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RESUMEN 

En ~e:n1 l las almacenadas el meta bol isrno de la aleurona se enc1..tontra 

disminuido. especialmente la producción de la cr-amilasa. esta 

hidrolasa se sintetiza de novo como respuc:>sta al AG:l y SBCreta 

al endospe..-mo almidonoso. Lo anterior sugiet"e que el pr·oc:eso de 

bies.! ntesis y/o ~ecrec:i6n de cr-amilasa se enc:uentr-"l modi+ic:ada 

la aleuror1a deteriot·ada. Para demostrar lo anterior en este 

traba.Jo se estudio la bioslntesis y/o secreción de la cr-~milasa 

endcspermos provenientes di=- semilla det.e:riorada de trigo. En 

concordancia con reportes anteriores encontró que los 

de endo1<>permos deteriorados producen una menor 

a-amilasa. El patrón isoen::imitico produc:1do por ambos tipos de 

ondosper-mos +:u.áo si mi lar, sin o-mbargo en endospermos deteriorados 

las isoenzimas de .baja pi cont,-ibuyen en mayor proporción la 

actividad total. Por otra parte la acumuJac1ón do-1 pápt1da de 

a-amilasa Tue mayor en endospermos control que Qn el deteriorado. 

Lü capacidad des! ntesis de proteínas para ambos tipos de tejidos 

es si mi lar, mientras que la cantidad de o-ami lasa ratflactiva 

sintetizada es mayor E:oll los endospermos deteriorados ql1e los 

controles. 

Los resultados anteriores interpretaron que la menor 

act1vidad de o-amilasa observada en tejido de bajo v1got" se debió 

a la menor pi-aducción de uno de Jos isogrupos de e!ita hidr-ol.isa. 

muy probablemente al isogrupo de alto pi. 



1) ANTECEDENTES 

La semilla como organismo vivo durante el tiempo de que 

almacena su-fre un proceso de enveJecimiento o p~rdida de vigor que 

conduce a cier-to deterioro bioqLúm1co y .f=is1ológico que se observa 

durante todo el ciclo de vida de lit1 planta qu~ se at·ic;pna a partir 

de ella (Pollack y Ross, 1972; T1burcio, 1986>. Este proceso es 

acelerado por la alta humedad relativa y tE>mperatura de 

almacenamiento CBewley 1978, 1982; RobC!'rts, 1972>. 

Desde un punto de vista .fisiológico el dl?teríoro su-frido por las 

semillas en el almacán se mani~iesta en etapas tempranas de 

desarrollo como un retraso en la germinación y una di.sminuc16n 

el ct"ecimiento heterotr6~ico de la plántula. Esto último va 

acompaf'Sado de una disminución la eficier1cia la cual 

movilizan las reservas <Tibur·c10 1986, y Padilla 1987). 

La movilización de reservas es Uh proceso que se realiza en el 

endospermo de la semilla de cereal y en el cual participan las 

hidrolasas que la capa de aleurona s1ntet1za de novo y secret~ al 

endospermo alm1donoso. La Tunc16n de estas 

hidrolizar lo~ polímeros que constituyen las 

Black, 1978>. 

la de 

<Bewley y 

Una de las hidrolasas sintetizadas de novo y secretada por la 

aleurona se encuentra la ce-ami lasa <Bewley y Black. 1978>. Esta 

en-:ima inicia la hidr6l1sis del almidSn, los productos de esta 

hidr6l 1sis, maltosa y glucosa, com:;t1tuyen el mayor aporte de 



sustratos para el crecimiento y desar-rollo del embrlón 

1984). 

En semillas almacenadas el mt<tabui 1smo la aleut·ona 

encuentra d1sm1 nuido especialmente en la p1-oducc...16n de C\-ami las21 

<Tiburcio 1986. Rodrigue.: 1991>, poi· lo que la hid1-ol1s1s de 

almid6n es más lent,:i. quu en lc>s sem11la!:- no cilmacenadas 

<contr-ol), ocasionando un~ 

para el crecimiento del embr11!:in ge1·mini1do. 

Desde el punto de vista mecanist1co lo anterior podr1a deberse 

una alteración de los eventos molecula1-es que participan en la 

inducción, btosf ntesis y/o !ioecn?cl<Sn de a-amt 1,;sa. 

Es~ud1os previos han demostt·ado que los eventos que participan en 

la ind1..1cc16n enzimat1ca: d1spornbilidC\d de á.c1do g1be1·elico (AG~1) 

(liburcio, 1986) y sensibilidad del tejido inductor, 

encuentran modi-F1cados en el te.1 ido dete¡#1orado <r~od1-iguez, 1991). 

Lo anterior sugiere que el proceso dt!' biosi ntes1s y/o ~ecreci6n de 

o-amilasa se encuentra modificado en la aleuronñ deteriorada, par~ 

demo.trar lo anterior en este trabajo se estud1ó la biosí ntes1s y 

secreción de o-amilasa aleurona deteriorada de trigo. A 

cont1nuac16n se pr-esnnta en formñ breve, la lntormac1on que el 

lector requiere para una mayor comprensión del tema. 

2 



2> JNTRODUCCION 

2.1 ESTRUCTURA Y CCJMPOSICIDN OUIMJCA DE LA SEMILLA DE TRiGü 

El trigo constituye uno de los cereales mas e::tend1dos el 

mundo. Es una angiosperma y pertenece la ram1l1a de las 

gram1neas. Las estructuras ~sicas que se reconocen en una ~em1lla 

de trigo son: testa~ capa de aleurona, endospermo almidonoso y 

embrión. 

2.1.1 Testa 

La testa la cubierta de la semilla y tiene la ~unción de 

proteger al embrión de posibles dal'ios mecánicos y restringe e! 

intercambio de qases entre el embr16n y el medio externo. Esta 

cubierta puede e"E.tar -formada de una 6 va1·1as capas de ciilulas y 

posee cutículas eHterna e interna. impregnadas con ceras v grasas. 

2.1.2 Capa de aleurona 

La capa de illE•urona e!:> 1.l par·te d~l endospermo e>:terno y E?st.a 

d1ferenc1ado mor'fol6gica y runc1onalmente como una capa distinta 

que puede estar ~armada de varias células ae espesot-, 

dependiendo de la cspe.:ie .de que se trfft.e <F1ncner. 19B9J. ALmque 

la ~leurona y el endospermo alm1dono50 Lomp~rten el or19er,. 

solo las células ce a.leurona pennanecen .... 1vas oe:.'spu~-.s 



almacenamiento de reservas se ha completado <llenado de granoJ. 

En el caso del trigo la cupa de aleurona (Fig 1) esta f-c.11·mclda por 

una sola capa de células <Fincher, 1989>, cuy.:-ti;:; pc'lrl::':fC!'S i;on=-1stcn 

de una c.apa interna relativamente delgatla y una capa tn:ter1or 

espesa. hay canales intercelulc.r-es que conectan lan co;-lL1las 

adyacentes, c:ont1enen un material s1m1lar a la pared interior dé! 

la .J.leurana (Fincher, 1989). 

Las células de la aleurona están rodeadas oor pared c:elul.:w 

primaria compuesta por diversos pol1sacár1dos, como arabinox1lanos 

que representan el 65-67% de SLI peso y de un 26-29'1. de gluc:anos 

con enlace ¡J-(1-4>, así como, pequef'fas cantidades de glucomananot> 

y celulosa que representan un 2% df:' su peso c.~d.:1 uno, asimismo 

contienen ácidos -feról1cos, pr1;>dominantemente ácido -ferúlico, los 

cuales estan unidos covalentemente a la pared celulo.u-. 

Las cé-lulo.lS maduras de aleurona de los cereales contiene cuerpos 

proteicos, conocidos como granos de aleurona los cuales estan 

rodeadas por cuerpos lip1 d1cos. Los gránulos de a1mid5n estan 

ausentes en la aleurona de granos maduros. Los cuerpos proteicos 

contienen una matriz amot·Ta f-ormad.:1 pot" prote! nas relativamente 

ricas en am1noácidm; básu.:os. pi ~sentan inclusiones del tipo l que 

son globoides, ~o,.-mados por .f1t1na asociados con sales de K•, 

Ng
0

y Ca .. que -forman la mayor reserva de f-os.fato y m1nerales del 

grano. 

También presentan 1nclL1s1ones del t1po 11 que c:ont1ene 

o-aminof-cnol, proteínas y carbohidraloü. Otras reservas pr~sent~~ 

en lo'.\ cé-lula incluyen c:arbonidt·atos (sacarosa, t·af-inosa y 

fructdnos>. ácidos riuonucle1cos, exo y endopeptidñ~d~ y v1l~m1nas 

(Fincher, 1989) .. 
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e apa de Aleurona 

scutelo 

¡e 

Fig 1. Estructura da la semilla de trioo <~aestivium) 
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2.1.3 Encospermo H~m1aonosc 

El endospQt·mu alm1dono•..,cJ Ol:upa ld '1le•yor· Di<I"~ I? llL?l volu1«>~·t1 dt- la 

mov1ii;;:o dL1r -.•:it.G l,; i;JL""t'fl1l>•.:Ct<'.'n. H::.1 t:l 10r-.ti::isper-mei ..:1...)11~tituye 

el t.E'Jtdo bl,:.r,c..o dG le.!::· er • .::.n"''-" h1drcd1t1c•.•'º ·;ecrelc<a,:.s por· l~o, 

alc~1r·ona v 

endospermo r.:onttenF.n e11 s1.1 inl~·-101· gr1r,ulcis ~lffltO~n Jos cu~les 

s1ntet1;;:¿.,dos Clrt1liü;Jlc<<;:,tos rjur·.-:1nt.L' L?l ÜC'Stlt1ollu dei 

endospermo. Lo~=o q1·¡1nulo<.:: dt~ .:.lm1ó~·n C<:·t:<<'> com~·ues.lo<; poi· an.1 losc;.: 

c:cJdenas 11 ru?i• les i.:umpue<5la pnt enlaces qluc:c•sl dtcos-,:1-~l-4) y 

ami lopect l na. Co.\denas r·Ctm1..=1c:ad°"'s compul?St..a por enlaces 

glucosídicos a-11-~ y 1-6>~ 1~~ propor·c1on~s dE c~d~ 

entt·c:: las uspec1"°'~- y v.::.rt~dqoo:es. Los 11p1do>;;; 

const1tu·yen lo!.3 menor-1:.-s corr.poner1t..,,s dt? los gr-~nL11os 

encunnr:ro.n 

pt·ot.ei roas 

c1lm1cbn. 

aqua. las p1·olam1n~s son tnsolubles ~r . .:.gu..:.. p(.,-1 u --tdld:ilc's 

et.:inol al 71)-5(1/; 1 lc0s glutC?l1n,1s la=- cu<il.c!~, ~P c.?.r.;icl1,.>r·1zc.or1 por-

l n~o 1 Ul· l L"S ~ulutilc•"" 

d1~oiuc:1ones dt lLtl. das .:le ár.:tdos o dt> u.c•sL•b ([lEo.•vl 1n. 197(•J. 

En tr icio r,i'"c:do1111n.:ln las qlulel in~~s 

cOflJ\Lntc. t·epresent.an un 8(1~'. de? las pr _tr21 n<'.'<':" Ju , . .._.c.t:1·v,"l, mu,.ntrc<!: 

que las albun.111-"\s v qlc.t•ul1no.~s Lu11tr1t.1U¡L;1 e.un ur 1S'l.. tlt.•ntrtJ tJe 

6 



este grupo se encuentran enzimas como r~-ami lasa y proteasa 

inhibidores de proteasas <F1ncher, 1989J. 

El endospermo posee células muertas 

ribosomas, retículo endoplásmico y ARN. 

residuos de núcleo. 

Asimismo contienGn 

protei nas de varias clases incluyendo alguna& 

(3-amilasa, proteasas, inhib1dores de a-ami lasa y otras prote1 nas 

de .función desconocida <Fine-her, 1989). 

2.1.4 Embri6n 

El embrión esta .formado de un eje embrionario y un cot1led6n <F1g 

2). El eje esta .formado por las siguientes ~structuras: el 

hipocotilo al cual esta unido el cotiled6n, la rai::z: embrionaria 

llamada radicula esta ubicada en la base del eje y esta cubierta 

por la coleori::z:a; la pl~mula quien dará origen las hoJas y 

tallo, se encuentra en la parte superior del mismo cubierta por el 

coleoptilo. Las monocotiledonoan presentan un cotiled!>n reducido 

llamado esr.utelo el cual ~ambién participa en l& movilización de 

reservas como una fuer.te de enzimas hidrolI ticas y -funciona 

un tejido de absorción de los productos de la hidrólisis del 

endospermo. 

Las c~lula~ del epitelio del escutelo presentan características 

estructurales semejantes la capa de aleurona cuerpos 

proteicos aná lagos, los cuales están rodeados de cuerpos l 1pi dices 

y contienen -fit1na. Sus cé-lulas tcimbión pre~entan pared CE!'lular, 

mitocondrias, ribosomas l 1bres, OOcleo central y algunos 

casos el retículo endopl.ásmico y los dictiosomas ya están 

presentes. contienen azúcares solubles como sacarosa y ra.finosa, 

7 



vitaminas, r--eser·vas de -fos-fato, asf pc"H·u 

rápidamente la si ntes1s de p,-oteí n.ois los pr 1met·os estadios dt.-:i 

la germinación <F1ncher, 1989)~ c.:1r·et.:en oe almicbn almacf:."n.-.do. 

2. 2 FACTOl<ES DE OETET<l Of»O 

El deterioro causa L•nc< C.:1smin11c1on en ""J vigor de Jus sem11Jas 

inic1ulmente, hastc¡ lleqar a ol1m1nar la c .... ·wac1di1d ele gú,.m1nuc1ón 

de las mismas. Du1·ante eJ cdmacE•narniento. el v1q•.)1 de la semilla 

dism.inuye. le.•~ semillas dE> baJo v1qor ó de ten- i orada e;¡ 

veloc1d.;;,cJ ele aPrm1n~c11">r• 

reducc16n de la capacidan para establecerse como organismo 

autotr6f1co. La disminución del vigor de las semill~s. depende du 

los -Factores 'f1sic:os y biológicos que> encuor,t ran f~n el si t 10 de 

almacenamiento, 6 811 el campo (RobEJrt!"::;, 1972). Entre lou -f.:;.ct.on~s 

fi s1cos eslan la atuós-fera que rodea a la semi l ln el ;;,J macén y 

el daNo mecánico suf,-ido durdnte l<> cosecha; lo::. más lmportanti:>o:; 

son la tc·rr·pl?t"LltUr<:\ y lü humedad, por lo qLir.:· un m.".tncuo e-f1cl~nte> de 

estos mini111i;;:o.a los caml.iios do la semi l .lu durante 

almaconan1i~nto. Entre los b10lógico& tenemoG: 

hongos. ini:et:tos y roedor-es (Hall-:.1n. 1986!. 

2.2. ¡ L.a 11ur:1eauo er. el alrr.AC•l'n 

En cer~ales 10 mcJor cond1c:ion de a1macenam1~r1~0 

re.lot_ivd dc:-l .;:o;. v una te•I•PPt"atur~~ de: (1 a 4 ºe, u este r·i:;o$pecto 

e>:15ten conu1c1onns par-tic1..1lar·os optimas dE' c"llm<'ioct•nam1t:nto pata 

cada ct.-pec 1 e de~ sem1 l .l. .lS. 

E• 



Un aumento le. hL.un1.:o.:-. 1·"'l,::;t 1 v1.:- OP.l ~lmr,.,_:,~'#n. oc_.,_.,1ona 

incremento en el conten1d.:> de aq•Ja de 1a semi l ta; este incremento 

de agua desencadena var it.·~ prc.c..cr:-D$ en" J :.1 ~Dfoll: leo< 

i> Un aumer•t.O en la respit·.:.c16n <F-r1estley. 19Bb>: al ~llmi?nt;.u-

el contenido de humedad en la ~em1ll~ 

incrementa, ocasionando una elevac1on 

1·f:>sp1r.: .. c:lOP d¡_,. cst:a 

la 

concentración de caz en el ambiente uel almacén. creándose una 

atmó&<fera 

semillas, 

disponibi 1 i dad 

anaerobica que puede causar el deterioro de las 

la respiración se realiza gracias a las reservas de 

inmediata (Mayer, 1980) éstas disminuyen 

ocas1onando, tal vez una menor velocidad de germinación de las 

semillas. 

ii) Danos <funcionales: al incrementarse la cantidad de agua libre 

la semilla, disparan algunas <funciones bioqui micas 

caracterJ'. sticas de la germinación <Bewley y Black, 1982), que al 

no llevarse a término por no encontrarse la semilla en condiciones 

adecuadas, su<friendo_danos que disminuyen el vigor de la semilla 

incluso causando la muerte del embrión. 

2.2.2 La temperatura en el almacán 

Con respecto a la temperatura, un incremento tanto an la 

temperatura como en la humedad del almacón, adern.is de causa~ 

elevación en la respiración de la semilla, -<favorece su' invas16n 

tanto por hongo& como por 1 nsectos que le causan daf'io en 1 a 

semilla <Ross, 1986). 
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2 .. 3 EFECTO DEL ALHACENAl'IIENTO EN LA FISIOLOGIA, BIOOUIMICA DE LA 

GERMINACION Y CRECIMIENTO HETEROTROFICO DE LA PLANTULA. 

La germinación es la serie de eventos -fisiol6g1cos estt·ucturales 

y anatómicos que se inir:ian con la absorción de agua por la 

semilla y culmina con la protusión de la radícula, la pos1b1l1dad 

de que se establezca una nueva generación. depQnde de los procesos 

bioqu!micos y -fisiológicos conocidos como movili:o::ación de los 

compuestos de reserva, que utili~aran para que la plántula 

adquiere la capacidad de establecerse como organismo autotró~ico 

<Bewley y Blacl:. 1982>. 

La coordinación de las funciones dependiente5 del embrión 

(viabilidad de la semilla> y de las del r_esto de la semilla, como 

son la movilización de reservas que resulta en un establecimiento 

óptimo de la plántula aún en condU:iones ambientales adversas. 

A continuación se exponen los principales daf"fos que su-fre el 

embrión durante el almacenamiento d~ la semilla. Respecto al 

e-fec:to del almacenamiento en tejido de t·eserva de cereales solo 

ha reportado que hay una dism1nuc1ón en la s! ntesis de a-ami lasa 

CTiburcio, 1986>. 

2.3.1 Alteraciones -fisiol6g1cAs y funcionales del embrión. 

s~ ha in-formado que el deterior-o produce las siguientes 

alteraciones -fisiológicas la semilla disminución la 

velocidad de germinación y de crecimiento, la ~rdida de la 

capacidad de f"ormat:ión de raí ces embriones de trigo enveJec1dos 

y anormalidades morfológicas en lat:. plántulas <Pr1estley, 1986>. 



Entre las alteraciones ~uncionales causadas por el deterioro, 

ha reportado una disminución en la cantidad de ATP en las células 

de sem1llas deterioradas, probablemente como consecuencia d¡,;o 

mala formación estructural de las mitocondrias al in1c1arse la 

germinación y lo que conduce a una d1sminuc1cin 

sintetizar ATP <Priestley, 1986)ª 

su Cilpacidad de 

Tambien la sí nte5is de protei nas, 

deterioradas, es en comparación 

embriones de semillas 

la presentada por 

embriones de alto v1gor, esto puede deberse una ó 

combinación de las siguiente razones: a> u una degradac16n de ARNm 

preformados, b> a una dism1nuci6n en la si nte~;is de los m:ismos, cJ 

a un d~o en los componentes de la maquinar1a de 5! ntesis de 

protei nas, d> a 

que se presenta 

número menor de pal isomas que ha observado 

semillas de bajo vigor <Priestley, 1986). 

Asimismo, en grados ex.tremas de deterioro, se reportan daí"ios en el 

ADN, aberraciones cromosómicas, y 

celular <Priestley, 1986). 

retardo la división 

2.3.2 Alteraciones moleculares del embrión. 

Se han reportado daf"¡os en Upidos y en proteínas <Pr-iestley, 

1986). Con respecto a los primeros las semillas con alto contenido 

de lipidos se deterioran rápidamente, quiza debido a la degradación 

de estas moléculas en reacciones de peroMidaci6n que ocurren en el 

almacén, o a la acc16n de lipasas ya sea de la semilla de la 

microTlora c1rcundante (Priestley, 1986).En lo que se re~iere 

las proteinas, ~stas cumplen 3 .funciones 

como material estructural, compuestos de 
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ef'ectos que? registran POI" el deterioro son un cambio las 

propiedades de solubilidad de las proteínas de reserva en runción 

del tiempo de almacenamiento de la semill~, ocasionando con esto 

alteraciones la prote61 is1s polimerización de estas 

moléculas (Priest ley, 1986}. Sl? reportan varios casos de reducción 

de las actividades enzimáticas la de la ~-amilasa, a-amilasa, 

catalasa, entre otras <Priestley, 1986), en relación a la semilla. 

También se ha reportado que el cambio del perril de isoenzimas que 

se observa durante la germinación 

deterioraclas o bien no se lleva a cabo, 

pero>:idasa en arroz (Pr1esley, 1986). 

retrasa en semillas 

el caso de la 

En cuanto a los carbohidrato5, parece ser que ocurre un consumo de 

las reserva& de primera utilización como sería el caso de la 

rarinosa <Priestley, 1986>, por la respirac16n que se lleva a cabo 

dur'ante el almacen<.:\mionto. 

2.3.3 Alteraciones ultraestructurales oel embrión. 

En células de embr'iones envejecidos, ha observado una 

coalescencia de los cuerpos l ipi dices, las membr'anas parecen 

suTrir un retraimiento, los núcleos presentan .forma lobulada, las 

m1tocondrias y cloroplastos, tienEn perfiles oistorsionados y hay 

una disminuc16nen el número de? pol 1!:.omas <Priest ley, 19Bb>, las 

células de semillas deterioradas tienen respuesta osmotica 

los pr imet·os estadios la imbibición, limitada 

man1+estándose salida de metabol1tos del interior de las 

mismas, lo cual ha 

<Priestley, 1986>. 

sido ut1l1zada prueba de vigor 



2 .. >.4 Mov1l1zac::::1ón dr: "E-'servas y su regulación 

Las re~ervas conten1tlc-s l:?n el endospermo almidonoso const1tuyen la 

fuente pr i ne ipal de los SL1stratos ut l liza dos por el embrión para 

el des.:\rrollo de la nueva plántula. Pero las reservas del 

endospermo alm1donoso son polímeros que previo utilización 

requieren h1drolizarse y transportarse al sitio de utilización. Al 

conJunto de eventos b1oquí micos que participan en la hidrólisis, 

transporte y asim1 lac16n de estos sustratos 

movilización de roserv"'s (Fig 2). En este proceso 

las siguientes etapas: 

distinguen 

a) Síntesis y/o secreción de hidrolasas por la capa de aleurona al 

endospermo almidonoso. 

La síntesis y secreción de enzimas hidrol!ticas por la aleurona 

constituye el paso limitante de la movilización de reservas. 

Respecto a la ~arma como esta etapa 5e realiza, se acepta que 

giberelina denomini\da ácido gibérelico CAGo> proveniente del 

embrión interacciona con las células de la aleurona promoviendo la 

sintesis secreción de a-amilasa, glucos1dasa, y dextrinasa 

límite y la secreción de la (3 1,3-glucanasa, la .fosfatasa ácida y 

la ribonucleasa. 

b) Hidrólisis del contenido del endospermo alm1donoso (.3lmid5n, 

protei nas, li p1dos, ácidos nuclóicos etc .. ). 

En cereales la hidrólisis del almid!>n constituye el evento 

principal del proceso de movíli2aci6n de reservas y 

por la acción concertada de varias enzima~, 

a-amilasa, 0-amilasa, enzima desramiTicadora, 

maltos1dasa. <Murray, 1984>. 
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Fíg 2. Col""te transY1tr•sal de pl.intula de cebada mostrando la 

ralación entru la produce ton du AGa, la cJ nte&1s y secreción de 

hidrolasas. asi como la movilización de nutrientes del endospermo. 
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c> Adaptación química de los productos de hidrólisis para 

posterior transporte. Por ejemplo el producto Tinal de la 

hidrólisis del almidón es una me~cla de glucosa y maltosa, ambos 

azócares deben ser transTormados a sacarosa en el escutelo, antes 

de ser transportado5 al embrión. 

d) Transporte de los productos de la hidrólisis hacia el embrión. 

La posición del escutelo entre el tejido de reserva y el embrión 

es indicativo del papel crucial que juega en la absorción de los 

productos de la hidrolisis. La glucosa es absorbida del 

endospermo, la cual es convertida a sacarosa en el escutelo y 

trasportada a la plántula en crecimiento. 

2.3.S. Propiedades enzimaticas de la o-ami lasa. 

Se ha reportado que el peso molecular de la a-amilasa en trigo 

duro rojo de primavera, es de 45000 daltones determinado por 

coe-Ficiente de 5edimentación y de 42500 daltones por 

electroToresis; el punto isoeláctrico de esta enzima es de 6.1 

6.2 CTkachuk y Kruger, 1974). 

La actividad enzimatica presenta un pH óptimo de S.S a 5.6 y una 

actividad especi~ica de 1465 µmoles de maltosa por por mg de 

proteína a 25 ºe, siendo estable a 50°C, y por tiempos cortos 

tambien lo es a 60 y 70 ºe, presenta una ~elación lineal en la 

grárica de Arrhenius de 20 a 60°c, con una energia de activación 

<Ea> de 8.71 kcal mol--,,deg-1 CTkachul: y Kruger, 1974). 
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2.3.6. lsoenzimas de a-amilasa 

En la actualidad esta muy claro claro, que la degradación del 

almid!ln se promueve por diversas isoenzimas de a-ami lasa <Murray, 

1984). Este polimorfismo de proteínas es el resultado de la 

enpresi6n de dos -Familias de genes diferentes (Nishikawa y 

Nobuhara, 1971 >. 

La expresión de estos genes da lugar a dos grupos de proteínas que 

han clasificado de acuerdo punto isoeléctrico 

inmunogenicidad y control geriéotico: el grupo de isoenzimas 

alto y el grupo de isoenzimas de pl bajo. 

(pi), 

de pI 

En el trigo estas ~amilias de genes se denominan a-Amy 1 a los que 

codifican para las isoenzimas de pI alto (6.3-7.5) y a-Amy 2 a 

los que codii=ican para las enzimas de pI bajo (4.9 -6.0) teniendo, 

11 y 16 alelos respectivamente. Estos genes están codificados en 

los cromosomas 6 y 7 del genoma de trigo CAinsworth y col., 1985). 

En cebada se denomina a-Amy-A al grupo de genes que codifican para 

isoenzimas de bajo pi <4.5-5.1) y a-Amy-8 los genes cuya 

o~presi6n da lugar a proteínas de pl alto <S.9-6.6). Para cada uno 

de estos grupos, se han aislado y caracterizado cuando menos 2 

isoenzimas. En el caso del genoma de cebada, estos genes estan 

situados en los cromosomas 1 y 6 <Nolan y Ho, 1988; Priestley 

1906). Durante la germinación de la semilla de trigo, los grupos 

de isoenzimas mencionadas no aparecen simultaneamente, ya que es 

el grupo de PI alto (o-Amy 1 > el que apare;;cc primero acumulándose 

a través de la germinación, a di~erencia del otro grupo (a-Amy 2> 

que lo hace posteriormente <Lazarus y col., 1985). 

Una situación similar parece ocurrir con los grupos de isoenzimas 
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de cebada, solo que invet"'tida, pues el grupo de pi bajo Ca-Amy A
0

) 

es el que apat"'ece pt"'imet"'o y postet""iormente lo hace el grupo de pi 

alto <JacoUsen y Higgins, 1982). 

2.3.7. Part1cipac16n de la a-amilasa en la expresión del vigor de 

la semilla. 

Las semillas de tt""igo recién cosechadas 6 almacenadas 

condicion~s óptimas <temperatura de almacenamiento menor de 20ºC y 

contenido de humedad menor del 12%) germinan rApida y 

homogéneamente y las plántulas a que dan lugar caracterizan 

por un rápido crecimiento heterotr6~1co y se dice que son semillas 

vigorosas 6 de buena calidad, mientras que aquellas almacenadas en 

condiciones de alta humedad y temperatura 6 en condiciones óptimas 

por muy largos periodos de tiempo dice que son semillas 

deterioradas, de bajo vigor, de baja calidad 6 envejecidas y sus 

parámetros de germinación y crecimiento hetet""otró~ico ~un menores 

que las de las vigorosas. 

El crecimiento hetet"'otr6fico de la plántula depende de la 

disponibilidad de nutrientes producida por la hidrólisis de las 

reservas de la semilla. En trigo al igual que en otros cerealeP, 

el almidSn es el principal compuesto de y la a-amilasa 

como ya se mencion:!I, participa en esta hidrólisis. Esta enzima se 

sintetiza y secreta en la capa de aleurona en respuesta al ácido 

g1beréJ1co, ~itorregulador proporcionado por el embr1ón durante la 

germinación. 

En trigo se ha demostrado que la párdida de vigor de la semilla 

por almacenamiento es concomitante a una menor producción de 
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a-amilasa por la capa de aleurona así como una disminuc16n la 

velocidad del crecimiento heterotr6Tico de la plántula, con 

respecto a la semilla Tresca. 

De lo anterior se concluye que los niveles de a-ami lasa producidos 

en la semilla contribuyen a la velocidad con la cual realiza el 

crecimiento heterotr6Tico de la plántula, reTlejando de esta Terma 

el vigor de la semilla. 



3l OBJETIVO 

a) Determinar la reducción en la capacidad y/o ~idelidad de la 

síntesis de proteínas en las cálulas de aleurona inducida por el 

deterioro. 

b) Detecc16n de da1'íos en t!l sistema secr""etor de la proteína. 
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41 MATERIALES Y METOOOS 

4.1 MATERIAL BIOLOGICO 

Para el aesarrollo de este trabajo se utilzaron dos lote& de 

semi.llas de trigo ~ ~' variedad Tonichi. Un lote de 

estas semillas con un contenido de humedad del 5 X se almacenó a 4 

ºe en 

gel, 

Trasco de vidrio con tapan de rosca y muNecas de silica 

condiciones mantiene caracteristicas de 

viabilidad y vigor, a estas semillas se les denoninS control. 

Otro lote de semillas con un contenido de humedad del 12 7. se 

almaceno a 25 ºe por el mismo lapso de tiempo en un ~rasco de 

vidrio con tapan de rosca, sin silica gel, donde disminuye el 

vigor y la viabilidad, 

deterioradas. 

estas semillas les denominó 

Ambo& lotes presentaron una viabilidad mayor del 927.. El lote 

control presentó mayor velocidad de germinación y crecimitinto 

heterotrófico que el deteriorado <Rodríguez, 1991> .. 

4.2 REACTIVOS 

Todos los reactivos utilizados en este trabajo fueron de grado 

analítico. 

4. 3 OBTENCION DE LAS MEDIAS SEHILLAS 

Las semillas seleccionadas se cortan transversalmente 

bisturi y las mitades sin embrión se desinTectaron una 

20 



solución de hipoclorit.o de sodio de marca comercial (cloralex) al 

O.BY. para eliminar la contaminación por hongos y bacterias que 

pudieran tener las semillas en la superficie. Se enJuagaron cinco 

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 sa 

agitan a 150 rpm durante 48 horas a una temperatura de 2SºC y se 

colocan en matraces Erlenmayer con tapón de rosca conteniendo 5 

ml da buffer de incubación. 

BuF~er de incubación: 20 mM succinato de sodio pH 4.0, 20 mH 

CaCiz, adicionando y sin adicionar AG:J (~Afi3) x 10-~M. 

4.5 METODOS ANALITICOS 

4.5.1 Obtención del extracto para determinar la actividad de 

la o-ami lasa. 

Las medias semillas se separarón por decantación del medio de 

incubación y se homogeneiza con 8 inl de buffer de homogeneización 

(0.2X de acetato de calcio a pH 6.0) en un mortero con arena a 

temperatura ambiente .. El homogeizado se divide an dos partes: una 

se calienta por 20 mina 65°C y luego se enFria rápidamente y la 

otra se deja a 4°C durante el mismo tiempo.. Ambas porciones se 

centrifugan a 12, 100 >e g por 10 min a 4°C. El sobrenadante de cada 

porción se utiliza como fuente de enzima y se denominan eHtracto 
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calentado. Ctcc> y no calentado Ctsc> <Fig 2.1 > El medio de 

incubación de las medias semillas también se divide dos 

alícuotas calienta a b5°C por 20 min y en-frió 

rápidamente y la otra se deja a 4ºC durante el mismo tiempo. Ambas 

alícuotas se centrifugan a 12,100 x g por 10 min a 4°C y al 

sobrenadante se le denomina medio de incubación calentado <scc> y 

no calentado (ssc>, ambas Tracciones se utilizan como fuente de 

o-amilasa <Fig 2.1> 

4.5.2. OetP.rminación de la actividad a-am1lasa 

Para eEta determinación siguió el ,00.todo de Chrispeels y Varner 

(1967), que consiste medir la disminución del complejo 

almi~n-yodo debido a la degradación del almi~n por acción de la 

a-arailasa. 

Sustrato: se suspenden 0.125 g de almi~n soluble en S ml de agua 

bidestilada, calentando a ebullición por 1.5 min, la suspen9ión se 

en-fria a temperatura ambiente, luego se le 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 una 

centrifuga cl!nica. El sobrenadante se transfiere matraz 

Erlenmeyer. La solución de almi~n se preparó el dí a del ensayo. 

Solución de yodo-yoduro de potasio: 0.6 g de iodo metálico 

sublimado se disuelve en 100 ml de una solución de yoduro de 

potasio al 6Y., se almacenó a 2sºc en un frasco ambar. El día del 

ensayo se hace una dilución de 1:100 con ácido clorhídrico o.os M. 
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t1adias Semillas Deainfectadau 

Incubación d~ante 48 h en buffer 
±.. 1 x 19- t"I de AG• a 25•c 

y a 150 rpm. 

2 
t"lttdio de 

incubación 
HomOQanizar 

medias semi 1 las 

IA 18 28 

RIPPoaar a 4° e 

18 28 

Cantrifugar a 12 1 100 x C,h 4° C durante 10 111in. 

IA 18 28 2A 

Sobrenadante Bobrenadante Bobrenadante Sobronadante 
d .. 1 ••dio del medio dal extracto d•l extracto 

de incubación da incubación del t•Jido del tejido 
calentado no calentado no calentado calentado 

<SCC• <SSC) CTSC> <TCC> 

Fig. 2.1. lncubaclan d• lu1 medias semillas y praparacion da 
extractos para la daterminacian de oe-ainilasa. 
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M&todo: en tubos de vidrio de 12 x 130 mm se coloca 0.250 ml de 

la solución de almidón, 3.75 ml de HzO bidestilada y 2 m1 de 

iodo-yoduro de potasio Cl: 100), lee a 620 nm contra blanco 

de reactivos conteniendo 4 ml de agua bidestilada y 2 ml de la 

solución de lz/KI. Esta lectura corresponde la cantidad de 

almidón inicial <Ai> y debe tener una absorción de 1.0. S1 

menor que la unidad hay que aumentar el volumen de alm1ó5n 

empleado y si es mayor hay que disminuirlo sin alterar el volumen 

de 4.0 ml para la mezcla de almid:Sn agua. A 250 µl de almid:!in 

le agrega una alícuota (20-100 µll del extracto enzimático o del 

medio de incubación, se incut:ó a temperatura ambiente por un lapso 

menor de 10 min. La reacción se rinal1za adicionando 2 ml de la 

solución de 12/KI y la cantidad de agua necesaria para completar 6 

ml, rinalmente se lee a 620 nm. Esta lectura corresponde la 

cantidad de almid6n que no se consumió en la reacción <Ar>. 

La alícuota de extracto enzimático y el lapso de tiempo de 

reacción Ctr> se escogen de tal manera que la absorbancia para el 

ensayo en~imá.tico <Ar> fuese entre 0.5 a 0.7 que es el rango de 

absorbancia de mayor linearidad. La actividad de la enzima 

calcula de la siguiente Terma: 

Actividad de 

a-amilasa=---~~a~~tt;-~~~~r~9~~~ae;d¡~1;fr~-~D~~~~2~-1~!! x 6 

La unidad de ~-ami lasa se deTini6 como la cantidad de enzima que 

provoca un cambio de 1 D.O/min a una longitud de onda de 620 nm 

en las condiciones estandares de determinación. 
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4. 5. 3. O~terminación de prote! nas 

La determinación de prote! nas se realizó de acuerdo al mátodo de 

Lowry <1951> modiTicado por Peterson <1977>. 

Reactivos 

1> Solución de carbonato-tartrato cobre CCTC>. A una solución de 

100 ml de carbonato de sodio al 107. se le ai'Sade 0.1 g de sulTato 

de cobre y O. 2 g de tartrato de potasio. 

2> Hidró>:ido de sodio o.a H 

3) Oodecil sulTato de sodio 101. (505> 

4) Reactivo de Tol! n ciocalteu 

Solución A: mezclaron partes iguales de las soluciones de CTC, 

NaOH, SOS y agua. 

Solución B: un volumen del reactivo de Tolin ciocalteu se mezcló 

con cinco volúmenr:ts de agua. 

Método: a 1 ml de la muestra se le agregan 1 ml de la solución A y 

se deja reposar por 10 min a temperatura ambiente. Transcurrido 

este tiempo se le agregan 0.5 ml de la solución B. se incuba por 

30 min a tem~eratura ambiente. Se lee a 750 nm contra blanco 

preparado con 1 ml de agua en lugar de la muestra. Como estándar 

se utiliza alblmina de suero bovino Tracción V libre de ácidos 

grasos en un rango de concentraci6n entre O y 40 ug/ml. En la 

Figura 2.2 muestra la curva patrón de seroalb<lmina cuyo 

coeTiciente de correlación es de 0.989 
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4.5.4. O~terminación de la capacidad de síntesis de proteínas de 

las medias semillas. 

Las medias semillas de trigo se incuban por 45 h en ~u~fer de 

incubación en presencia 6 ausencia de AG3, a este tiempo se retira 

el medio de incubación. Las medias semillas se lavan 2 veces 

medio de incubación fresco con y sin <:!:.·> AG.3, posteriormente 

les agrega a 5 ml del mismo y se aplican a cada 25 µci de 

"s-metionina, incubandose durante un periodo de tres horas más, 

se separa el medio de incubación del tejido. El primero 

centrifuga y se utiliza directamente como Fuente de proteína. El 

tejido se homogeneiza en un mortero con arena de mar y 3 ml del 

siguiente medio: lX de ~-mercaptoetanol, 10X de glicerol, 0.125 M 

de Tris-HCl <pH 6.S>, leupeptina 100 mM, 1 mM de metionima y se 

centri-Fugaron a 12, 100 g, el sobrenadante utiliza para 

determinar la incorporación de precursor radiactivo a protei na. 

Para determinar y cuanti~icar la marca incorporada wn proteinaG en 

el sobronadante del medio d& cultivo y del extracto del tejido se 

siguió el método descrito por Hans y Novelli (1961>, aplican 

alícuotas de 5 µl del extracto anterior sobre discos de papel 

~iltro <Whatman 3 HN de 1 de diá.metro> y trataron con 

diTerentes concentraciones de TCA al 10X a 4°C por 10 min, luego 

en TCA al 5% a 4° durante 5 min, después se hierven en TCA al SX 

durante 30 min. En seguida se lava sucesivamente con TCA al 5X a 

4ºC , con etanol:eter (1:1 v/v) y ~inalmemte con éter. 

Para evaporar el éter de los discos de papel se meten en el horno 

a 45°C por 15 min, una vez que los papeles -Filtros estan 

completamente secos y -Fríos se introducen en viales que contienen 
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5 ml de solución de l!quido de centelleo (aquasol NEN> y los 

viales se cuentan por 10 min un contador de centelleo liquido 

modelo mina>ti (3 tri-carb serie 4000. 

4.5.5 Identificación de las proteínas radiactivas en geles de 

poliacrilamida. 

Las protel nas marcadas con B!:JS-Met se anal izan en geles de 

poliacrilamida-dodecil sulfato de sodio en la 1-orma descrita por 

Laemli <1970). Se utilizan geles en placas que se preparan a 

partir de una solución patrón cuya composición fué: acrilamida 307. 

y N,N'mctil en bisacrilamida al o.ax. 

La composición final del gel separador fu6: 10-X de acri lamida, 

0.375 M de tris-HCl <pH 8.8> y dodecil sul~ato de sodio al 0.1% y 

y se polimeriza con la adición de tetraatilendiamina al 0.025% y 

persulfato de amonio al O.Ob2SY.. El gel concentrador contiene SX 

de acrilamida, o.125 M de tris-HCl <pH b.8> dodacil sulfato de 

sodio 0.17. y se polimeriza de similar los geles de 

separación. El amortiguador de la electroforesis contiene tris-HCl 

0.025 H, glicina 0.192 H y SOS 0.1% (pH 0.3). 

Se aplican 25,000 cpm por carril disueltas en el buffer del gel 

concentrador que contiene azul de bron1ofenol al o.02r •• glicerol al 

15% y ~-mercaptoetanol al 0.07 tt. 

La electroforesis se corre a temperatura ambiente a 100 volts por 

una h y luego a 150 volts por 4 h. Terminada la electroforesis 

et gel se deshidrata por 3 h en solución da etanol al 301. 

conteniendo ácido acético al 101. y luego se sumerge por una hora 

en una solución de 55% de ácido acético, 15% de etanol, 30% de 
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xileno y Q.4X de 2,5-DiTeniloKaxol(PPO> por una hora. Pasado este 

tiempo se lava con agua 2 veces, 30 min cada vez y 

secador de geles. El gel seco se eMpone película Kodal( 

X-omat K de 8 X 10 plg a -70°C, Para obtener una mejor resolución 

utiliza una pantalla intensiTicadora. La radiactividad relativa 

de las bandas se determina por método i=luorográTico <Laskey, 

1975). 

4.5.6. Geles de actividad de a-amilasa. 

Una alícuota de extracto enzimático del medio de incubación 

correspondiente unidad de a-ami lasa 6 a U cuotas 

equivalentes se colocaron en tubos EppendorF y les adiciona 

igual volumen de un buTTer que contiene tris HCl a 0.250 M (pH 

6.B>, glicerol al 50X, azul de coamasie al 0.04Y., ~-mercaptoetanol 

al 0.15 H. Estas muestras se en un gel plano bajo 

condiciones desnaturalizantc5. El gel concentrador Tue al 3X y 

el separador a 7.5X ambos contenían 12.SX de glicerol. Los geles 

se polimerizan en Tor~a similar que los geles desnaturalizantes y 

se corren a 20 mA por 6 horas. Las bandas de a-ami lasa se revelan 

embebiendo al gel en almi~n al 1Z por 30 min seguido de una 

incubación acetato de calcio 0.05 H (pH 6.0) a soºc por 5 min, 

se retira este buTTer y se le agrega solución Iz/KI. El gel 

torna de color azul excepto donde se encuentran las bandas de 

a-ami lasa .. 
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4.5.7 Identificación de a-amilasa por electrotransTerencia. 

Se corren 75 µg de proteína en un gel desnaturalizante de 

poliacrilamida con las condiciones descritas 

Una vez terminada la corrida, el gel 

la sección 4.5.6. 

prepara para 

electrotransTerencia sumergiendolo por·30 min en un buTTer de 

transferencia (3 g de tris, 14.4 g de glicina, 200 mi de metano! y 

1 g de SOS aTorados 1 litro>. Luego se escurre y se coloca enmedio 

de un papel filtro 3Mw y otro de nitrocelulosa previamente 

embebidos en buffer de transferencia, la cual se realiza a 60 mA 

por un lapso de 19.5 horas. 

Una vez terminada se retira la membrana de nitrocelulosa y 

embebe en una solución de bufTer salino de Tris <TBS> cuya 

composición final fue 20 mM de Tris-HCl CpH 7.5> y 0.5 M de NaCl y 

se agita durante un lapso de 10 min. Posteriormente se reemplaza 

la solución por una solución bloqueadora de leche descremada al 5X 

en TBS a agitación constante durante 60 min. 

Una vez transcurrido este tiempo se la solución y se 

sustituye por una solución de buffer salino de Tris Tween 20 

CTTSS> cuya composición Tinal Tué: 2ú mM de Tris-HCl <pH 7.S>, 

0.5 M de NaCl y O.OS'l. de Tween-20. Se lava en esta solución dos 

veces por un lapso de 5 min cada vez y se le agrega el primer 

anticuerpo llamado anti-a-amilasa en una diluci6n C1t200) 200 

ml de buTTer y con agitación constante durante una h, una vez 

~inalizado este tiempo, se lava dos veces en TTBS durante 5 min 

cada vez y agrega 18 µl del segundo anticuerpo llamado 

anti-ant1-a-amilasa, 60 ml de buTTer TTBS con agitación 
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constante durante 1 hora. Al término de este tiempo lava en 

buFTer TTBS por 10 min cada una y una ~inal de 5 min. Una 

terminado este tiempo se le agrega la solucion de desarrollo de 

color. 

Soluciones de desarrollo de color. 

A. 1 Litro de bu'f~e,.. de Bicarbonato <0.1 M de NaHCCB, 1.0 mM de 

MgClz, pH 9.B>. 

Agt"'egat"' 8.40 g de Nal-ICCb a O. 2033 g de HgCh y aForar 

litro con agua destilada y desionizada (ddJ, ajustar a pH 9.8 con 

NaQH. 

B •. Se prepara 1 ml de dimeti 1 Tormamida (DMF) al 70Y. mezclando o. 7 

ml de DMF con 0.3 ml de agua. Se disuelven 30 mg de NBT (azul 

de p-nitro cloro tetrazolio <NBTJ en la solución al 70% de DMF. 

c. Disolver 15 mg de sal de 5-bromo 4-cloro 3-indolil Fos~ato 

de p-toluidina CBCIP>. 

Desarrollo de color. 

Sa mezcla 1 ml de la solución stock de NBT C30 mg/ml> y l 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 

esta solución de color y se agita constantemente durante 15 min, 

al ~inal de este tiempo aparecen las bandas de proteína, después 

enjuaga con agua destilada para parar el desan·ollo de color 

durante 10 min. 
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4.s.a Analisis estadistico. 

Los resultados obtenidos Ge manejaron con un "anal 1sis de 

varianza", para k-uestras independientes con 

probabilidad del 95Y. y un ~actor de con~ian2a de O.OS. 

valor de 

Después &e realizó un an.ilisis de intervalo múltiple por et nétodo 

.. g,.-'.<Fico-estadistico Tukey .. <Duran, et al. 1987>. 
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SI RESULTADOS V DlSCUBION 

5. 1 EFECTO DEL ACIDO GIBERELlCO <AG>I EN LA PROOUCCION V SECRECION 

DE o-AMiLASA. 

Los niveles enci!'.tgenos <-AGs> de a-amilasa ~ueron similares en 

endospermos de semillas deterioradas y no deterioradas pero las 

med1a.s 5emillas deteriora.das producen una menor actividad 

amiloU tica como respuesta al AG:m que la producida por el lote 

control <Tabla 1 J. Se ha demostrado que la s! ntesis de 01-ami lasa 

se inhibe cuando su secreción de la misma se ve inhibida <Okita y 

Col, 1979>. Asimismo en aleurona de tri~o aislada se demostró 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>. Adetná.s, durante el deterioro &e 

alteran algunas <funciones membranales <Bewley. 1986) y de la pared 

celular <Priestley, 1986). Lo anterior &ugiere quo probablemente 

el sistema secretor de a-amilasa esté d~ado y ésto podr.1 a 

contribuir a una menor producción de la misma. 

En la Tabla 1 &e muestra que la cantidad de a-amilasa secretada, 

eNpresada 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 secreción de l• 

actividad enzimática no est~ alterad• en tejido de bajo vigor por 

lo que est6 ~actor no estaria contribuyendo en ~orma importante 

la menor producción de a-ami lasa inducida por AGJ en aleuronas de 

semilla deteriorada. 
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TABLA 1. EFECTO DEL ACIDO GIBERELICO CAG
3

) EN LA PRODUCCION DE 

o-AMILASA EN ENDOSPERMOS DE TRIGO. 

ACTIVIDAD DE a-AMILASA
1 

<U de enzima2 /20 endospermos) 

Lote• Tratamiento sn• Ti' Secreciónd 
OD 

d 
+AGo 45ó. 78 85.ó3 82.31 

~ 164 .. 44 = 19.44 ! 4.4ó 
Control 

b 
-AGo + 97.51 +41.00 +72.38 

- ó0.74 - 9.59 - 5.49 

' d 
+AGo +275.28 +64.99 +81.38 

- 75.17 -18.77 - 4.8ó 

Deteriorado 
b 

-AGo + 91.93 +34.30 +68.62 
- 55.11 -15.98 -13.52 

la •\gni.flcat.Lvamenl• 

di.f•r•nl•• a un Cl=O. O!:I 

qu• provoca. 

caMbi.o en s D. O/m\n a. azo nm, 

., IEL ~ao fre•co ul\llzodo poro. C/lol• fu• enlr• o. !18 y o, cSO g. 

,, SI'\! •obrenodonl• del me-di.o d• lncuboci.on. 

!:I> Tj: •obr•nodanl• d•l homogene\:i:odo d• h~ aleurono, 

CCLlcu\odo ca.da. ••perlrrienlo 'ºº 
de•vi.cu:lon ••londa.r 
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5.2 PATRON ISOENZIMATICO DE LA ACTIVIDAD DE a-AMILASA PRODUCIDA 

POR ENDOSPERMOS CONTROL Y DETERIORADOS. 

La actividad de a-ami lasa inducida por AGI en tejido de aleurona 

de trigo esta constituida por dos grupos de isoenzimas las 

llamadas de alto pi C6.8-5.5) y las de bajo pi (5.5-4.S> ~armadas 

por 4 bandas cada <Rodr! guez, 1991>. En cebada ha 

demostrado que las isoenzimas de alto pi contribuye en mayor 

proporción la actividad total (Murray, 1904). Lo anterior 

sugiere que la menor actividad de a-amilasa producida por 

ando~permos deteriorados podría deberse a que el tejido 

deteriorado sintetizan un menor Blmero de isoenzimas de alto pi 

6 bien a que el tejido deteriorado abundante la 

proporción de isoen~imas de bajo pi respecto a las de alto. 

En la Fig 3 y 3A se muestra que a nivel cualitativo el patrón 

electroforético de isoenzimas producido por ambos tipos de 

endospermos e~ similar por lo que se concluye que en el tejido 

deteriorado ambos grupos de isoenzimas de a-ami lasa se e>epresan, 

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 aste o no calentada <comparar carril A con C y B 

con O>. 
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pt..6.8- 5.5 

FIG 3. PATRON ELECTROFORETICO DE ISOENZIMAS OBTENIDAS DE A 48 

HORAS DE INDUCCION CON AGs <•> 10-~M CALENTADAS !Al O NO 

DURANTE 20 MINUTOS A bS'c. Se colocó una alicuota del extracto 

correspondíente a cantidades equivalentes de aleurona. De 

izquierda a derecha muestras control <C> y deterioradas <D>. 
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A B C o 

+e +e,. +o 

FIG 3A. PATRON ELECTROFORETICO DE ISOENZIMAS O&TENIDAS DE A 48 

HORAS DE INDUCCION CON AGs (.) 1 • 10-~11 CALENTADAS Clll O NO 

DURANTE 20 MINUTOS A 6s°C. Se colocó una aficuota del extracto 

correspondiente cantidades equivalentes de aleurona. De 

izquierda a derecha muestras control <C> y deterioradas <O>. 

Notaa el negativo se obtuvo la finalidad de observar las 

diferencias de intensidad de los diferentes isogrupos. 
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5.3 NIVELES Y TERMOESTABILIDAD DEL PEPTIDO DE a-AMILASA EN 

ENDOSPERMOS CONTROL Y DETERIORADOS. 

En embrione$ aislados de trigo se ha demostrado que la eTiciencia 

y Tidelidad de la maquinaria de síntesis de proteína disminuye a 

medida que aumenta el tiempo de deterioro <Bray, 1979>. Si en la 

capa de aleurona de la semilla, el almacenamiento tuviese un 

eTecto similar, los niveles del péptido de a-amilasa y/o la 

estabilidad del mismo se verían aTectados en Terma negativa. La 

contribución de estos parámetros se estudió cuantiTicando en ambos 

lotes la cantidad y termoprecipitación del pépt1do de a-amilasa 

producido en 48 h de inducción. La cantidad del péptido de 

a-ami lasa se estinó por i nmunorápl ict1 <Fig 4 >, donde la 

intensidad de las banda de a-amilasa inmunoprecipitada est inó 

en un espectro~ot6metro de barrido y expresó como unidades 

arbitrarias de área <Tabla 2> La cüntidad de p6ptido acumulado en 

el sobrenadante del medio de incubación del lote control ~ué mayor 

que en el deteriorado, independientemente de si el tejido ~ué 

tratado con AGa 6 si fu6' calentado o no <Tabla 2) 

El porcentaje de péptido de a-ami lasa ql.1e se precipita por c;1lor, 

similar para ambos tipos de tejidos. independientemente del 

tipo da tratamiento, los resultados anteriores indican que la 

menor respuesta al AG9 que presentan los endospermos deteriorados 

no se debe a la producción de péptidos de a-amilasa inestables al 

calor si no rr.ás bien a que hay una menor acumulac16n de pe§.ptidos 

Esta menor acumulación podría deberse a que la slntesis de 

proteínas del tejido o a que solo la a-ami lasa encuentra 

disminuí da .. Ambas posibilidades se e~ploraron en esté trabajo. 
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--- --- ..-. -. -·-
-C-+C~ ~ +C--D+D 

:scc ssc 

FIG 4. INHUNOREPLICA DE a-AMILASA ACUMULADA A LAS 48 HURAS EN 

ENDOSPERMOS CONTROL CC> V DETERIORADOS (DJ.. Se colocó en cada 

carril 75 µg de proteína para ambos lotes y proces6 

indica en Materiales y Métodos para la realización de la 

electrotransi=erencia. A la izquierda muestra el eFecto del 

calor a 65°C ~ 20 min <scc> y a la derecha sin calentamiento 

(ssc), as! como en ausencia (-) y presencia (+) de AGs. 
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- - ---C+C-o+-D -<:+c~n+D 
scc ssc 

FIG 4. INMUNOREPLICA DE a-AMILASA ACUMULADA A LAS 48 HORAS EN 

ENDOSPERMOS CONTROL <C> V DETERIORADOS CD>. Se colocó en cada 

carril 75 µg da prote! na para ambos lotes y se procesó como se 

indica en Materiales y f"ld.todos para la realización de la 

electrotrans~erencia. A la izquierda se muestra el e~ecto del 

calor a 65°C x 20 min Cscc) y a la derecha sin calentamiento 

Cssc), así como en ausencia C-) y presencia <+> de AG3. 

Notas ~otoQra~ia d• la trans~erencta con m•nor tiempo de r•v•lado. 
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TABLA 2. NIVELES Y ESTABILIDAD AL CALOR DEL PEPTIDO DE "'-AMILASA 

SINTETIZADO POR ENDOSPERMOS CONTROL Y DETERIORADO. 

Q 

NO CALENTADO CALENTADO 
Lote Tratamiento Sñ------:¡:3- Sñ _______ TJ 

+AGo 1674 78 11(13 62 
e 

-AGo 352 36 136 47 

+AGo 878 145 531 66 
D 

-AGo 203 N.O 82 94 

Sn: Sobrena.da.nte del mPdi.o dei.ncuba.cion 

d•l•ctado 
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5.4 DETERMINACION DE LA CAPACIDAD DE SINTESIS DE PROTEINAS V DE 

a-AMILASA DE ENDOSPERMOS CONTROL V DETERIORADOS. 

La síntesis de proteínas en endospermos control y deteriorados 

cuantificó por medio de incorporac16n de 3 'S-metionina al material 

precipitable por TCA. En la Tabla 3 se muestran los resultados de 

dos experimentos independientes realizados con el tejido control y 

tres con el tejido deteriorado. 

La captación de 3~S-.metionina fué similar para ambos tipos de 

aleuranas independientemente de la presencia de AG:l <tabla 3, 

columna 1>. 

Debido a que las cpm captadas por el tejido fuer6n ligeramente 

diferentes en cada e>:perimento y para cada tratamiento, la 

capacidad de s.i ntesis de protei nas expresó como el % de cpm 

incorporadas a proteína precipitable con TCA del total captado. Al 

determinar esté parámetro (column~ 3,tabla 3> se observó que en el 

control la adición de AGs al tejido 1 disminuye, la si ntesis de 

proteínas 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 par,¡imetro. 

realizó el patrón de protei nas Por otra parte, cuando 

sintetizadas <Fig 51, observó que el patrón de proteínas 

sintetizado y remanente en el tejido ~ue muy similar para ambos 

lotes independientemente de la presencia de AG:I. Estos resultados 

son similares a las mostrados por otros autores <Higgins 1984 y 

Mozer, 1980), donde las di~erencias se encuentran nivel de 

síntesis de o-amilasa y ésta se excreta al endospermo almidonoso. 

El péptido et-ami lasa marcado con 3039-Met se aisló del resto de las 
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TABLA 3.- CAPACIDAD DE SINTESIS DE PROTEINAS DE ENDOSPERMOS 
CONTROL Y DETERIORADOS 

Lote Tratamiento 

-AGo 

Control 
+AGo 

-AGo 

Deteriorado 

+AGo 

' Captación 
(Cpm) 

4.74 " 10" 
s.64" 10" 

4.65" 10" 
3.45 X 10" 

4.49 )C 10: 
;:~;: ~~6 

1":~~ ~ I~~= 

c:uenlo.a caplodoa por m\nulo fcpm) 

z 
S!ntesis de 

proteina 
(cpm pr-ec ipi tables 

por TCA> 

1.30 X 10" 
1.37 X 10" 

0.56 X 10" 
o.57 " 10" 

º·ªª X 10" 
0.78 X 10" 
0.68 X 10" 

0.66 X 10" 
1.04 X 10" 
0.90 X 10" 

cpm caploda.• de 
8

' S-Met\on\na. loOI zo endo•p•rmo• 

2, - cpm \ncorpora.da• G prolelnQ K zo endoepermo• 

cpm t.ncorporodaa •n ma.ler\al preclpi.labl• en TCA 
-~p;.-1~;;~;:0;¡;;;-;i-t;;do----------------------
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. 
Capacidad de 

s1 ntesis de 
proteina 

o~.> 

27.52 
24.38 

12.01 
16.42 

19.68 
18.92 
19.07 

12.83 
25.76 
28.72 



FIG 5. PATRON DE PROTEINAS SINTETIZADAS. Se colocaron 50,000 cpm 

del extracto del tejido (Tj) de las aleuronas control <C> y 

deteriorada <D> inducidas en ausencia (-) y presencia <+) de AG3 1 

x 10~M durante lapso de 3 horas y se corrieron en gel de 

acrilamída sos. Al Final de la corrida se procesó coma se indica 

en Materiales y Métodos para la realización de una fluorograria. 

protei nas sintetizadas por inmunoprecipitación. 
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El p6ptido precipitado se corri6 en un gel desnaturalizante,. la 

banda de a-ami lasa se puso de mani.fiesto por i=luor·ografl a y su 

sinteGlS se cuantiricó determinando las cpm la banda.Los 

resultados se muestran en la Tabla 4. La cantidad de a-amilasa 

sintetizada ~ue mayor en el teJido tratado con AGs que en el 

tratado para ambos tipos de tejido. 

De acuerdo a la Fig 3 los dos isogrupos de a-amilasa se expresan 

ambos tipos de tejidos, sin embargo, la proporción de cada 

uno de estos isogrupos no puede determinarse en esté tipo de 

experimento .. Bien podría ser que en los tiempos utilizados para 

medir a-amilasa radiactiva, en el tejido deteriorado 

sintetizan en mayor proporción las isoenzimas de alto contenido 

de metionina (bajo pi>, mientras que en el control estan 

sintetizando de manera prei=erencial las de alto pi. Cuando se 

cuantii=icó la cantidad de péptido acumulado <Tabla 2> se encontró 

casi dos veces má.s póptido en el tejido control que en el tejido 

deteriorado y si la actividad es re~lejo del nómero de sitios 

cataliticos <llllmero du moléculas de a-amilasa> habrá 

actividad en al tejido control que en el deteriorado. 

mayor 

Los resultados anteriores sugieren que la menor dctividad de 

a-am1lasa observada en tejido de bajo vigor se debe a la menor 

producción de péptido de a-amilasa muy probablemente por 

s1ntesis da uno de los isogrupos. 

manar 

Not•• Mientras esta tesis se encontraba en proceso de revisión, en 

el laboratorio se determinó que la radiactividad acumulada como 

a-amilaaa, cerca del 60 ~ se incorporaba a las bandas de bajo pi. 
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Lote 

Control 

Deteriorado 

n • l 

TABLA 4.- SINTESIS DE a-AMILASA 

Tratamiento 

.-AG> 

+AGo 

+AGI 

46 

a-ami lasa/endospermo 

<CPH inmunoprecipitadas> 

9145 

30356 

16301 

38094 



61 CONCLUSION 

1.- Las aleuronas provenientes de semillas de bajo vigor responden 

al tratamiento con AG3 produciendo o-amilasa aunque en menor 

cantidad que en semillas control <tabla 1). 

2.- La capacidad de sintesis de prateina que presenta la aleurona 

deteriorada es ligeramente menor que la del tejido control 

<tabla 3). 

3.- La ad1ci6n de AGa al tejido produce una mayor síntesis de 

proteína en el tejido deteriorado que en el control (tabla 3>. 

4.- Cuando se cuantificó la a-amilasa p&ptido acumulado 

encontró que el control acumulaba un 52% que el 

deteriorado <~ig 4 y tabla 2). Mientras que cuando 

cuantif=icó su si ntesis por incorporación dt:! s:sS-Met <tabla 4> 

la aleurona deteriorada produce un 26Y. mas de o-ami lasa que el 

control (tabla 4). 

5.- Los cambios ~isiologicos y bioquimicos que su~re la aleurona 

durante el deterioro limitan la síntesis de de los 

isogrupos de a-amilasa. 
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