las
-tamad cantid de almidin: SO mg/ml ( O ), 100 mm/ml ( O ),
160 ag/ml ( O ), 200 mg/ml ( @), 250 mg/nl (@ ) ¥y 500 mg/m) ( @)
A cada cantidad de almidsn ensayada se le agrego una ocantidad

orecientes de Iz2—KI.
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Fig. I~ Transformaoicn por doble reciproca del efecoto de 1la
concentracién de yaodo on la 16n del lejo almidSn—-yodo
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‘Wim-. 30— Relacién lineal ia a oAxima para
diferentes cantidades de alsidSn. .
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Fig. 3d- Grafice de saturacidn vas la cantidad de Is-KI agreaado.
El valor del Antercepto de la recta en la ordenada de la figura 3¢
ae determina como o1 100 X de saturacisn, wvalor utilizado para

los dat originalen de absorbencia en porciento de

saturacion.
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Fig. 3e— Transformacicn por doble reoci procs de la saturacidn vs la
cantidad de Iz-KI agregado.
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Fig. 3f—- dré&fica deol inverso de la cantidad de yodo vs el inverso

de la cantidad de almid>n para ob una 46n del 86 % o
ol 90 X. En la figura oe van los 1 de la oantidad de
yodo regquerido para saturar al 86 8 ([J)) o al 90 %X ( O ) wna
cantidad ds almidin, seffalado encomo inverso del almidsn. Se

también el 1 w0 de la cantidad de yodo que debe

agregarse para satura 500 ug/ml de almidsn (B )-



casos nse obtiens el 100 X de saturacién. Dada l1la forma de la
curva, se procedid a su tranaforsacidn ¥y con ello se linearizS
comD me auestra en la figura 3o. Se interpold al inverso del B85
o el 90 %X de msaturacién, para la obtencin de la cantidad de
yvodo requerido para su saturacisn a sate nivel, araficando lan
cantidades obtenidas para cada cantidad de almidSn se encuentra un
comportamineto lineal (Fig. 3f), del cual se pusde obtener el
inverso de la cantidad de yodo requerido para saturar una cantidad
determinada de almidSn ya sea al 85 o 950 X de maturacicSn._ Ami
para 500 1ug do almidSn/ml, se requieoren 2.43 umolas de yodo para
uns saturacién al 85 X, aientras que para sl 80 %X de saturaciSn se
requerirs de 3.703 tmolas de wodo. Lo aque implica qgue para
saturar a 500 vg de almidSn/ml, es necesario agregar 10.6 o 18.1 1
de soluwisn de Iz-KI concentrada para cada uno de loa porcientos
de saturacisn. Debido a que la cantidad msidxima de almidin
ensayads es de 500 ug/ml, se usS una cantidad de saturacidn de 220
~#1 por cada mililitro de suspencisn de almiddSn, de forma tal que
la cantidad de yodo este ai en iéSn con to a 1la
ocantidad do almidSn. .

C.— DEEBARROLLO DE LA SEMILLA ¥ LOCALIZACION DEL ALMIDON

Aproximadamente & lom noventa dias des sesbradas las
Pplintulas, surgen los prismeros botones florales y después de 10
of as en promedioc abren estos. En la mayoria de los casos las
flores abren a las 6:00 horas y son autofecundadas. Seo cierran de
las 12:00 a las 14:00 horas del mismo dia. Ksta caracteristica
ha sido un factor importante en el estudio, va que facilito
elestablecer con relativa certeza el tiempo de desarrollo. En
condiciones Sptimas, el dosarrollo de la semilla ocurre entre 29 vy
31 dias hasta la obtencién de semilla maduras hidratadas, pero se
ha observado que, en presencia de di as poco soleados el periodo de

1lo Pprol - Por otzra parte cuando ia
temporatura es inferior a los 16 -C durante tres df an
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conmsecutivos, la planta empiexza a msorir. Reguiere para su
manutencidn que se le riegue cads tercer dia y posea un suslac que
puaeda drenar. Dn lams de Agoste y Septicabre aw ha
observado gue las plantas dan su m@mayor cantidad de frutoe,
mientras que decrece en los mewses frios ocaoso Novieasbhere b 4
Diciembre, en los que ademis se ha observado gque aumssnta la
cantidad de frutos abortivos. Se ha determinado adesfis, gue las
Plantas seabradas en el ass de Abril son aguellas que proporocionan
mayor nimero de frutos.

Durante los primeros df as del desarrollo, el tasafMo de las
semillas os pegqueto, por lo cual dificulta wsu diseccidn,
observandose que dentro de los primeros 5 dias de desarrollo los
pesos deo los frutos no sobrepasan los 3 mg. A partir des eata
focha ol fruto empieza a crecer en una forma acelerada. Una ves
Qque las seaillas pueden ser disectadasn, lo cual ocurre
goneralmente a los 8 df as de desarrollo, se 17 an inor
oen ol peso fresco de la semilla conforms el tieagpo transcurrido de
desarrollo (Fig. 4a). K1l comportamtento b vadk inicia
un incremento de su pesc a partir de los ®§ o0 10 dias de
desarrollo, siendo este suy P iado los 15 y 20 dias.
Posteriormente se llega a una meseta.

S0 observa Qque los datos se ajustan a una ocurva de tipo
asigeoide; con el fin de facilitar la interpclacisn de los datos,
en particular en la zona en gque so tiene un cambio dréstico en el
peso fresco con variaciones peguosfias on el tiempo de desarrollo,
=ONAa en que se roquiers una mayor precisicn; se decidio realizar
una seris de .transformaciones para su linearizacisn_ Rl asjor
ajuste a una recta, se aobtuvoe cuando se el peso fresco obtanido
inicialmente se transforsS por el 1In (p/prax—p) ¥y Se srafios
contra sl logaritmo natural del tiempo, donde p es el peso fresco
de la semilla y pmaox eém ol peso mximo qgue pusde alocanmar A
semilla durante el desarrollo, considerandose que tste es de 36 ag

47




A
[=] o
0

(8a) oasazxy

o
-

0s5dg

15 20 25 30
t i emp o

10

(a4 as)



Fig. 4a— Cambios en. el peso fresco de lap essmillas durante el

desarrollo.

Cada punto representa el peso de una sesilla.
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Fig. 4b- Tr iSn del i del pemso fresco durante el
desarrollo de la seailla. Loa datos obtenidos e transformaron
de acuerdo a la regresicn diferencial. En los recuadros ase

encuentra el antlisis de residuos: en el 1 -e 1ia
sréfica de residuos contra el 1in del tiesgo, anfilisie que sirve
para cosprobar la no existencia de autocorrelacicdn; en el recuadro
a ol antlinia de residuocs al cuadrado ve la ¥
dotermina la presencia de

inferi -
esperada (p/pmax-p), anslisis
homoscedasticidad.

que



TAHLA I- RHGRESION Y ANALISIS DR VARIANZA DR LA
ENTRE RL. PESO FRESCO Y KL TIEMPO DE DESARROLLO.

TRANUFORMACION

REGREE1ION
Variable Dependiente: 1ln (p/pwax—p) Variable independiente: 1In t
¥

Pardimstros Eat imados Rrror Valor Nivel

. std. T Prob
Intercepto —14.65344 0.9012 —-16.1278 o
Pandiente 5.20007 0.3240 16_.0467 [¢]

ANALISIES DX VARIANZA
Pusnte Sums de dxad G.L. Cuadrad ¥ Nivel
Medio Prob
Modelo 124 .088186 i 124.08618 257 .49763 [+ ]
Error 16.868624 36 O_481883
Total (Coor)140.95240 36
0.9382

Coeficiente de Correlacién:

Rrror Estandar: 0.6841 ,
Coeficiente de Determinacisn (R cuadarada): B8.03

Durbin~-Watson: 22.0366




(Fig. 4b). Una caracteristica importante gque resalta en esta
tranaformacitn es el tiempo medio gus tarda la esmilla en
desarrollarse, lo cual ocurre en 17 dias, esegin el punto de
inflexidn de la figura 4a, o bien el 50% del peso fresco de Jla
figura 4b. En la Tabla I se muestra el antlisis de variansa para
el ajuste realizado anteriorssante. En el se cobasrva que la recta
posee un indice de determinacién alto, el cual es de 68.03 %X,
siendo significativas tanto la pendiente camoc la ordenada al
origen; ¥ no eaexistiendo autocorrelacién como 1o desuesstra el
f{ndice de Durbin-Watson y que es confiraado al graficar los

residuos vs el tiempo de d 1lo, ob > que no existe un
patron de comportamiento (Fig. 4b). Tasbién se deauesstra gque ol
modelo pl do anteri eos h distico, como se observa
al graficar los residuos al cuadrado ve la y esperada  teniendose
gque los d un 4 iento azaroso indicando que
exinste h icidad, gque es confirmada por el indice de Park
(Fig. 4b). Por lo anterior, se pusde observar Que los datos =se
ajustan a una curva sigmoide, la cual serxr tida a una
recta sediante la t. macién D da anterior s ®1 cual
es un buen modelo predictivo del increasnto en peso fresco
rme tr re le tiemgpo de desarrollo.
K1 o del d rollo embrionarioco demuestra gque durante
las primsras 24 horas se realiza la doble feocoundacin y gue en la
h & un P 15 (Fig- Sa).

Ias prusbas histoquf micas msuestran que a las 48 horas postanteosis
se encuentra una cantidad considerable de  almsidsn, tanto en el

Parde 4 del como de la pared del ovario. Para loe
10 dias de desarrollo, el eabrisn adquiere 1a de -5

(Fig. 65b), en donde se aprecian los primordios de los cotiledones.
También o b arse la p ia de un suspensor. x

almidSn se encuentra localizado exclusivamente en el paréngquias
del tegumento (Fig. 5c). A partir de esta etapa se inicia el
incremsntoc en el peso de la semilla (Fign. 4a y 4b), lo cual se ve
correlacionado con el crecimiento gue se ob va en al Ami 1t

dol eabrién, principalmente en los cotiledones. Para los 13 dias
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de desarrollo, el almidSn se pr uni on el parénquima
del tegumento, no existe oste polisacirido en las capas reatantes
de la testa como la epiderwmis y subepidermin o el esclerengquima
(Fige. 54 y Be). Es ijimportante sefalar, gue dentro del
paré b del L 'a un has vascular, como se ve
en la figura 8d. Asociado a los granos de almidon puede
distinguirse una cantidad de proteina. So observa ademis que en
los rat mhe 3 nos del parésnquima estan desproviatos de
almidsn. Ya para los 15 dias de desarrollo, ol esbri$n adguierea
la forma de torpedo (Fig. 5£). En esta figura se puade apreciar
la peoporci‘n que ccupa el eabriSn ©on respecto a las desis
as que la weailla, obeservese gue los cotiledones
han iniciado su i6n ¥y o a ne b ver el sSuspensor.
Bl par ; del ‘an esta etapa, sigue ococupandoc una gran
proporoitn de la semilla y es la dYnica eost que
almidtn, como e ve al cbesrvar las figuras 5g ¥ 5h. Para enta
de o rollo se pusnds notar mas oclaramsnte gqgue los
estratos interncs del parénquima del ¢ L
desprovistos de almidsn (Fig.S5h). Acompaliando al almidsn se
| sousatra una cantidad le de P na, la ocual pudiera
invol da en la = ntesis o degradasci‘n del almidsin. X1
embricn a los 15 dfas t o P ta ya un epicotilo ¥y un
peccambium (Fim. 56i). El cuerpo del ambrisn no contiens almidSn
(Fig. 61), tampoco los ocotiledones, ni el endosperac , -n
ocomparacisn con el pardnquima del tegumento gue dda una tincidSn
intensa con el reactivo de lugol (Fig. 6J5)- Conforme transcurre
la expansién del embridn, desplasa el endospermo. Durante esta
etapa se encusntra en los cotiledones una serie de estructurans
denominadas latioct f.m (Fig. 5k). K1l parénquima del tegumento
e r » Ppara lons 26 dias de desarrollo 1la
cantidad de almidin 9que se encuentra es &inims, ¥y queda confinada
a los pocos estratos gue forman el pardnqgquima (Fig. 5k). Para
finalizsar ol desarrcollo o sea entre los 20 y 31 dia postantesis,
el . i del t on ido ¥y ee pusden
dl-tln.uar facilmente los tricomns derivados de la epidermis, la
subspidermis ¥ el sscleréngquima, los cuales se encuentran
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Fig. Oa— Estado de desarrollo deo la semilla a las 48 horas

después de l1la antesiws. Taltiida con lugol . 20 X. PR= proasabrisa,
Pov='pared del » PI= paré del +» Ba= seavo
eabsrionario






Fig. Sb— Bebrisn de 10 dias de desarrollo. Contraste de
fases. 20 X. CE= cuerpo del ambricn, C= cotiledin, 8= suspsnsor,

Pr= paré 4 del ¢t

Fig. So-— Eabrisn de 10 di as de desarrollo tefiido con lugol. 20
xX. A= almidsn, CE= cuerpn del eabrisn, 8= suspensor, Pr=
paré del -
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Fim Gd— Regicn del del t de una semilla de 13
d{ as de desarrollo: proteinas. TeMNida ocon asul brillante de
Coomassie. 32 X. A= almidSn, Hv= hazx vascular, PT= parénguima del

tegumento .

Fig-Go— Regién del par ma del t de una sesilla de 13
dian: almidsn. Tefiida con lugol y azul brillante de Coomaseie.
32 X. A= almidSn. PT= parénguima del t » To= de la

cublerta seminal sin inclulir al pardngquima.







Fig. 6f— Corte de una semilla en desarrollo a los 15 dias.
C te de b { - 3.2 X. R= eowbriSn, En= endosperso. Pt=
pard b del t To= de 1la cubierta ssasinal ein

incluir el parénquima del tegumento.







Fig. Og— LocalimaciSn de protelinas en una =ona ‘del parénguina

del tegumento de una semilla de 15 df as de desarrollo.

ocon asul brillante de Coomassie. 2 x. A= almidsn, Pr=
proteina, Pr= par del € » To= de la ocublerta
ssminal sin incluir al paréngquima.

Fim. Sh- Iocalizacisn del almsidSn o del 4 del
togumento de una soemilla de 15 dias de desarrollo. Taliida ocon
lugol. 32 X. A= almidSn, Pr= parénquima del tegumento, = oapas

de la cubjierta seminal sin incluir el pardénquima.
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Fig. 51— Cuerpo del
Teffido con lugol. 32 X.
epicotilo, Po= procasbium, 5= suspensor.-

Fig. 5JI— CotiledSn y par 1 del
desarrollo. Tefida con lugol. 32 X. A= almidsSn,
P a— & . PT= pare 2 del

eabrién a los 15 dias de desarrollo.
C= cotiledSn, CK= cuerpo del esbricn, Ep=

a los 16 dias de

C= cotileddn,






rig. Sk- Cotiledsn y parénquisa del tesgumento & los 26 dias de
desarrollo.- Tefido con lugol. 32 X. A= almidSn, C= cotiledsn, L=
latiocifero, PT= parénquima del t » To= t de
l1a cubjerta seminal.




desprovistos de almidSn. Mientras que el oesmbritn ococupa gran
parte del espacio de la somilla, - rva aljigo de.l
endosperao -

D— CANTIDAD DE ALMIDON DURANTE KL DKSARROLLO DE LA SEMILLA.

Durante las primeras ot del d ollo, donde la semilla
no we puede separar del resto del fruto. la cantidad de almidsn
Que s encusntra por semilia es relativamsnte baja (¥ig. Ga).
Po. 4 do la ssmillia pusde sor dissotada del fruto ,

10 gue ocurre a partir de los 8 dias tenemos Qque la cantidad del
polisacirido es samsjante al gus se encuentra inicialmente en los

E 4 let Co: e ol ti de d 1lo 1la
cantidad de almidsn se ino 11 a sus valores mAximos
entre los 17 y 10 di as postantesis. En wseguida =se inicia un
decremsnto en ol almsidin que abarca de los 19 hasta los 24 dias
de desarrollo. En los Jdf as b ne L un ligero
descenso hasta los 31 dias, dicho dsor o h

marcado gue ol existente entre los 18 y 24 dias. Hay que hacer

mencicn gue la etapa de ascenso on la cantidad de almidsn (8 a
17-19 dias) va también acompafiada de un incremento en o1 peso de
la semilla (Figs. 4a y 6a), wmientras que el notable descenso en la
cantidad del polisacirido (19 a 24 diam) va acompafiado por un

Ainoremsnto en peso @l cual es auy marcado (Figs- 4a y BGa). 84 en
lugar de utilizar el tiempo postantesis , se selecciona el ocambio
que ocurre en ol peso fresco du el & 1lco de 1la seailla y
as relaciona a ellos la cantidad de almid‘n, ss puede cbservan doms
etapas: la primsra de Que h ta que la wsemilla ha
aloansado los 20 mg; ¥ la da o deo d » QUs o0 ss realisma
a partir de los 20 mg (Fig- 6b). Al realizar una interpolacisn

del peso fresco en 6l que se obtuvo el valor mixian de almidSn
(Fis. 4b) obesrvamos que 20 mg de peso fresco corresponde a una
estapa de desarrcllo de una seailla de 17 dias, 1o cual coincide
con lo ocbeservado en la figura Ga. Hay que hacer notar gue existe
un peguefic grupo de datos (17, 18, 18 df as deo desarrollo) en gue
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rig. Ga— Cantidad de almidsin durante el tiemgeo transcurrido en

ol desarrcllo de la ssailla de Ipomcoes purpusres. En 1la figura ne
suestre en @l primer recuadro, la cuantificacisn del almidSn
realizsada do 108 O a los 6 dias de desarrollo, al utilizar el fruto
coapleto. En el k dro se b va la cantidad este
polisacirido en la semilla lider de cada fruto. ( @ ) repressnta
la cantidad de almidsn por semilla, ( O ) casocs que se salen del

ient al.

con respecto al
somilla de
resultados

Fig- 6b— Cambios oen la ocantidad de almidsn
incressnto de peso fresco durante el desarrollo de la
Tpomosa purpures. En esta grifica se wsuestran los
obtenidoa al cuantificar el almidSn conforme se incressnta el penc
fresco de la semilla durante el desarrollo. ( @ ) repressanta la
cantidad de almidsin de la wseailla lider, ( @ ) repressnta los
puntos que en la figura 7a oo salen del comportamiesnto.

a1







Fig. Gc- - HSuavizacisn con base en el tieago. Ia figura muesatra
la suavisacisn segin Tukey (1977) al loe dk on ol
creciente de acusrdo al tiemgo.

Fig. Gd- Suavisacién con base en ol peso fresco. La figura
- la 15n segin (1977) al ordenar los pares de
L de al inor on peso fresco.
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rig. Ge-— Casbio sen la relaciSn almidSn/paso fremco durante

s

el

desarrollo de la ssmilla. En la figura se a los

1a relacidn de alasidSn/pesco fresco el d llo de

semilla, al tomar este como los cambios en el peso fresco.

on
la

Fig. 6f— - Suavisacién de la relacisn almidin/peso fresco durante

el desarrollo de la ssailla. Se realis® la suavisacitn de
datos obtenidos en la figura 7e.

los



1la cantidad de almidSn que contienen es inferior a la esperada

para ese ti de d rollo, cbssrvando sus peso frescos aa ve

Que estos son superiocres a los de las wseaillas de esa edad, »

cuando se grafican la cantida de almidn ocon respescte al pesso

freasco, se distingue que esos datos coinciden en pesco y cantidad a
ate de rolladas (Fige. Ga ¥y 6b).

Para confirmar las obsorvaci t d itas se decidio
utilisar la téonica de la suavizacidn. En las Ffiguras 6o y 6d e
mpestran los resultados cbtenidos, en la peimsra el ordesaalieato
de los pares de datos se realis en orden ocrecieate srespecto al

ts de & rollo, mi Que en la segunda =e utiliss el
inoressnto en peso fresco. Coax> ®® v en amb figuras, =
tiens una repsessntacisn gréfica en gque la cantidad de almidsn eoe
inocreasnta inicialmesnte y lloga a 1 we wun plat Para

4 o la ° wvariable independiente
aumsnta .- La suavisacién realisada con base en ol tiempo, musstra
que la ta se a entre 17 y 18 dias, ¥y la figura es
esimsttrica (Fig. 6o). Bn cuanto & la suavizacidn en que De
enplea el peso fresco, se ocbeerva una distribuciSn asaoce sisfétrica
Que la anterior, ¥y la corr a un peso eus fluctus

entre 15.8 a 22.7 mg, 108 cuales correspomien a un desarrollc de
17 a 19 dias (Fig 8d). De forma que las observacionsse realisadas
en el parrafo anterior son confirmadas por msdic de la té$onica de
suavisacisn.

Al realisar un antlisis de la relacisn aexisteate eatre 1la
cantidad del almidSin/pesso fresco durante sl desarsrollo (Fige. G ¥y
6f), s cbesrva que on las semillan con un pesoc inferior o igual a
1.1 =g, la peoporcion presenta un valor aximoc. Un ligero
aumsnto en el pesc tras como ia un deoc
proporeidn. Conforme s incressnta el1 pesoc 1la relacisdén
almidsn/pesc fresco orece y llega al segundo valor sfiximo ocuando
el peso es de 7 a B mg- Poateriorasnte esta proporcion empiesa a
disminuir ligerassnte hasta los 20 mg, donde del decremsntoc s
hace mts pronunciado vy se llega a un =ainimc cusndo la sesilla

en diocha




alcanza la eotapa de ssmilla madura hidratada. El primer maximo

on la relacicn alwidtn/peso fremco me sncusntra entre los

8 wv 9
dias de desarrollo, mioentras que ol segundo aiximo corroaponde @
12 a 15 dias de desarrollo. De forma tal, qgue cuando el
d rollo

» 1la samilla acumula almidén simultancamonte
1is mayor proporocicon de alsidSn con reapscto
fresco se alcanza oentre los 12 y 15 dl as; cuando al embritn iniocia
ou expansidn, ia proporcién disminuye ligerasente, hasta gque
sobrepasa los 20 mg Qque equivale a los 17 dias de desarrollo,
donde e inicia un decremesnto ais pronunciado en dicha
proporcién, lo cual se correlaciona con el crecimiento acelerado
del embridn y principalmente de los cotiledonss (Figa. 4a y 6Ge).

a que crece, al peaso

Por lo qus

r r @ o rollo de la esemilla eon
relacién a la cantida de aimidSn de la siguiente forma:
1) Fase inicial da L 5

Oy 7 dias de desarrollo en
donde no es posible la obtencién de la semilla y por lo tanto 1la
ocuantificacidn del almidin incluye tanto a 1la semilla en forsmacion
como & 1la pared del ovario.

11) Fase do incremsnto en la cantidad de almidSn, donde a1 tamafo

de las sesillan es muy pequefo pero o8 posible su dimseccidn, asta
etapa abarca desds los 8 a los 13 di{as de desarrollo.

I11) Famse de mixima cantidad de almidin, que incluye al punto de
mAxima cantidad de almidsn y que va desde los 14 a los 22 dias de
desarrollo. -

IV) Fase de decreasnto en la cantidad de almiddn
los 23 ¥y 28 dlas.

V) Fase final del desarroilo gus se sncuentr entre
di an is, o 2

dida

ios 24 ¥y 31
la cantidad de almidn eos minime..

RB. ESPRCTROS DE ABSORCION DE LOE POLIGACARIDOS.

Do las musstra extraidas durante el dessarrollo,
loe sspectros de absorcién entrs los 400 y
resultados obtenidos

»se obtuvieron
los 700 nm. Los

Qaue una b ia wmixima a
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Fig. 7- Espectros de absorcidn de lan msuestras extraidas durante

ol desarrollo de ia seailla de JPOmos Purpures. En 1la figura
®s suestra l1los eospactros de absorcién de lom extractos
enriguecidos do almidén a los: 12 (¥ ), 156 ( O ) yr 18 dias de
desarrollo ¢ O ), ami como el tro de 16n  del

salactomananc ( @ ) ol cual fue donado por l1la M. en C. Alicias
Brechu ¥.



los 560 nm,

no se observa ningdn cambio de este valor durante
desarrollo,

ansi como en el intervalo entre 580 y 700 nm_
que corresponde al intervalo entre
diferencias en cuanto

ol
Por lo
los 400 y 660 mnm, existen
a la pendiente en la absorbencia, las
fracciones de menor edad son las qgqus ascienden con una pendiente
mayor en este intervalo, mientram que lam de mayor edad pusden

homb hacia los 400 ne (Fig. 7). Con el fin de

determinar gque polisaciarido pudiera estar produciendo este efecto,
me decidio obt el

P! un

tro de absorcisn del galactomanano, en

v absorcidn se encuentra a los 430 =

L) que su
on presencia de Iz—KI,

zZona en Qque me localisan los hoabros en los
eapesctros de

absorcidn de las seaillas de JIposoea purpurea.

¥F— ACTIVIDAD AMIIOLITICA DURANTR KL, DREARROLLO._

De acuerdo a la cantidad de almidn

obtenido durante el
desarrollo de la semilla de

TPOmMOSa Ppurpured, ae detersinaron

oinco £ en el d ilo, loe cuales son utilizadoe Para 1isa
cuantificacidn de la actividad amilolf tica. Los resultados
1 1d = en 1a figura B8

B obtuvieron las
- En cada una de ellas se seffala
termnastable o actividad obtenida calentedo el
*C durante 20 sinutos y ia actividad de la fracoidn
termolibil qgque me obtuvo por la diferencia entre la actividad
total ¥ la actividad termoestable, lo cual se realiss con el f£fin

de tratar de inspeccionar la presencia de « amilasa y de 7 amilasa
oen los extractos enziméticos.

actividades a dos pil: 6.0 y 4.8
ia actividad total,
extracto a 70

Observando la actividad amiloli tica a pH 6.0, tenemos que 1a
actividad total en la primera fase del desarrollo o sea entre los
O a 7 di as, pomte una actividad considerable, hay que tomar en
cusnta que la actividad obtenida pertenece al fruto coapleto, s
decir al ovario con la sesmilla en formacicSn.

En la segunda fase
del dosarrollo o fase de incremento en la cantidad de alsidin, 1la

actividad amilolf tica total es menor qQue en la etapa iniocial del

a7
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Fig. 8- Actividad amiloli tica obtenida el o ollo de 1a
csemillia. Ia figura suestra las actividades especi ficas obtenidas
a dos plHi: 4.8 ¥y 6.0, en donds se determins la actividad en oinoo
fases de acuerdo a la cantidad de almidSn gque presenta, Para
ocada pH se determint la actividad especst fica; total. termsstable y

termolabil.



desarrollo. A Ppartir de esta segunda eotapa Bse inica wun

Aincressnto en la actividad asiloli tica llegando a su valor
en ol intervalo entre los 23 y 1lo
coincide con la fase de decresento

;R ximo
28 diam de desarrollo que
en 1la cantidad de alwmidSn.
Por Ultimo me obssrva un ligero decremsnto en la actividad entre
loe 27 a 31 dias de desarrollo (Fig. 8). Por otra parte cuando
ss determina la actividad de la fraccién termolibil, =se obwerva
Que pomee el pimso caoamportamieto gue la actividad total,
que la mixima actividad se encusntra eontre
Postantesis y docrece al final del desarrollo.
termoestable me ve

teniendo
los 23 a 28 dias
Con la actividad

1lo
pero en una msdida suy discreta ¥y tiene su valor sixiao entre

27 ¥y 31 dfams de desarrollo. Hay gue hacer notar gque de B

dl an deo desarrollo, la actividad amiloli tica
practl ble,

que conformes el o

loms
a 13
Que m@me dotecta e
v Que a partir de eata fano s emploxza
a incremsntar en forma apreciable la actividad termolabil.

Los resultados obtenidos para el pH 4.8, muestran Qus la
actividad totalss inor ras el d ollo

llegando a un valor siximo de los 23 a 26 di as, Dars

0 al final del desarrollo (Fig. 8). Bl
patron presantado por la actividad a pH 4.8 es suy sinilr al de
pH 6.0, aunque l1la actividad eapect fica es mayor para el pl mis
&oido- La actividad r le ¥ ¢ labil para este pH
refleja el comportamiento de la actividad total, obteniendose el
valor sAximo en el periodo entre los 23 y 26 dias deo desarrollo.

£l

En la Tabla II se observa Que de los 8 a los 22 dias
predomina 1a actividad a pH 6.0 sobre 1la de pH 4.8 y que
posteriorsente entre los 23 y 31 dias postantesis es mayor 1a
actividad total a pH{ 4.8 scbre la de pii 86.0. Al hacer uns

comparacisn en las actividades espec{ ficas para cada pH en un

lapso detersinadoc del desarrollo, se observa que en la fracoiSn

ble ei - o a pH 6.0 siempre y cuando no e
involucre al periodo de 23-268 Al as de d ilo, e os Sayor

la actividad a piH 4.8 Por su parte la fraccién tersolabil a pH




6.0 siempreo es menor o igual gue la miaas fracciSn » pH 4.8,

Al hacer un antlisis mis profundo sobre las francciones

ble ¥ 15bil & amhoa pH, =se obtiemsn los valorews
porcentuales de cada una de ellas como oo susstra oen la Tabla IIX.
Como s cbeserva a pli 6.0, la proporcin en las actividades

ble/ labil una a a dimminuir entre lo=
B y 28 diams g s rollo, de . antividad
P o able o unn actividad o tipo
termolabil. Al final del desarrollo (23-31 & ass) la peroporoisn
es 1i £ le hacia 1la ble . Hay que

hacer notar guo el valor mixiso deo actividad amilolf tica (2328
di an) la mayor propoercicn de enzimsa ens de tipo tersolabil (75.-6%).
" Ahora bien, ae las proporciones eontre las dos
fraccionen anzimiticas a pi 4.8, s tiene gque dicha peoporcidn

una o ia a disminuir conforms transcurre el tiempo de
desarrollo, ¥ s llega a un valor sl nimo en el perisdo de 23 a 26
af as. Posteriormante la proporcidn sufre un ligeroc aumsnto.

G. DETERMINACION DR LA ACTIVIDAD FOSFOROLITICA DURANTE KI.
DESARROLLO DR LA SEMILLA .

La actividad de la foaforilana del almidsn, =e realisS en las
cinco etapas gque se dividio el d rollo de a la cantidad
do almidSn. Los resultasdios obtenidos durante ol desarrcllo de la
semilla ., se suestran en la Tabla IXX.

5@ obesrva que en 1la etapa de desarrollo entre loms 23 y 31
dias " oe pr la actividad foeforoll tice- Mo
% melk séata o las primeras fases del desarrollo.
Coagarando estos resultados con la cantidad de alsidén, tenemos
Qque la mayor actividad fosforolf tica se presenta cuando dissinuye

la cantidad de almidin ¥y el paré 4 del "
hasta Qque llega a foramar una serie de capas de la testa de 1a
sesilla. Este miximo de actividad coinciden con las etapas de

70




mayor actividad amilolf tica..

T



TABLA I]l- Comparacisn de la actividad amilolf tica medida a dos piH.

tiempo total termoestable termolabil
o-7

8-13 6 mayor 4.8 6 mayor 4.8 6 mayor
1422 6 mayor 4.8 6 mayor 4.8 6 igual
23-286 68 menor 1.8 6 menor 4.8 6 mesnor
27-31 8 menor 4.8 6 mayor 4.8 6 menor




TABLA III- Proporcidn de la actividade amilolf tica en diferentes

.
ti ble termolabil termosatabhls
tormolabil
(dias) (%) %)
pH 8.0
. 8-13 88.561 1.49 66.11
14-22 59.28 40_79 1.45
23-26 24_36 76.84 0.3z
27-31 52.85 47.35 1,11
pi 4.8
813 77.08 2292 3.9
14-22 64.04 45.96 1.17
2326 23.26 76.75 0.30
‘27-31 29.17 70.-83 - o.41
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TABIA IV- Actividad de la fosforilasa del almidin en sasillas en

desarrollo,

tiempo
(diam)

sctividad especi fica
(vmol Pi/main g peot)

o-7

8-13
14-22
23-26
27-31

74




VI— DISCUSION.

Desde el punto de vista del desarrollo de la semilla, podemos
encontrar varias etapas durante este proceso. La primsra, on que
los cambios gque as dan en el peso fresco son =inimos durante la
formacidn del embricsn, lo gus occurre entre los O y 8 dias de
desarrollo. Una segunds etapa, gque = caracteriza por un
considerable incremsntco en pmsmso fresco, domie =e ocbserva el

en t del » Principalmsnte de los cotiledones.
En esta stapa se realisa la asocouwulacién y resovilizaciSn del
almidsn del par ima del - Al final do lia segunda

noa ocon una sssilla msadura hidratada, lapsc que
ococurre entre los 9 y 31 dias después de la antesis. La tercera
etapa (la cual no fue eatudiada) o de postmaduracién, en la gue
sufre una deshidratacisn, para d al final una semilla madura
deshidratada. Estas tres etapas han asido descritas en foraa
semsjante para Pisus sativum L cv Finale, on Qque la primera etapa
®e realiza do 1los O a los 10 dias de desarrollo. L.a segunda
etapa o de expansisn del eabrién, comprende de los 11 a los 30
o as ®, en donde mse realiza la acumulacidn del almidSn,

¥y S caracterima por un ino - ble en poeso fresco.

Mientras gue la tercera etapa, o de dh A1S5n, o 1a
semilla se deshidrata, occurre en los siguientes 10 dfams (Hain y
MNercer, 1968; Flin y Pate, 19688; Nochat y Houtin, 1989).

Rl parénquiam del de I Purpurea oxiste un has
wvascular gque recorre toda esta sstructura. Bn forma similar ha
sido descrito un has vascular en ol caso del chiocharo (Hardham,
1978). La funcién ha sido ampliamssnte documentada. a favor de un
transporte de nutrientes hacia el paré 4 del
(Thorne, 1880, 10686; Murray, 1988). En forma antloga como lo

hace en 1- leguminosas, el hax vascular eon el paréngquiams del
tegumsnto en la semilla en desarrollo de Jpasoea purpurea debe de
' estar proporcionando los nutrientes reqgqueridos para el desarrollo.

Tanto para el chicharo (Rochat y HBoutin, 19689) como para el
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frijol (Wolswinkel y Asmerlaan, 1985) se ha descrito gue ooousrsre
una acumulacidin de almidsSn tr re ol o rolloc de la
asomilla, siendn depositado en los cotiledones_ La ®soya por eu
parte, acumula é¢ste polistcarido inicialmesnte en los ocotiledones.
para : | ser do En eata misasa especie se bha
detectado una cantidad do almidsn en las oflulas de la epidermis ¥y
de la hipodermis, ¥y 5o ha demnstrado que el almidSn que ahi -
encusntra, no esta involuoradoo con el grado de crecimiento de 1la
asmilla (Thorme, 1980, 1981; Fadeor y Kosller, 1985). En el oaso
de Jpomowa purpures, el almidSn es depositado en forma semsjants a
comn a» realizs en 1Ia ssmilla en desarrolloc de soya, doads 1la
cantidad wixima s encusntra a la mitad del desarrollo, peroc a
diferencia de é¢sta ne encuentra sn el na del

Lo anterior es ocoafi do, el que la sintesis de
almidin os apartir de la ADP-glucosa proveniente de la hidrélisis

-cde la sacarocsa (Preiss, 19682). S0 conoce que on esSte Prooesc =e

encusatran involucradas varias ennimans, entre las gue participan
la -l » ¥ 1la UDP-gl pirofo lasa. Ambas
enzimas han sido encontradas en cotiledonss eon desarrollo de
frijol (Hawher, 1071) ¥y en aamb oen d rollo de ohicharo
(Edwards ¥y ap Ress. 1888a.b) lugar do& L J ia
soummlacisn del almidsSn. Mo se ha encontrado actividad de estas
dos .n-l—- eon cublarta seminal dde alguna leguninosa (Murray .
10908 ). En el caso de Ipomceas purpures podemos suponsr que ea ol

del debs des encontrarss uns apreciable
.ctlvld-d de estas enzimas dado 1la cantidad de almidsn que eon ella

se encusntran.

Durante el desarrollo. los cambios ocbeservados en la cantidad
de alaidsn, van asocicados a las t 1 qaue r on
el iam del - La desaparicicn del alaidn del
se realiza deo la capa s interna hacia
la mis externa de esta estructura, como se Obkx va al las
di: del o llo. Pudiendo implicar gue perimero
os translocado el almidin gque se encuentra sis ocercanc al saco
embrionario, para posteriormesnte el gque se sncusntra =bs alejado
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de énte. 8i el almidSn es movilizado del parénquima del
togumsnto hacia »l1 saco smbrionario, debe ser transformado a un

carbohidrato da facil transportacit®n, ol cual pudiera ser macarosa
O en su casco slucoaa, como ha s#sido desostrado para diverasas
leguminosas (Thorne, 18985; Wolswinkel v Ammerlaan., 1985;
Wolswinkel y de Reutier, 18985) - En eotapam tardiasn del
o 1lo, do la cantidad de almidSn es minima, el parédnguima
del tegumsesnto se va reduciendo, para Que al final, unicamente me
ochserve una estructura fibrosa.

En el camo deo la semilla de Jpascea purpurea, la acumulacitn
del almidin en la parsd del ovario, asl como on el parénguima del

t » pr una probable ventaja, pues posibilita al
embrisn en desarrollo, el poseer una fuente constante de
carbohid 1 diente de la planta madre. Rl contenido de
éate polisacirido, gque se encuentra en el paréngquiam del
tegumsento. previo a la 145n y o iSn del eabnridn, pPueade
posibilitar a 1la semilla on deosarrollio, el obtener a corto pl'nxo
la % <k ia im del fruto y msostener el crecimiento y
desarrollo del easbrisn. De forma tal que oste sea un mescanismo
que interviene on la alta produccisn de semillas que caracteriza a
las ar Al estudios nsemnjante se han realizado en
b | 4 en ial en el frijol el cual desusatra que las

pared del fruto, mson
Enta redistribucicn
ollo ¥

sustancias de reserva acumsuladas en la
redistribuidas a lan semillans en desarrollo.
deo carbohidratos es la suficiente para ol
orecimiento de las seaillars una vez Qque ol fruto ha aido separado
de la planta madre. Lo cual indica la capacidad del fruto para
regular de cierta a los pi de dk ollo, ol 4én ¥
senescencia, independiente de las influencias de la planta sadre

(Fountain et al, 18988)

el almidsn eos

De acuerdo a los resultad
acusulado en uns fase inicial del dessrrollo, para posteriormente
decrecer a una cantidad mima cuando el crecimiento del
embridn, principalamente los cotiledones, se hace evidente y de

T7



forma acelerada. K1l decressnto coincide con un aumsnto en ‘la
actividad amilolsf tica y fomforoli tica. La samilla en desarrolloc
consume ente almidSn, ya sea para el crecimiento del esbrién y/o
t sustancias de reserva, como 1lo
1977; Adome ot al, 1980; Bewley

para su i5n en
hace la soya ( Yazdi-—Samadi et al,

et al, 1983).

las fracociones de almidSn
olllo mer
t 4
no

Los patrones de absorcién de
obtenidas en las diferentes otapas del d
ssanjantes, presentando un & ximo de absorbencia a lom 580 nm,
su comportamiento siendo idéntico entre los 580 y los 700 mm,
asf{ entre los 400 y 560 nm. Lan 13 dif Llas G0

correlacionadas con &l tiempo del t im, e
b 4 t el d 0ollo, se copurifica otzro polisscirido

en presencia de yodo de una coloracién caté—amarilla, ¥ gue
Eo snabe gue eon semillas

qQue
absorbe en la regién de los 400 nm.
msaduras dentro del mismc género (Ipomoss surocoides) existe una

considerable cantidad de galactomanano (Brechu et al en prensa), ¥
que este pueds reaccionar con el yodo y da una abasorbencia en la
regicn de los 400 s Los patronas de absorcidn para todos loa
almidones obtenidos de semillas on desarrolloen son siailares en
la regicn de aixima absorcisn, por lo que podemos suponer gque las
proporciones amilosas/amilopectina  durante el desarrollco no se
modifican drédaticamnnte . Lo anterior ha de ®ser confirmedo por

otras mfétodos wise ocensibles.

En en cuanto a la actividad amilof tice determinada a pH 6.0,
podemne cheservar gque en la etapa de O a 7 dias de desarrollo, 1a
preasncia de las amilasas se determind en el fruto ocoapleto,
mientras gues para las t \ .} la peessncia e
actividad pertenece unicamesnte a la semilla en desarrollo- Dm
forma tal gque la etapa t del 4 rollo se pusde ocomcluir

que axiste tanto actividad amilols tica en el ovario coan en la
Eato es congruente con la distribucidn del

memilla en formacisn.
almidSn a nivel histolsgico, donde se k: v ia existencia de
bohid; tanto en las paredes del ovario coas en la

date
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ESTA TESIS NO DESE
SALIR DE LA BIBLIOTECA

semilla en forsacidn. Se observa que ol incremento eon la
actividad amilol! tica coincide con la caida en 1la cantidad del
almidin (comparar figuras 6a y 8). Es importante resaltar, Que

durante el periodo de 8 a 13 df as postantesis pricticamente toda
la actividad amilolf tica detectada es de tipo termoestable, ¥ gue
durante el del d 1lo (B a 31 di aas) Xa fraccidn
termoostable sufre un ligero ascenso. Lan variaciones obsourvadas
durante sl desarrollo, se deben a las fluctuaciones dadas en la
actividad termolabil._ Parece ser que durants el desarrollo de la
semilla pe te una cantidad de enaima termoestable y
ol aumsnto en la actividad dada el d rollo, se deba a
un recasbio méia ridpido en la fraccidSn termolabil.

Durante la etapa de ascenso de la cantidad de almidSn,
predomina la actividad total a pH 6.0 sobre la de pH 4.8, siendo
data pr 5 ble. Cu d ne va un
decremsnto en la cantidad de almidén (stapa posterior a los 189
di as) predomina la actividad total a pif 4.8 sobre 1la de pH 6.0,
siendo mayor la fraccisn termolibil. T d en el
ocriterio de Briggs (1967), en ol gquo se sefala qgque la actividad
termoestable en presenciade calcio se de debe a la a amilasa,
donde la # amilasa ea desnaturalizada; bajo eastas condiciones 1la

actividad amilol! tica que oe presenta ol d 1lo de l1a
somilla de Iposvee purpuresa, se debe inicialmsesnte a una o amilamsa,
mientras gqus la segunda fane ons pr L a una enxima

con mayor actividad a pH &cidos ¥ que mseria termsolabll, la cual
pudiera deberse a una /7 amilasa como ha sido reportado en la
literatura (Briggs, 189687; Tanaka ot al, 1870; Stiti, 18978; Adames ,
1980; Hildebrand, 1981; Doehlert y Duke, 1883; Reddy et al, 1884).
Estudios mis reci - que por debajo de pH 6.0,
cuando msnos una fraccién de la a amilasa, pusde ser inactivada
{Dra. Bernal-Lugo comunicacién personal; Bulpin ¥y ap Roos, 1978;
Okita ot al, 1879; Okita y Preiss, 1880). Para confirsar sobre
las enxzimas involucradas en cada eatapa, lo Bae requiere de un
esstudio el cual utilice fracciones enzimfticas wméis puras y de 1la
de sustratos espec! ficos, gue pormitan dif iar clar a ls

9



o amilasa de la /7 amilana.

En el caso de de las wsemsillas en desarrollo de Jpromoes
purpurea, se observar gque cuando =se ha alcansado l1la sayor
actividad amilolf tica, o sea on el periodo entre los 23 y 26 dias
de desarrollo, existe una predominancia de un 76 % de la fraocoidSn
termolabil En comparacidn, en el camso de la soya, se determins
ques oen ol mEeximo de actividad amilol! tica, la actividad
Predominante es la termolabil, con un 890 % (Hildebran ¥y Hymowits,
189681) . Lo cuml nos habla de las posibles diferencias en 1a
regulacidn de las enzimans Que se encusntran involuoradas en la
hidrSlisin del almidsn en cada una de los si ados

La actividad foaforolitica en las wsemillas en estudic =se

obmerva en lans dos Gltiman fracciones del d ollo, o la
cantidad de almidsn es sinima. Por lo que osta via pusdie estar

participando en el catabolimmo del almidédn durante esta fase. Rn
los vegotales, la participacicsn de 1la fosforilasa del almidSn
po. b a de varios estuduios Que ee han
realizado. La participacién de la fosforilasa on la of ntesis del
almidSn no ha sido coaplet d S0 . Scohneider et al
(1981), Sivak et al (1981) y Suda et al (196868) peoponen gqgus 1a

Por loa

enzima pusde participar on la bioalntesis del almidsSn.
resultados obtenidos en este trabajo no podssos dilucidar cusl de

las dos direcciones utiliza 1ia semilla, qUe
es principalmsente hacia el lado degradativo, puss coincide con un

decremesnto en la cantidad del almidsn ¥y gue pecob : | L 5
wna estructura sencilla como lo han descrito para la fosforilasa
del almidSn on assmillas on desarrollo de cohicharo (Matheson y

Richardeson, 1878).

Rl ensayo por medio del cual se ha determinado la presencia
de la fosforilasa dol almidén ha sido ampliamsnte utilisado por
diversos autores., en el que se utiliza a la gl 1 fosf comD
uno de los do la enxzima incorpora la gluwoomsa al
almidsn, libera el fSasforo, y forma un onlace glucosidico entre




este nuesvo residues de gluwosa ¥y el almiddn (Kobayashi y Yatsuka,
1989; Suwda ot al, 1986; Suda ot al, 1987)_

Otras enzimas . pueden
hacer usco de éste

ato como d oor la foasfatasa de la
slucosa 1 foafato, la cual es inhibida por el NaF, el cual Be

agroga tanto al amortiguador de extraccidn y de ensayo._
parte, otra wvia gqgus pusds eostar involucrada =1-3 1a de
tranaformacicn de la glucosa 1 fosfato a maltosa 1 fosfato y de
ahi gser utilisadoe para sintesis del galactomanano, la cual hasta
ol no L taria, por 1o Qque se osugliere continuar

l1la Anvestigacidn para determinass cual de las vias utilizsa a la
a1 1

Por otra

Es de importancia continuar el estudioc de
desarrollo deo ITpomoas purpures, enfocado a

los praoducton de
degradacién del almid®n ¥y su

transformacién, asni como la
translocacidn hacia las diversas partes de la seailla (eabriSn

v/o

ch ) ¥ lor A poracién a otras sustancias de

ressrva, para que con este fin eae logre a d lom
mhcanismos gque Se invol o

» los cuales lo confieren
una serie de ventajas adaptativas a esta arvense gue le

facilitan

- ek ir it - Los resultados hasta el mowento
mostrados, sugieren gue la acusulacién del almidén y su posetrior
» & inti relaci * con el corecimiento del

ambricon, para poder llegar a la madures. Por lo que el alsidSn
oumplird una funcisn relevante en loa Procesos que llieven a la
obtencién de una sesuillls dn . ndo las posibilidades que
un mayor ndmerc de semillas al esta ot e ¥ con ello oo
aumsnte en ol suslo el Nimero deo éstan; siondo la alta producoisSn
des semillas uno de los factores que favorecen a las arvonoes para
competir exitosamente con los cultivos que

infestan.
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VII— CONCLISIONKS.

a) El desarrollo de la ssmilla de Jpasoeoa purpurea desds la eatapa
de antesis a semilla mndura hidratada ccurre en un tieapgo de 28 a
31 dfas.

b) K1 crecimiento de la semilla sigue un sodelo de tipo sigaoidal.
El crecimisnto se acelera a partir de los 12 dias de deasarrollo.
Ds los 156 dias en adolante los gotiledones del esbritn incremsntan
drémti de . '

©) Kl almidin durante ol desarrollo de la sesailla se encusntre
almacenada en el parené 1 del - en el inioclo
as encuentra también en las paredes del ovario.

d) I.a cantidad stxima de ¢nste polimsacirido se encusntra ontre los
17 y 19 dias de desarrollo.

®») Las ressrvas e almidsSn decrece cunndn ] obhserva
histolSgicamente un crecimiento en el embricn, etapa entre los 19
¥ 31 dias de desarrollo. -

£) La actividad amilolltica se preoessnta duarante todo ol
desarrollo. Is mftxima actividad se obeerva entre los 23 y I
dias. . Inicialmente es proponderants la . actividad termcestable,
mientras gue en la segunda fase del desarrollo la actividad mayor
o debe a la fraccidn tersolibil.

&) La acstividad fosforolitica se presenta al final del desarrollo
(23 a 31 dias) do se al los valores siximos en la
actividad amiloll tica.

h) Por 10 qus o1 almidin en las neomillas en desarrollo es
una reserva teamporal. Y su posterior utilisscién perovee al
esbridn de una £ de carbohidratos constante para su ooapleto




desarrollo.
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