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RESUMEN

En semillas almacenadas el metabolismo de la aleurona se encuentra
disminuido, especialmente la produccién de 1a o-—amilasa, esta
hidrolasa se sintetiza de novo como respuesta al AGs y se secreta
al endospermo almidonoso. Lo anterior sugiere gque el proceso de
biosf ntesis y/o0 secrecidén de a-amilasa se encuentra modificada en
la aleurona deteriorada. Para demostrar lo anterior en este
trabajo se estudio la biosintesis y/o secrecién de la c-amilasa en
endcspermos provenientes ds semilla deteriorada de trigo. En
concordancia con reportes anteriores se encontrs que los
endospermos deterioradas producen una menor agtivxdad de
a—amilasa, El patrén iscenzimitico producido por ambos tipos de
endospermos fué similar, sin embargo en endospermos deteriorados
las iscenzimas de bajo pl contribuyen en mayor gproporcidn a 1a
actividad total. Por otra parte 1la acumulacisn del péptido de
a~amilasa fue mayor en endospermos control que en el deteriorado.
La capacidad de si ntesis de proteinas para ambos tipos de tejidos
es similar, mientras que 1la cantidad de a«a-amilasa radiactiva
sintetizada es mayor en los endospermos deteriorados que en los
controles.

Los resultados anteriores se interpretaron como que la menar
actaividad de a-amilasa observada en tejido de bajo vigor se debid
a la menor produccidén de uno de los isogrupos de esta hidrolasa,

muy probablemente al isogrupa de alto pl.



1 ANTECEDENTES

ta semilla comn organismo vivo durante el tiempo de que se
almacena sufre un proceso de envejecimiento o pérdida de vigor gue
conduce a cierto deterioro bioquimico y fisiolégico que se observa
durante tode £1 ciclo de vida de la planta que se origina a partir
de ella (Pollack y Ross, 1972; Tiburcio, 1986). Este proceso es
acelerado por la alta humedad relativa Yy temperatura de
almacenamiento (Bewley 1978, 1982; Roborts, 1972).

Desde un punto de vista fisinlégico el deterioro sufrido por las
semillas en el almacén se manifiesta en etapas tempranas de su
desarrollo como un retraso en la germinacién y una disminucison en

el crecimiento heterotréfico de la plantula. Esto dGltimo va
acompafiado de una disminucién en la eficiencia con la cual se
movilizan las reservas (Tiburcio 1986, y Padilla 1987).

La movilizacidn de reservas 85 un proceso que se realiza en el
endosperma de la semilla de cereal y en el cual participan las
hidrolasas que la capa de aleurona sintet:iza de novo y secreta al
endospermo almidonoso. La funcién de estas enzimas es la de
hidrolizar los polimeros que constituyen las reservas (Bewley vy
Black, 1978).

Una de las hidrolasas sintetizadas de novo y secretada por la
aleurona se encuentra la a-—amilasa (Bewley y Black, 1978). Esta
entima inicia la hidrélisis del almidén, 1los productos de esta

hidrélisis, maltosa y glucosa, constituyen el mayor aporte de



sustratos para el crecimiento y desarrollo del embrign « Murray,

1984) .

En semillas almacenadas el metabelismo de la aleuwrona se
encuentra disml puideo especialmente en 1a produccidn de a—amilasa
(Tiburcio 1986, Rodriguez 1991), por lo que 1la hidrdlisise de
almidén es mis lenta que en las semillas no almacenadas
tcontrol), ocasionando una menor disponibilidad de sustratos
para el crecimiento del embridn germinado.

Desde el punto de vista mecanistico lo anterior podria deberse a
una alteracién de los eventos moleculares gque participan en 1la
induccién, bicsi ntesis y/o secrecidn de a-amilasa.

Estudios previos han demostrado que los eventos que participan en
la induccidn enzimatica: disponibilidad de acido giberelico (AGa)
{Tiburcio, 1986} y sensibilidad del tejido inductor, no se
encuentran modificados en el tejido detevioradeo (Rodriguez, 1791).
Lo anterijor sugiere que €l proceso de biosintesis y/o secrecidn de
a~amilasa se encuentra modificado en la aleurona deteriorada, para
demo.trar lo anterior en este trabajo se estudié la biosi{ntesis y
secrecién de o-amilasa en aleurona deteriorada de trigo. A
continuacidn se presenta en forma breve, la informacién gque el

lector requiere para una mayor comprensién del tema.

(&)



2) INTRODUCCION
2.1 ESTRUCTURA Y CUMPOSICION QUIMICA DE LA SEMILLA DE TRiGOD

El trigo constituye uno de los cereales mas extendidos en el
mundo. Es una anglosperma y pertenece a la familia de las
gramineas, Las estructuras bisicas gue se reconocen €n una semlla
de trigo son: testa, capa de aleurona, endospermo almidonoso y

embrisdn.

2.1.1 Testa

La testa es la cubierta de 1la semilla y tiene 1la funcién de
proteger al embridn de posibles dalios mecdnicos y restringe el
intercambio de gases entre el embridén vy el medio externo. Esta
cubierta puede estar formada de una & varias capas de células vy

posee cutfculas externa e interna, impregnadas con ceras v grasas.

2.1.2 Capa de aleurona

La capa de aleurona es la parte del endospermo externo y esta
diferenciado morsolégica y funcionalmente como una capa distinta
que puede estar formada de una a varias células ae espesor,
dependiendo de la espe;ie'de que se trate (Fincher, 1987). Aunque
la aleurgna y él endospermo almaoonoso comparten el mismo  origen.

solo las cé¢lulas ge aleurona permanecen vivas uespues ge que £}



almacenamiento de reservas se ha completado (llenade ge grano).

En el caso del trigo la capa de aleurona (Fig 1) esta formada por
una secla capa de células (Fincher, 1989), cuyas paredes consisten
de una capa interna relativamente delgada y una capa eoxteriar
espesa., hay canales intercelulares que conectan & 1las celulas
adyacentes, contaenen un material similar a la pared interior de
ta aleurana (Fincher, 1989).

Las células de la aleurona estan rodeadas oor  una  pared celular
primaria compuesta por diversos polisaciridos, como arabinoxilanos
gue representan el 65-467% de su peso y de un  24-29% de glucanos
con enlace fi~(1~-4), asf{ como, pegueffas cantidades de glucomananns
y celulosa que representan un 2% de su peso cada uno, asimismo
contienen 4cidos fen$Slicos, predominantemente dcido ferdGlico, los
cuales estan unidos covalentemente a la pared celular.

Las células maduras de aleurona de laos cereales contiene cuerpos
proteicos, conocidas como granos de aleurona los cuales estan
rodeadas por cuerpos lipfdicos. Los grinulos de almiddSn estan
ausentes en la aleurcna de granos maduros. Los cuerpos proteicos
contienen una matriz amorfa formada por protefnas relativamente
ricas en aminoicidos bisicos. pi @sentan inclusiones del tipo 1 que
son globoides, formados por fitina asocilados con sales de K’,
Nf’y Ca"que forman la mayor reserva de fosfato y minerales del
grano.

Tambien presentan 1nclusiones del tipo It que contieng
o—-aminofenol, protefinas y carbohidratos. Otras reservas presentes
en la célula incluyen carbonidratos (sacarosa, rafinosa ¥
fructanos), acidos rivonucleilcos, exo v endopeptidasas y vitaminas

{Fincher, 1969).
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Fig 1. Estructura de la semilla de trigo (Trjiticum aestivium

Capa dec Aleurona



2.1.3 Endospermo Aimigonossc

El endospermo almidonoso ocupa ta mayor parte oel volumen de  la
semilla de trigo (Fig 4) representa la reserva Jde  putrientes que

S8 moviliza durante la QErmincC1on. fAs)

endaspermo cuonstituye

el tejido blernco de la

er.

nat  hadrolt tic

secretadss  por

alesrona v en monor preporcion Sor el escutelo. Las  celules  del
endpsperno contiensn en su anterior gramiios o almiosn 105 cuales
son sintetizados en amiioplastos  durante el desariollo de i

endospermnc. Lo

qranulos de ximidhn entan compueslos por amilosasr
cadenas linecles coapuesta por  enlaces alucostdicos-a-(1-4) vy
amilopectina, cadenas rami+icadas compuesta por enlaces
glucesf dicos a-i1-5 ¥y 1-&): lew proporciones de cada  uoo, VArY &R

entre las especies  y varindaos

. Los ii¥pidos ¥ protel nas
constituyen los menores componentes de los granulos ae almiddon,
Las proteinas de rescrva Se encuentran en cuerpot Droteicos

presentos on el endospermo almidonosa, se encuentran divididas en

cuatro clases, basadas 2N su solublildaos jas fituminans sOn

sclubles en agua y en soluciones calinas dilwidas. 1as  globulifas

son wsolubles en solucion =alipas dilufdays vy  pocd  solubies  en
agua, las prolaminas =on 1nsolubles  en agua, pere ~ulubles en
etanol al 70-580% , les glutelinas jas cuales =@ caracterizan  por
ser insoliutles e soiuciones CEUTE at, pero soh solubtles  on

disciuciones dilw das de dcidos o de uyaces (Deviin, 19705,

En trigo predominan las glutelines vy prolouanag, ya  que  en

o

camunte representan un g

“ode las protel na le reserva, mientras

que las albuminas v globulinaes cuntribuyen con ue 5%, dentro  de



este grupo se encuentran enzimas como -amilasa y proteasa e
inhibidores de proteasas (Fincher, 1989).

El endospermo posee células muertas con residuos de mucleo.
ribosomas, retf culo endoplismico y ARN. Asimismo contienen
protefinas de varias clases incluyendo algunas enzimas coma
f3—amilasa, proteasas, inhibidores de a—amilasa y oOtras proteinas

de funcién desconocida (Fincher, 1989).

2.1.4 Embrién

El embrién esta formade de un eje embrionario y un cotileddn (Fag
2). E1 pje esta formado por las siguientes estructuras: el
hipocotilo al cual esta unido el cotileddn, la rafz embrionaria
llamada radicula esta ubicada en la base del eje y esta cubierta
por la coleoriza; la plimula quien dard origen a las hojas vy
tallo, se encuentra en la parte superior del anismo cubierta por el
coleoptilo. Las monocotiledoneas presentan un cotiledSn reducido
llamado escutelo el cual también participa en la movilizacidn de
reservas como una fuente de enzimas hidroliticas y funciona como
un tejido de absorcién de 1los productos ode la hidrélisis del
endospermo.

Las células del epitelio del escutelo presentan caracterfisticas
estructurales semejantes & la capa de aleurona como cuerpos
proteicos amndlogos, los cuales estidn rodeados de cuerpos lipidicos
y contienen fitina. Sus células también presentan pared celular,
mitocondrias, ribosomas libres, un mdcleo central y en algunos
casos el vretficulo endopliasmico y los dictiosomas vya estin

presentes, contienen azdcares solubles como sacarosa y rafinosa,



vitaminas, reservas de fosfato, asf como  enzimas  para  aniciar
rédpidamente la sintesis de protefnas =n los primeros estadios de

la germinacién (Fincher, 198%9), carecen oe almidon almacenado.

2.2 FACTORES DE DETERIORO
El deterioro causa una cisminucion en ! vigor de las semillas
inicialmente, hasts llegar a eliminar la capacidad de germinacion

de las mismas. Durante el almacenamiento, el vigor de la semilla

disminuye, las semillas de bajo vigor & deterioradas se
caracterizan por una menor velocidad oe germinacidn y una
reduccién de la capacidaa para establecerse como organismno

autotréfico. La disminucién del vigor de las semillas, depende de
los factores fisicos y bioldgicos que se encuerntran en el sitio de
almacenamiento, 4 en el campo (lkoberts, 1972). Entre los factores
fisicos estan la atmdsfera que rodea & la semilla en el almacén vy
el dalfo mecidmco sufrido durante la cosechai los mis amportantes
son la temperatura y la humedad, por lo que un manelo eficiente de
estos minimiza los cambiios de la semilla durante £u

almacenanisnto, Entre los bioldgilcos tencmas: la anvasidn por

hongos, insectos y roedores (Hall 1986 .

2.2.3 La humegaos er el L

En cercales ia mejor condicion de almacenamienio &S UnRa  humedaa
relativia del L0%Z v  una temperatura de O a 4 °C, & este respecto

existen congiciones particulares optimas de  almacenamiento  pata

cada egpecie de semillas.

€



Un aumento en la humeacs o

lativa oe!l almacen, ocasidna  un
incremento en el contenido de aqua de la semiila: este 1ncremento
de agua desencadena varics procesos en 1ix gspmilla Coms »on:

i) Un aumerto en la respiracion (Fraestley, 1938): al  aumentar
el contenido de humedad en la zemillsa ts respiracion de es5ta se
incrementa, ocasionando una elevacion en la temperatura y en  la
concentracién de Cz en el ambiente wvel almacén, creindose una
atmdsfera mas anaerobica que puede causar el deterioro de las
semillas, como la respiracién se realiza gracias a las reservas de
disponibilidad inmediata {Mayer, 1980) éstas disminuyen
ocasionando, tal vez una menor velocidad de germinacién de las
semillas.

ii) Dafos funcionales: al incrementarse la cantidad de agua libre
en la semilla, se disparan algunas funciones biogui micas
caracterfsticas de la germinacidén (Bewley y Black, 1982), que al
no llevarse a término por no encontrarse la semilla en condiciones
adecuadas, sufriendo dafos que disminuyen el vigor de la semilla

incluso causando la muerte del embridn,

2.2.2 La temperatura en el almacén

Con respecto a la temperatura, un incremento tanto en la
temperatura como en la humedad del almacén, ademis de causar uha
elevacién en la respiracién de la semilla, favorece su  invasién
tanto por hongops como por 1insectos que le causan ‘dafio en 1la

semilla (Ross, 1986).



2.3 EFECTO DEL. ALMACENAMIENTO EN LA FISIOLOGIA, EIOOUWIMICA DE LA

GERMINACION Y CRECIMIENTO HETEROTROFICO DE LA PLANTULA.

La germinacidén es la serie de eventos fisioldgicos estructurales
y anatémicps que se inician con la absorcién de agua por la
semilla y culmina con la protusisn de la radficula, la posibilidad
de que se establezca una nueva generacidn, depende de los procesos
bioqu micos y fisiolégicos conocidos como movilizacién de los
compuestos de reserva, que se utilizaran para que la plantula
adquiere la capacidad de establecerse coma organismp autotrsfico
{Bewley y Black, 1982).

La coordinacién de las funciones dependientes derl embrién
(viabilidad de la semilla) y de las del resto de la semilla, como
son la movilizacidn de reservas que resulta en un establecimiento
éptimp de la plantula adn en condiciones ambientales adversas.

A continuacidén se exponen los principales dafios que sufre el
embrién durante el almacenamiento de la semilla. HRespecto al
efecto del almacenamiento en tejido de reserva de cereales solo se
ha reportado que hay una disminuci$n en la s{ntesis de a-amilasa

(Tiburcio, 1986).

2.3.1 Alteraciones fisioldgicas y funcionales del embrién.

Se bha informado que el deterioro produce las siguientes
alteraciones fisiolégicas en la semilla = disminucién en la
velocidad de germinacidn y de crecimiento, la pérdida de 1la
capacidad de formacisn de raices en embriones de trigo enveljecidos

y anormalidades morfolégicas en las plantulas (Priestley, 1986).

10



Entre las alteraciones funcionales tausadas por el deterioro, se
ha reportado una disminucién en la cantidad de ATP en las células
de semillas deterioradas, probablemente como consecuencia de una
mala formacién estructural de las mitocondrias al ipiciarse la
germinacién y lo que conduce a una disminucidn @n su capacidad de
sintetizar ATP (Priestley, 1986).

Tambien la s{ntesis de proteinas, en embriones de semillas
deterioradas, es menor en comparacidén con la presentada por
embriones de alto vigor, esto puede deberse & una ¢ a una
combinacidén de las siguiente razones: a) a una degradacidn de ARNm
preformados, b) a una disminucidén en la s{ntesis de los mismos, c)
a un dafio en los componentes de 1la maquinaria de sintesis de
proteinas, d) a un namero nenor de polisamas que se ha observado
que se presenta en semillas de bajo vigor (Priestley, 1986).
Asimismo, en grados extremos de deterioro, se reportan dafios en el
ADN, aberraciones cromosémicas, y un retardo en la divisidén

celular (Priestley, 1986).

2.3.2 Alteraciones moleculares del embrién,

Se han reportado dafios en lipidos y en protefnas (Priestley,
1986). Con respecto a los primeros las semillas con alto contenido
de l{pidos se deterioran ripidamente, quiza debido a la degradacién
de estas moléculas en reacciones de peroxidacién que ocurren en el
almacén, o a la accién de lipasas ya sea de la semilla ©o de la
microflora circundante (Priestley, 1986).En lo que se refiere a
las protefnas, d$stas cumplen 3 funciones en la semilla, sirven

como material estructural, compuestos de reserva o enzimas, los



efectos que se registran por el deterioro son un cambio en las
propirdades de solubilidad de las protef{ nas de reserva en funcién
del tiempo de almacenamiento de la semilla, ocasionando con esto
alteraciones como la protedlisis o polimerizacidn de estas
moléculas (Priestley, 19846). Se reportan varios tcasos de reduccidn
de las actividades enzimiticas la de 1la pB-amilasa, a-amilasa,
catalasa, entre otras (Priestley, 1986), en relacién a la semilla.
Tambidn se ha reportado que el cambio del perfil de isoenzimas que
se observa durante la germinacién se retrasa en semillas
deterioradas o bien no se lleva a cabo, como es el caso de la
peroxidasa en arroz (Priesley, 1986).

En cuanto a los carbohidratos, parece ser que ocurre un consumo de
las reservas de primera utilizacién como seria el caso de la
rafinosa (Priestley, 1986), por la respiracién que se lleva a cabo

durante el almacenamiento.
2.3.3 Alteraciones ultraestructurales oel embrién.

En cé¢lulas de embriones envejecidos, se ha observado una
coalescencia de 1los cuerpes lipidicos, las membranas parecen
sufrir un retraimiento, los micleos presentan forma lobulada, las
mitocondrias y cloreplastos, tienen perfiles oistorsionados y hay
una disminucidnen &1 ndmero de polisomas  (Priestley, 1986), las
células de semillas deterioradas tienen una respuesta osmotica
limitada ©n los primeros estadios de la imbibicidn,
manifestindose en una salida de metabolitos del interior de las
mismas, lo cual ha sido wutilizada como prueba de vigor

(Friestley, 198&).

12



2.%.4 Movilizacion de veservas y su regulaciédn

Las reservas contenidas en el endospermo almidonoso constituyen la
fuente principal de los sustratos utilizados por el embridén para
el desarrollo de 1la nueva plintula. Pero las reservas del
endospermo almidonoso son polimeros que previo a su utilizacién
requieren hidrolizarse y transportarse al sitio de utilizacidn. Al
conjunto de eventos biogu micos gue participan en la hidr&lisis,
transporte y asimilacién de estos sustratos se conoce como
movilizacidn de reservas (Fig 2). En este procesn se distinguen
las siguientes etapas:

a) Sintesis y/o secrecion de hidrolasas por la capa de aleurona al
endospermo almidonoso.

La sfntesis y secrecién de enzimas hidrolf{ticas por 1la aleurona
constituye el paso limitante de la movilizacidn de reservas.
Respecto a la forma como esta etapa se realiza, se acepta que una
giberelina denominada 4cido gibérelico (AG) proveniente del
embr iédn interacciona con las células de la aleurona promoviendo la
aintesis y secrecidn de «o-amilasa, glucosidasa, y dextrinasa
iimite y la ;e:recibn de la 2 1,3—glucanasa, la fosfatasa Acida y
la ribonucleasa.

b) Hidrédlisis del contenido del endospermo almidonoso (almidsn,
protef nas, 1lipidos, &cidos nucléicos etc.ld.

En cercales la hidrédlisis del almiddén constituye el evento
principal del proceso de movilizacidn de reservas y es degradado
por la accién concertada de varias enzimas, que incluyen
a-amilasa, (3-amilasa, enzima desramificadora, fosforilasa Y

maltosidasa. (Murray, 1984).
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Endospermo abnidonaso

Coexpes pretiicns
Qipa de

akarona

Fig 2. Corte transversal de plantula dve cebada mostrando la
relacién entre la produccion de Ak, la sintesis y secrecidén de

hidrolasas, asi como la movilizacién de nutrientes del endospermo.



c) Adaptacidén quimica de los productos de hidrélisis para su
posterior transporte. Por ejemplo el producto final de Ia
hidrélisis del almidén es una mezcla de glucosa y maltosa, ambos
azticares deben ser transformados a sacarosa en el escutelo, antes
de ser transportados al embrisn.

d) Transporte de los productos de la hidrélisis hacia el embrién.
La posicidén del escutelo entre el tejido de reserva y el embrién
es indicativo del papel crucial que juega en la absorcién de los
productos de 1la hidrolisis. La glucosa es absorbida del
endospermo, la cual es convertida a sacarosa en el escutelo y

trasportada a 1la plantula en crecimiento.

2.3.5. Propiedades enzimaticas de la a—amilasa.

Se ha reportado que 2] peso molecular de la «a-amilasa en trigo
duro rojo de primavera, es de 45000 daltones determinado por
coeficiente de sedimentacidén Yy de 42500 daltones por
electroforesis; el punto isoeléctrico de esta enzima es de 6.1 a
&.2 (Tkachuk y Kruger, 1974).

La actividad enzimatica presenta un pH 6ptimo de 5.5 a 5.6 y wuna
actividad espec{ fica de 1465 uymoles de maltosa por min por mg de
proteina a 25 °C, siendo estable a SOGC, y por tiempos cortos
tambien lo es a 60 y 70 DC, presenta una relacidén lineal en la
grifica de Arrhenius de 20 a 6000, con una energia de activacidn

(Ea) de B8.71 kcal mol ‘deg (Tkachuk y Kruger, 1974).
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2.3.4. lsoenzimas de a—amilasa

En la actualidad esta muy claro claro, que la degradacién del
almiddn se promueve por diversas isoenzimas de a-amilasa {Murray,
1984). Este polimorfismo de protefnas es el resultado de 1la
expresidén de dos familias de genes diferentes (Nishikawa vy
Nobuhara, 1971).

La expresién de estos genes da lugar a dos grupos de protefl nas que
se han clasificado de acuerdo a su punto isoeléctrico (pl),
inmunogenicidad y control gendtico: el grupo de isoenzimas de pl
alto y el grupo de isoenzimas de pl bajo.

En el trigo estas familias de genes se denominan a—Amy 1 a los gque
codifican para las isoenzimas de pl alto (6.3~7.35) y a-Amy 2 a
los que codifican para las enzimas de pl bajo (4.9 —4.0} teniendo,
11 y 146 alelos respectivamente. Estos genes estdn codificados en
los cromosomas & y 7 del genoma de trigo (Ainsworth y col., 1985).
En cebada se denomina a—-Amy~A al grupo de genes que codifican para
ispenzimas de bajo pI (4.5-~5.1) Y a~-Amy-B a laos genes cuya
oxpresisn da lugar a protefnas de pl alto (§5.9-6.6). Para cada uno
de estos grupos, se han aislado y caracterizado cuando menos 2
ispenzimas. En el caso del genoma de cebada, estos genes estan
situados en los cromosomas 1 y & (Nolan y Ho, 1988; Priestley
1986). Durante la germinacidn de la semilla de trigo, los grupos
de isoenzimas mencionadas no aparecen simultansamente, ya que es
el grupeo de Pl alto (a—-Amy 1) el que apargce primero acumulindose
a través de la germinacidén, a diferencia del otro grupo (a—Amy 2)
que 1o hace posteriormente (Lazarus y col., 1985).

Una situacidn similar parece ocurrir con los grupos de isoenzimas
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de cebada, solo que invertida, pues el grupo de pl bajo (a~Amy A)’
es el que aparece primero y posteriormente lo hace el grupo de pl

alto (Jacobsen y Higgins, 1982).

2,3.7. Participacién de la a—amilasa en la expresién del vigor de

la semilla.

t.as semillas de trigo recidn cosechadas & almacenadas en
condiciones dptimas (temperatura de almacenamiento menor de 20°¢ y
contenido de humedad menor del 12%) germinan rapida Yy
homogéneamente y las plantulas a que dan lugar se caracterizan
por un rapido crecimiento heterotréfico y se dice gque son semillas
wvigorosas & de buena calidad, mientras gque aguellas almacenadas en
condiciones de alta humedad y temperatura & en condiciones Sptimas
por muy largos periodos de tiempo se dice que son semilx;s
deterioradas, de bajo vigor, de baja calidad & envejecidas y sus
pardmetros de germinacién y cfecimientn theterotréfico son  menores
que las de las vigorosas.

El crecimiento heterotréfico de 1la plintula depende de la
disponibilidad de nutrientes producida por la hidrélisis de las
reservas de la semilla. En trigo a1 igual que en otros cereales,
el almidsSn es el principal compuesto de reserva y la a-—-amilasa
compb ya se menciond, participa en esta hidrélisis. Esta enzima se
sintetiza y secreta en la capa de aleurona en respuesta al &cido
giberélico, fitorregulador proporcionado por el embridn durante la
germinacidén.

En trigo se ha dempstrado que la pérdida de vigor ode la semilla

por almacenamiento es concomitante a una menor produccién de



a-amilasa por la capa de aleurona as{ como una disminucidén en la

velocidad del crecimiento heterotréfico de la plantula, con

respecto a la semilla fresca.

De lo anterior se concluye que los niveles de c—amilasa producidos
en la semilla contribuyen a la velocidad con la cual se realiza el
crecimiento heterotréfico de la plintula, reflejando de esta forma
el vigor de la semilla.
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3) OBJETIVOD

a) Determinar la reduccién en la capacidad y/o fidelidad de la

sf ntesis de protefnas en las células de aleurona inducida por el

deterioro.

b) Deteccidén de dafios en el sistema secretor de la protef na.
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4) MATERIALES Y METODOS
4.1 MATERIAL BIOLOGICO

Para el gesarrollo de este trabajo se utilzaron dos lotes de
semillas de trigo Triticum aestivum, variedad Tonichi. Un lote de
estas semillas con un contenido de bhumedad del 5 % se almacend a 4
DC en un frasco de vidrio con tapon de rosca y muNecas de silitca
gel, en esas condiciones mantiene sus caracteristicas de
viabilidad y vigor, a estas semillas se les denonind control.

Otro lote de semillas con un contenido de humedad del 112 % se
almaceno a 25 °C por el mismo lapsa de tiempo en un frasco de
vidrio con tapon de rosca, sin silica gel, donde disminuye el
vigor y la wviabilidad, &a estas semillas se les denomind
deterioradas.

Ambos lotes presentaron una viabilidad mayor del 92%. El lote
control presentd mayor velucidad' de germinacién y crecimiwnto

heterotréfico que el deteriorado (Rodriguez, 1991).

4.2 REACTIVOS

Todos los reactivos utilizados en este trabajo fueron de grado

analitico.
4.3 OBTENCION DE LAS MEDIAS SEMILLAS

Las semillas - seleccionadas se cortan transversalmente con un

bistur{ y las mitades sin embrién se desinfectaron con una

20



solucisn de hipoclorito de sodio de marca comercial (cloralex) al
0.8% para eliminar la contaminacidn por hongos y bacterias que
pudieran tener las semillas en la superficie. Se enjuagaron ci1nco
veces con agua bidestilada estéril, para lavar el exceso del

desinfectante.
4.4 INCUBACION DE LAS MEDIAS SEMILLAS

Veinte medias semillas entre 0.58 y 0.60 g de endospermos se
agitan a 150 rpm durante 48 horas a una temperatura de 25°C y se
colocan en matraces £rlenmeyer con tapdn de rosca conteniendo S
ml de buffer de incubacién.

Buffer de incubacidén: 20 mM succinato de sodio pH 4.0, 20 mM

CaClz, adicionando y sin adicionar AGs (IAGs) x 107 7M.
4.5 METODOS ANALITICOS

4.5.1 Obtencisdn del extracto para determinar la actividad de

la ax-amilasa.

Las medias semillas se separarén por decantacién del medio de
incubacidn y se homogeneiza con 8 wml de buffer de homogeneizacidn
(0.2% de acetato de calcio a pH 4.0) en un mortero con arena a
temperatura ambiente. El homogeizado se divide en dos partes: una
se calienta por 20 min a 65°¢C y luego se enfria rapidamente y la
otra se deja a 4°C durante el mismo tiempo. Ambas porciones s&
centrifugan a 12,100 % g por 10 min a 4°C. El sobrenadante de cada

porcién se utiliza como fuente de enzima y se denominan extracto
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calentado. (tcc) y no calentado (tsc) (Fig 2.1} E1 medio de
incubacidn de las medias semillas también se divide en dos
alfcuotas una se calienta a 65°C por 20 min y se enfrid
répidamente y la potra se deja a 4°C durante el mismo tiempo. Ambas
alfcuotas se centrifugan a 12,100 x g por 10 min a 4% y al
sobrenadante se le denomina medioc de incubacién calentado (scc) vy
no calentado (ssc), ambas fracciones se utilizan como fuente de

a—amilasa (Fig 2.1)
4.5.2. Determinacién de la actividad a-amilasa

Para ecta determinacién se siguié el método de Chrispeels y Varner
(1967), Qque consiste en medir la disminucidén del complejo
almidén-yodo debido a la degradacidén del almiddén por accién de 1la

o-amilasa.

Sustrato: se suspenden 0.125 g de almidién soluble en 5 ml de agua
bidestilada, calentando a ebuliicién par 1.5 min, la suspensién se
enfria a temperatura ambiente, luego se 1le agrega 0.25 ml de
acetato de calcio 1.3 M, pH 6.0 y 0.25 ml de NaCl 0.1 M, se afora
a-50 ml con agua bidestilada y se centrifuga a 3000 rpm en duna
centrifuga clinica. El1 sobrenadante se transfiere a un matraz

Erlenmeyer. La solucién de almiddSn se prepard el df a del ensayo.

Solucién de yodo-yoduro de potasio: 0.4 g de iodo metilico
sublimado se disuelve en 100 ml de una solucién de yoduro de
potasio al 6%, se almacend a 25°c en un frasco ambar. E1 dia del

ensayo se hace una dilucién de 1:100 con Acido clorhidrico 0.05 M,
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]"Idil! Semillas Dasinf!:tadunl

Incubacién dyrante 48 h en buffer
1 x 197 M _de ABs a 25°C
Yy a 150 rpm.
Medio de Homogenizar
incubacidn mediam wamillas
QCIIQHEII‘ FY Reposar a °c °C-l¢ntlr a
45C x 20 ain &3°C x 20 min
1A 8 28 2A
' Contrifugar a 12,100 x g, 4° C durante 10  min.
IAJ/ 18 28 2A
Soby t Sob t Sobrenadante Sobrenadante
dal medio del medio del extracto dml extracto
de incubacidn de incubacion del - tejido del teijido
calentada no calentado no calentado calentada
(SCCH (8§C) (TSD) {TCe)
Fig. 2.1. Incubacion de las medias semillas y preparacion de

extractos para
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Mstodo: en tubos de vidrio de 12 x 130 mm se coloca 0.250 ml de
la solucién de almidsSn, 3.75 ml de H20 bidestilada y 2 mi de
iodo-yoduro de potasio (1:100), se lee a 620 nm contra un blanco
de reactivos conteniendo 4 ml de agua bidestilada y 2 ml de la
solucién de I2/KI. Esta lectura corresponde a la cantidad de
almiddn inicial (Ai) y debe tener una absorcidn de 1.0. Si es
menor que la unidad hay que aumentar el volumen de almiddn
empleado y si es mayor hay que disminuirlo sin alterar el volumen
de 4.0 ml para la mezcla de almidén agua. A 250 pl de almiddn se
le agrega una alfcuota (20-100 ¢1) del extracto enzimitico o del
medio de incubacién, se incubd a temperatura ambiente por un lapso
menor de 10 min. La reaccidn se finaliza adicionando 2 ml de 1la
solucidn de I2/KI y 1la cantidad de agua necesaria para completar &
ml, finalmente se lee a 420 nm. Esta lectura corresponde a 1la
cantidad de almidSn que no se consumid en la reaccidén (Af).

La alfcuota de extracto enzimitico y el lapso de tiempo de
reaccién (tr) se escogen de tal manera que la absorbancia para el
ensayo enzimitico (Af) fuese entre 0.5 a 0.7 que es el rango de
absorbancia de mayor linearidad. La actividad de la enzima se

calcula de la siguiente forma:

Actividad de
o—amil (Ai~Af) /tr x vol total de smuestra_ensayada_(ml) . &
= vol de la muestra ensayada (ml)

La unidad de a-amilasa se definié como la cantidad de enzima gque

provoca un cambio de §f D.O/min a una longitud de onda de 4620 nm

en las condiciones estandares de determinacién.

24



4.5.3. Determinacién de protef nas

La determinacidn de protefnas se realizé de acuerdo al método de

Lowry (1951) modificado por Peterson (1977).
Reactivos

1) Solucién de carbonato-tartrato cobre (CTC). A una solucidén de
100 ml de carbonato de sodio al 10%Z se le affade 0.1 g de sulfato
de cobre y 0.2 g de tartrato de potasio.

2) Hidréxido de sodio 0.8 M

3) bodecil sulfato de sodio 10Z (SDS)

4) Reactivo de folfn ciocalteu

Solucidn A: se mezclaron partes iguales de las soluciones de CTC,
NaOH, SDS y agua. )
Solucidén B: un volumen del reactivo de folfn ciocalteu se mezcld
con cinco voldmenes de agua.

Método: a 1 ml de la muestra se le agregan 1 ml de la solucidn A y
se deja reposar por 10 min a temperatura ambiente. Transcurrido
este tiempo se le agregan 0.5 ml de la solucién B. se incuba por
30 min a temperatura ambiente. Se lee a 750 nm contra un blanco
preparado con ! ml de agua en lugar de la muestra. Como estAndar
se utiliza albdmina de suero bovino fraccién V  libre de Acidos
grasos en un rango de concentracifn entre 0 y 40 wug/ml. En la
Figura 2.2 se muestra la curva patrén de seroalbdmina cuyo

coeficiente de correlacién es de 0.989



Abmorbencia (750 nm)

0.2

© 5 10 15 20 25 30 35 40
Albuminz {microgramos)

Fig. 2.2.~ Curva sstandar de serocalbGmina (BSA).
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4.5.4. Determinacidn de la capacidad de sintesis de protefnas de

las medias semillas.

Las medias semillas de trigo se incuban por 45 h en Q{uffer de
incubacién en presencia 6 ausencia de AG9, a este tiempo se retira
el medio de incubacién. Las medias semillas se lavan 2 veces con
medio de incubacién fresco con y sin (t) AGs, posteriormente se
les agrega a 5 ml del mismo y se aplican a cada uno 25 uci de
"S—matiunina, incubandose durante un periodo de tres horas mas,
se separa el medio de incubacién del tejida. El primero se
centrifuga y se utiliza directamente como fuente de protefna. EI
tejido se homogeneiza en un mortero con arena de mar v 3 ml del
siguiente medio: 1% de fi-mercaptoetanol, 10% de glicerol, 0.125 M
de Tris-HC1l (pH &.8), leupeptina 100 mM, 1 mM de metionima y se
centrifugaron a 12,100 x g, €] sobrenadante se utiliza para
determinar la incorporacién de precursor radiactivo a protef na.
Para determinar y cuantificar la marca incorporada en prote{nas en
&l sobrenadante del medio de cultivo y del extracto del tejido se

siguié el método descrito por Mans y Novelli (1961}, se aplican
alfcuotas de 5 pul del extracto anterior sobre discos de papel
filtro (Whatman 3 MM de 1 cm de diidmetro) y se trataron con
diferentes concentraciones de TCA al 10% a 4°C por 10 min, luego
en TCA al 5% a 4° durante S min, después se hierven en TCA al S%
durante 30 min. En sequida se lava sucesivamente con TCA al 5% a
4°C , con etanol:eter (1:1 v/v) y finalmemte con éter.

Para evaporar el éter de los discos de papel se meten en el horno
a 45°C por 1S5 min, una vez que 1os papeles filtros estan

comp letamente secos y fri{os se introducen en viales que contienen
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S ml de solucidn de liquido de centelleo (agquasol NEN) vy 1los
viales se cuentan por 10 min en un contador de centelleo 1fquido

modela minaxi 3 tri-carb serie 4000.

4.5.5 1ldentificacién de las protefnas radiactivas en geles de

poliacrilamida.

Las protefnas marcadas con ¥g-Met se analizan en geles de

poliacrilamida-dodecil sulfato de sodio en la forma descrita por
Laemli (1970). Se utilizan geles en placas que se preparan a
partir de una solucién patrén cuya composicién fué: acrilamida 30%
y N,N"metil en bisacrilamida al 0.8%.

La composicién final del gel separador fuss 10% de acrilamida,
0.375 M de tris-HCl (pH 8.8) y dodecil sulfato de sodio al O.i% vy
y se. polimeriza con la adiciédn de tetraetilendiamina al  0.025% vy
persulfato de amonio al 0.0625%. El1 gel concentrador contiene 3%
de acrilamida, 0.125 M de tris-HC1l {(pH 6.8) dodecil sulfato de
sodio 0.1% y se polimeriza de manera similar a los geles de
separacién. El amortiguador de la electroforesis contiene tris-HCl
0.025 M, glicina 0.192 M y SDS 0.1% (pH 8.3).

Se aplican 25,000 cpm por carril disueltas en el buffer del gel
concentrador que contiene azul de bromofenol al 0.02%, glicerol al
15% y fi-mercaptoetanol al 0.07 M.

ta electroforesis se corre a temperatura ambiente a 100 volts por
una h ¥y luego a 150 volts por 4 h. Terminada la electroforesis

el gel se deshidrata por 3 h en una solucién de etanol al 30%

conteniendo 4cido acético al 10% y luego se sumerge por una hora

en una solucién de S5% de Acido acético, 15% de etanol, 30% de
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rileno y 0.4% de 2,5-Difeniloxaxol (PFFCG) por una hora. Pasadao este
tiempo se lava con agua 2 veces, 30 min cada vez y se seca en un
secador de geles. El gel seco se expone a una pelicula Kodak
X-omat K de 8 X 10 plg a -70°C, Para obtener una mejor resolucisdn
se utiliza una pantalla intensificadora. La radiactividad relativa
de las bandas se determina por método Fluorogrifico (Laskey,

1975) .
4.5.6. OGeles de actividad de a—amilasa.

Una alfcuota de extracto enzimitico del medio de incubacién
correspondiente a una wunidad de a-amilasa -] alicuotas
equivalentes se colocaron en tubos Eppendorf y se les adiciona
igual volumen de un buffer que contiene tris HCl a 0.250 ™ (pH
&.8), glicerol al S50%, azul de coomasie al 0.04%, fA-mercaptoetanol
al 0.15 M. Estas muestras se corren en un gel plano bajo
condiciones no desnaturalizantes. El gel concentrador fue al 3% y
el separador a 7.5% ambos conten{an 12.5% de glicerol. Los geles
se polimerizan en forma similar que los geles desnaturalizantes vy
se corren a 20 mA por 6 horas. Las bandas de a-amilasa se revelan
embebiendo al gel en almidén al 1% por 30 min seguido de una
incubacién en acetato de calcic G.05 M (pH &6.0) a 50°C por 5 min,
se retira este buffer y se le agrega solucién Iz/Ki. El1 gel se
torna de color azul excepto donde se encuentran las bandas de

a—amilasa.
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4.5.7 Identificacién de a—amilasa por electrotransferencia.

Se corren 75 Mg de proteina en un gel desnaturalizante de
poliacrilamida con las condiciones descritas en la seccién 4.5.6.
Una wvez terminada la corrida, el gel se prepara para la
electrotransferencia sumergiendolo por-30 min en un buffer de
transferencia (3 g de tris, 14.4 g de glicina, 200 ml de metanol y
1 g de §DS aforados 1 litro). Luego se escurre y se coloca enmedio
de un papel filtro 3uM y otro de nitrocelulosa previamente
embebidos en buffer de transferencia, la cual se realiza a 60 mA
por un lapsn de 19.5 haras.

Una vez terminada se retira la membrana de nitrocelulosa y se
embebe en una solucién de buffer salino de Tris (TBS) cuya
composicién final fue 20 mM de Tris-HC1 (pH 7.5) y 0.5 M de NaCl y
se agita durante un lapso de 10 min. Posteriormente se reemplaza
la solucién por una solucién bloqueadora de leche descremada al 5%
en TBS a agitacisn constante durante 60 min.

Una vez transcurrido este tiempo se remueve la solucién y se
sustituye por una solucién de buffer salino de Tris Tween 20
(TTBS) cuya composicidén final fué: 20 mM de Tris-HC1 (pH  7.5),
0.5 M de NaCl y 0.05% de Tween-20. Se lava en esta solucidén dos
veces por un lapso de S min cada vez y se le agrega el primer
anticuerpo llamado anti~a-amilasa en una dilucién (1:200) en 200
ml de buffer y con agitacién constante durante una h, una vez
finalizado este tiempo, se lava dos veces en TTBS durante S min
cada vez y se agrega 18 1 del segundo anticuerpo llamado

anti~anti-a—amilasa, en &40 ml de buffer TITBS con agitacidén
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constante durante 1 hora. Al término de este tiempo se lava en
buffer TTBS por 10 min cada una y una final de 5 min., Una vez
terminado este tiempo se le agrega la solucion de desarrollo de
color.

Soluciones de desarrollo de color.

A. 1 Litro de buffer de Bicarbonato (0.1 M de NaHCOs, 1.0 mM de
MgClz, pH 9.8).

Agregar 8.40 g de NaHCOs a ©0.2033 g de MgClz y aforar a 1
litro con agua destilada y desionizada (dd), ajustar a pH 9.8 con
NaOH.

B. Se prepara 1 ml de dimetil formamida (DMF) al 70% mezclando 0.7
ml de DMF con 0.3 ml de agua. Se disuelven 30 mg de NBT <(azul
de p~nitro cloro tetrazolio (NBT) en la solucién al 70% de DMF.

C. Disolver 15 mg de sal de S—-bromo 4-clore 3~indolil fosfato
de p~toluidina (BCIP).

Desarrollo de color.

S2 mezcla 1 ml de la solucidén stock de NBT (30 mg/ml) y 1 ml del
stock de BCIP (15 mg/ml) en 100 ml de buffer de carbonatos y se
agita. Posteriormente se sumerge la membrana de nitrocelulosa en
esta solucién de color y se agita constantemente durante 15 min,
al final de este tiempo aparecen las bandas de protefna, después
se enjuaga con agua destilada para parar el desarrpllo de . color

durante 10 min.
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4.5.8 Analisis estadistico.

Los resultados obtenidos wse manejaron con un  "analisis de
varianza%, para k-euestras independientes con un valor de
probabilidad del 95% y un factor de confianza de 0.05.

Después s2 realizéd un anilisis de intervalo miltiple por el mé&todo

«grifico-estadistico Tukey* (Duran, et al. 1987).
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5) RESULTADOS Yy DISCUSION

S.1 EFECTD DEL. ACIDO GIBERELICO (AGs) EN LA PRODUCCION Y SECRECION
DE a-AMILASA.

Los niveles end5genos (-AGa) de a—amilasa fueron similares en
endospermos de semillas deterioradas y no deterioradas pero las
medias semillas deterioradas producen una manor actividad
amilolftica como respuesta al AGa que la producida por el lote
control (Tabla 1). Se ha demostrado que la s{ntesis de oa-amilasa
se inhibe' cuando su secrec:i16n de la misma se ve inhibida (Okita vy
Col, 1979). Asimismo en aleurona de trigo aislada se demostréd que
la actividad de a-amilasa secretada por aleurona deteriorada era
menor que la actividad de la enzima secretada por el tejido
control (Aspinal y Paleg, 1971). Ademis, durante ®1 deterioro se
alteran algunas funciones membranales (Bewley, 1984) y de la pared
celular {(Priestley, 1986). Lo anterior sugiere que probablemente
el sistema secretor de a-amilasa esté daffado y ¢sto podrfa
contribuir a una menor produccién de la misma.

En la Tabla 1 se muestra que la cantidad de a-amilasa secretada,
expresada en porcentaje del total producido por ambos lotes de
tejido es similar independientemente de la presencia de inductor
en el sistema. Estos datos sugieren que la secrecién de la
actividad enzimitica no estid alterada en tejido de bajo vigor por
lo que esté factor no estaria contribuyendo en forma importante a
la menor produccién de a-amilasa inducida por AGs en aleuronas de

semilla deteriorada.
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TABLA 1. EFECTO DEL ACIDO GIBERELICO (AG,> EN LA PRODUCCION
«~AMILASA  EN ENDOSPERMOS DE TRIGO.

ACTIVIDAD, DE o—~AMILASA
(U de enzima /20 endospermos)

Lote® Tratamiento sn* 752 Secrecion®
(%)
- d
+AGs ’456- 78 . 85.63 . 82.31
2164.44 2 19.44 * 4.46
Control
b e
~AGa + 97.51 ‘.41.00 +72.39
- &0.74 - 9.59 - 5.49
f 4
+AGa _._275. 28 +64 .99 +Bl .38
- 75.17 -18.77 - 4.86
Deteriorado
L3 <
~AGa - 91.83 +34.30 +6B.62
= 55.11% -15.98 ~13.52
rumercs  woguidos  con  la mema  letra  no aon significativamente
diferentes @ un =0, 05
1 Promedic de 7 determi 2 deaviacion estandar.
2¢ Unidad de «-amilasa (Ux cantidad de enzima que provoca un

cambio en 1 D.Os/min a ©Zo nm,
3 Xl peso fresco ulilizado para c/tote fue entre 0.358 y O.c0 9.
4) Sn: sobrenadantie del medio de incubacion.

5 T d dot g do de la aleurena.

g
]
3
[k

& L3 eatculado on cada experimento = -eweo=~oeooo—os 100

desviacion estandar
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5.2 PATRON ISOENZIMATICO DE LA ACTIVIDAD DE a~AMILASA PRODUCIDA
POR ENDOSPERMOS CONTROL Y DETERIORADOS.

La actividad de a—amilasa inducida por Ats en tejido de aleurona
de trigo esta constituida por dos grupos de isoenzimas las
llamadas de alto pl (6.B-5.5) y las de bajo pl (5.5-4.5) formadas
por 4 bandas cada uno (Rodr{quez, 1991). En cebada se ha
demostrado gque las isoenzimas de alto pl contribuye en mayor
proporcién a la actividad total (Murray, 1984). Lo anterior
sugiere que la menor actividad de a-amilasa producida por
endospermos deteriorados podria deberse a que en el tejido
deteriorado se sintetizen un menor mimero de isoenzimas de alto pl
S bien a qgue el tejido deteriorado sea mas abundante 1la
proporcidn de iscenzimas de bajo pl respecto a las de altao.

En la Fig 3 y 3A se muestra que a nivel cualitative el patrén
electroforético de isoenzimas producido por ambos tipos de
endospermos es similar por lo gue se concluye que en el tejido
deteriorado ambos grupos de isocenzimas de a-—amilasa se expresan,
sin embargo en ambas figuras tambien se observa que las bandas de
las  izoenzimas de bajo pl son de mayor intensidad en los
endospermos deteriorados que en el control, independientemente de
que la muestra este o no calentada (comparar carril Acon C y B

con D).
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pl~68- 55

pl-65-45

FIG 3. PATRON EL.ECTROFORETICO DE ISOENZIMAS OBTENIDAS DE A 48
HORAS DE INDUCCION CON AGs () 1 x 107°M CALENTADAS (A) O NO
DURANTE 20 MINUTOS A 65°C. Se colocé una alicucta del extracto
correspondiente a cantidades equivalentes de aleurona. De

izquierda a derecha muestras control (C) y deterioradas (D).



FIG 3A. PATRON ELECTROFORETICO DE 1SDENZIMAS OBTENIDAS DE A 48

HORAS DE INDUCCION CON AGs («) 1 x 10721 CALENTADAS (a) O NO

DURANTE 20 MINUTOS A 65°C. Se colocé una alicuota del extracto

correspondiente a cantidades equivalentes de aleurona. De

izquierda a derecha muestras control (C) y deterioradas (D).

Nota: el negativo se obtuvo con la Ffinalidad de observar las

diferencias de intensidad de los diferentes isogrupos.
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5.3 NIVELES Y TERMOESTARILIDAD DEL PEPTIDO DE a~AMILASA EN
ENDOSPERMOS CONTROL Y DETERIORADODS.

En embriones aislados de trigo se ha demostrado gue la eficiencia
y fidelidad de la maguinaria de sfntesis de protefna disminuye a
medida que aumenta el tiempo de deterioro (Bray, 1979). Si en la
capa de aleurona de la semilla, el almacenamiento tuviese un
efecto similar, los niveles del péptido de a-~amilasa y/o 1la
estabilidad del mismo se verf an afectados en forma negativa. La
contribucién de estos pardmetros se estudié cuantificando en ambos
lotes la cantidad y termoprecipitacién del péptido de o-—amilasa
producido en 48 bh de induccién. La cantidad del péptido de
a-amilasa se estimd por inmunoréplica (Fig 4 ), donde la
intensidad de las banda de a—amilasa inmunoprecipitada se estims
en un espectrofotémetro de barrido y se expresd como unidades
arbitrarias de &rea (Tabla 2) La cantidad de péptido acumulado en
el sobrenadante del medio de incubacién del lote control fué mayor
que en @l deteriorado, independientemente de si el tejido Ffué
tratado con AGY & si fué calentado o no (Tabla 2)

El porcentaje de péptido de a—amilasa que se precipita por calor,
es similar para ambos tipos de tejidos. independientemente del
tipo de tratamiento, los resultados anteriores tndican que la
menor respuesta al AGs que presentan los endospermos deteriorados
no se debe a la produccién de péptidos de a—~amilasa inestables al
calor si no mas bien a gue hay una menor acumulacién de péptidos
Esta menor acumulacién podria deberse a que la sintesis :;e
protef nas del tejido o a que solo la a-amilasa se encuentra

disminu da. Ambas posibilidades se exploraron en esté trabajo.
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-C+C -no-o -C +C.~D +D
S§CC SSC

FIG 4. INMUNOREPLICA DE a-AMILASA ACUMULADA A LAS 48 HURAS EN
ENDOSPERMOS CONTROL (C) Y DETERIORADDS (D). Se colocsé en cada
carril 75 pug de protefna para ambos lotes y se procesé como se
indica en Materiales y M&todos para la realizacién de la
electrotransferencia. A la izquierda se muestra el efectao del
calor a 45 C ;( 20 min (scc) y a la derecha sin calentamiento

{ssc), as{ como en ausencia (-) y presencia (+) de AGa.
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-C+C~DiD -C+C~D+D
sCC SSC

FIG 4. INMUNOREPLICA DE a~AMILASA ACUMULADA A LAS 48 HORAS EN
ENDOSPERMOS CONTROL (C) Y DETERIORADOS (D). Se colocé en cada
carril 75 ug de protefina para ambos lotes y se procesé como se
indica en Materiales y Métodos para la realizacidn de la
electrotransferencia. A la izquierda se muestra el efecto del
calor a 65°C x 20 min (sce) y a la derecha sin calentamiento
(ssc), asl como en ausencia {(—) y presencia (+) de AGs.

Notas fotografia de la transferencia con menor tismpo de revelado.
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TABLA 2. NIVELES Y ESTABILIDAD AL CALOR DEL PEPTIDO DE «~AMILASA
SINTETIZADO POR ENDOSPERMOS CONTROL Y DETERIORADO.

a a
NO_CALENTADO CALENTADD__
Lote Tratamiento Sn T3 Sn T3
+ACGs 1674 78 1103 b2

[=4
-AGa 352 34 136 47
+AGa 878 145 531 66

1)
~AGa 203 N.D 82 94

a: Unidades arbitrarias de area
Sn: Sobrenadante del medio deincubacion
Ti exiracto del tejido
N.D: o detectado

na=2
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5.4 DETERMINACION DE LA CAPACIDAD DE SINTESIS DE PROTEINAS Y DE

a-AMILASA DE ENDOSFERMOS CONTROL Y DETERIORADOS.

La sintesis de protefnas en endospermos control y deteriorados se
cuantificS por medio de incorporacién de ’ss—metianina al material
precipitable por TCA. En la Tabla 3 se muestran los resultados de
dos experimentos independientes realizagos con el tejido control y
tres con el tejido deteriorado.

La captacién de *3G-metionina fué similar para ambos tipos de
aleuronas independientemente de la presencia de AG (tabla 3,
columna 1).

Debido a que las cpm captadas por el tejido fuerdn ligeramente
diferentes en cada experimento y para cada tratamiento, la
capacidad de sintesis de protefnas se expresd como el % de cpm
incorporadas a proteina precipitable con TCA del total captado. Al
determinar esté pardmetro (columna 3,tabla 3) se observé que en el
control la adiciédn de AGs al tejido, disminuye la sintesis de
proteinas en un 44 % con respecto al tejido del mismo lote pero
incubado sin fitorregulador, mientras que el tejido deteriorado
el AGs tiende a aumentar este parametro.

Por otra parte, cuando se realizé el patrén de protef nas
sintetizadas (Fig 5), se observd que el patrén de prote{nas
sintetizado y remanente en el tejido fue muy similar para ambos
lotes independientemente de la presencia de AGa. Estos resultados
son similares a los mostrados por otros autores (Higgins 1984 vy
Mozer, 1980), donde las diferencias se encuentran a nivel de
sintesis de a—amilasa y ésta se excreta al endospermo almidonoso.

El p$ptido cx—amilasa marcado con 35 Met se aislé del resto de las
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TABLA 3- CAPACIDAD DE SINTESIS DE PROTEINAS DE ENDOSPERMOS

CONTROL. Y DETERIORADOS

1 2
Lote Tratamiento Captacién Sf ntesis de
{cpm) proteina
(cpm precipitables
por TCA)
-AGs 4.74 x 10% 1.30 x 109
S5.64 x 10 1.37 % 10
Control - o
+AGa 4.65 x 10 0.56 % 10,
3.45 x 10 0.57 » 10
-AGa 4.49 x 10% 0.88 x 10%
4.13 x 10 0.78 x lOd
3.57 x 10 0.468 x 10
Deteriorado
+AGs 5.06 x 10% 0.66 x 10°
4.07 x 106 1.04 % 10
3.14 x 10 0.90 x 10°

a
Capacidad de
sintesis de
proteina
%)

27.52
24.38

12.01
16.42

19.468
18.92
19.07

12.83
25.76
28.72

cuenlas capladas por minulo fcpm

as

1.~ cpm tadas de {onina % 20 end

2.~ cpm incorporadas @ proteina X 2O endospermos

cpm_incorporadas en material precipiiable sn TCA

cpm incorporadas al tejide

a3

% 100,



FI6 S. PATRON DE PROTEINAS SINTETIZADAS. Se colocaron 50,000 cpm
del extracto del tejido (Tj) de las aleuraonas control (C) vy
deteriorada (D) inducidas en ausencia (—) y presencia (+) de A 1
x 107°M durante un lapso de 3 horas y se corrieron en un gel de
acrilamida SDS. Al final de la corrida se proces® como se indica
en Materiales y MStodos para la realizacién de una fluorograffa.

protef nas - sintetizadas por inmunoprecipitacién.

as



El péptid9 precipitado se corrié en un gel desnaturalizante, la
banda de a-~amilasa se puso de manifiesto por fluorograffa y su
sf ntesis se cuantificé determinando las cpm en 1la banda.los
resultados se muestran en la Tabla 4. La cantidad de a-amilasa
sintetizada fue mayor en el tejido tratado con AGe que en el no
tratado para ambos tipos de tejido.

De acuerdo a la Fig 3 los dos isogrupos de a—amilasa se expresan
en ambos tipos de tejidos, sin embargo, la proporcién de cada
uno de estos isogrupos no puede determinarse en esté tipo de
experimento. Bien podrfa ser que en los tiempos utilizados para
medir a—amilasa radiactiva, en el tejido deteriorado se
sintetizen en mayor proporcién las isoenzimas de alto contenido
de metionina (bajo pl), mientras que en el control se estan
sintetizando de manera preferencial las de alto plI. Cuando se
cuantificd la cantidad de péptido acumulade (Tabla 2) se encontrsé
casi dos veces mis péptido en el tejido control que en el tejido
deteriorado y si la actividad es reflejo del nimero de sitios
cataliticos (mimero de moléculas de wa-amilasa) habra mayor
actividad en el tejido control que en el deteriorado.

Los resultados anteriores sugieren que la menor actividad de
a—amilasa observada en tejido de bajo vigor se debe a la menor
produccién de péptido de a—amilasa muy probablemente por una menor
sintesis de uno de los isogrupos.

Notair Mientras esta tesis se encontraba en proceso de revisidén, an
el laboratorio se determin® que la radiactividad acumulada como

a—amilasa, cerca del &40 % se incorporaba a las bandas de bajo pl.
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TABLA 4.~ SINTESIS DE o-AMILASA

Lote Tratamiento o—ami lasa/endaspermo
(CPM inmunoprecipitadas)

~AG=2 145
Control

+AGs 30356

-AGs 16304
Deteriorado

+AGs . 38094

CPM: cuentas por minule.

neEa

as



4) CONCLUSION

Las aleuronas provenientes de semillas de bajo vigor responden
al tratamiento con AGs produciendo «-amilasa aunque en menor
cantidad que en semillas control (tabla 1).

La capacidad de sintesis de proteina que presenta la aleurona
deteriorada es ligeramente menor que la del tejido control
{tabla 3).

La adicién de AGs al tejide produce una mayor sintesis de
proteina en el tejido deteriorado que en el control (tabla 3).
Cuando se cuantificd la a—amilasa como péptido acunulado se
encontrd que el control acumulaba un 5274 mas que el
deteriorado (fig 4 y tabla 2). Mientras que cuando se
cuantificéd su sintesis por incorporacién de s:’S-ﬁet‘. {tabla 4)
la aleurona deteriorada produce un 24% mas de a—amilasa que el
control (tabla 4).

Los cambios fisiologicos y biogquimicos que sufre 1a aleurona
durante el deterioro limitan 1la sintesis de uno de los

isogrupos de a—amilasa.
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