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Resumen

Se’.ha' camprobado cue el &cido gihgrélico (M‘,3) actfia sobre el tejido de la
aleurona de cebada y trigo, induciendo la sintesis de novo de varias enzimas
hidrmlfticas, incluyendo la alfa~amilasa ¥y la proteasa, y su liberacién al
medio. La sfntesis de -ambas enzimas es prevenida por inhibidores de la trans
cripeidn y de la traduccién y la respuesta al N‘3 es inhibida por el &cido
absct{sico (ARB) . Recientemente se ha em:ont.rado que el etileno estimula la
sintesis de alfa-amilasa ixtlucid;x por N.;3 en aleurona de tu.go_-, al igual que
incrementa la secrecifn de la enzima hacia el endospermo almidongso del grano.
Tode' ello hace suponer un posible efecto sobre las mombranas de las células
de la aleurona. ‘

En el presente trai)ajo se ‘examinaron los niveles de fosfolipidos de la aleu-.
rona de trigo aislada, observindose que ninguna de las tres hormonas aqui utJ. ‘

llzadas (N’53, AAR 'y etileno) tlcne efecto sobre ellos, lo que confirma estu~
dios previos.

Los estudios con. precursores radidactivbs parmitieron confirmar la sugeren-
cia de que 1a imbibicién es el estimulo inicial 'g.iara la sintesis de mambrana.
-en -este tej.Ldo NL el I\G3 ni el etileno tuvieron efecto sobre la incorpnk:a-’
'c16n de colma—m—MC, a\mquc el AAB tuvo un efecto inhibitorio sobre esta.
El etileno fue capaz de revertir completamente este efecto, sin requerir la
'_prescncm del PG3 Todos: estos efoectos son similares a la interaccidn previa
mente reportada para estas hormonas en el control de la formacién de alf a—am.L

lasa en aleuroxn de cercales.

‘Todas las hormonas aquf utilizadas tuvieron efectos sobre la composicién de
Scidos grasos de la capa ‘de aleurona. En la fraccién de lipidos polares fue
en donde se observaron los efectos mds intensos de las honmonas, en coanpara-
cifn. con los lipidos neutros. En términos generales se observéd un incremento
en la proporcién de Acidos grasos insaturados en relacifn a los saturados por
efecto del NG. El AAB, por otro lado, disminuy$ esta relaci®n, En los 1f{pi-
dos neutros tambien se observaron cambios en los Acidos grasos por efecto de
las hormonas, aunque no tan pronunciados camo en los polares. Bn todos los
casos fue evidente que el AM tenfa un efecto distinto al del AL‘]’ siendo in-
cluso capaz de inhibir su afecto, En este caso, el etileno no fue capiz de re
vertir el efecto del AAB, algo tambien similar a la interaccidn entre eostas

hormonas en el control de la -intesis de al fa-amilasa en este tejido,




OBJETIVO

Cbn el creciente aumento de 1la poblacxén, la demanda mun-
;dlal de allmentos ‘5€ ha convertido en un problcma para la

humanldad hasta ahora s5in re@olVLr De fodoq los alimentos

pxoduc1d0a, Jas semillas rcpzesontan hasta un 90%, consti-
Luy ndo solamuntc los cereales un 75% de esa proporcién.
Por ello‘ 1 inte rés se ha centradp a Gltimas fechas en la
pgsibilidqd de wejorar el rendimiento y la productividadr

de los cereales,

Una gran cantidad de investigaciones se han centrado en
los. eventos fiSlOngLCOS y biogquimicas gue ocurrer durante
la qerm1nac16n, los cuales controlan en cierta forma la
producL;vidad. o

Fsve1tfabajo tiene como Einalidad‘contribuif al conocimien-
to de estos fenémenos en la germlnac16n del grano de tfigo,
an espec1al lo concerniente al metabolismo de memnbrana, por
'estar'intimamente relacionédovcon la movilizacién y asequi-
bll)dad de los nutrientes almacenados, que son esenciales

para cl ‘desarrollo de la plintula,




1 INIRODOCCION Y ANTECEDENTTC

Una caracteristica intrinseca de los seres vivos es que su medio interno di i
fiere, en ocasiones. consxde.rablencnt_e, dcl mad.m que los rorjea. Ademas, el
‘desarrollo y el contxol del metabolismo celular dependen de que el factor
corros;mmmte, como una honmona, un agente fisico etc., esté presente en
el tle:npo y en el ]uqar correcto. Ambas propiedades est&n directamente rela-
cmdas con las nc:nbranas, las cuales no s6leo rodean a la cClula 5:Lm que
la d.wnden internanente’ en varios campartimientos, jugando de esta manera un

papel mis activo que el que le conferfan en la dntxguedad , cuando las consi-
deraban camo. sinples interfases o knr'rma_r entre dos fases continuas sin dar
les un recon:ucimient'o pleno de entidades estructurales, 'dinfmicas y clectl-
vas. m aqui, resulta obvio que el cnt.f..thlento de los mocanismos de con-
trol y desarrollo celular debe incluir un ooxrfn'ucnu) de la estructura y
carposn.cmn de las membranas, de los macanismos p:)r los cuales los materia-
les. pasan a t.ravC.s de ellas y de los -xn:chos por los cuales la cflula contro-
la las propmxladﬁ% de ]a% membt'anas para satis sfacer sus necesidades en un:

amblcnte su-'rq.»ro c,anbxantc.

1.1, Camposicitn quimica de las mondbranas

Para r»l estudio de 13_, membranas c.e]ularc_s, 25 nesesarl oy lo ha sido casi

sxen;)re, su a.u:]anumto Y IMtlflLaCl(‘Sﬂ. Este process. es J\nna.nﬂnl.c ‘SCI}ClllO
en ‘las células a:uma_les, pero eh las vegut.ales se dificulta per la wre jen-
cia de la parod c*elular. S:m cmhu‘go, a pesar de estas dificultades, fué
L\’JJ'L“‘:LL desde los “"LﬂJO iniciales que los cbrrz.x:vnentr—:r' prim*)rdi'al 25 eran
l,ipldos Yy prob::im.) (Overton, 1900) . Pero el hecho de cue las %LO"DLClOI\G:
q\'j‘e antos conraestos c_;uardan entre sf es caracterfstico de cada tipd parti-
cular ‘de menbrana, s6lo fue reconocido hasta hace alcgmws anos (Vearkanp
et al, 1962).

Dz un mode muy qunaral, se pusde decir gué los 1fpidos constituven la matriz
de las membranas. Por esta razén es cada ver mis evidente que mychas de las
propicdades: caracteristicas de las mombranas, entre ellas las relacionadas
con permeabilidad, dependen de la naturaleza de los lipidos membranales
{Charxnan, 1968; Simon, 1974),




I.1.I. Lipidos

Ios lipidos, substancias heterogéneas solubles en mayor grado en solventes
orgnicos que en agma, son las especies moleculares mayoritarias de las mem
branas (Veerkamp et al, 1962; Chapman, 1968; Benson y Jokela, 1976;Clarkson,
1977), constituyendo de un 20 a un 50% en peso seco (Benson y Jokela, 1976).
'I‘ales 1fpidos son por lo general moléculas "anfipfticas", es decir, con una
parte polar y 6tra no polar. Esta caracteristica es esencial para la estruc
u_ir;a de la membrana (secc. 1.2). v

Existen dos grandes categorfas de lfpidos en las mambranas: polares y no
polares, una clasificacifn basada en propiedades fisicas mas que en algGn

Tos lipidos neutros cawrenden principalmente triglicéridos, los cuales son,
estructuralmente, mss simples que los polares. Todos derivan del glicerol,

‘el cual tiene esterificados los tres grupos hidroxilos con dcidos grasos

(Fig. 1). EL pép:l que tiensn en una meEmbrana no e@s tan importante cam el
-‘dekyloys lipidos polares, ya que no estin implicades en procesos de permeab:.lg._
‘dad ni tampoco contribuyen en forma sustancial a su estructura (Chapman, 1968;
Clarkson, 1977) |

En una determinada memhrana o tejido, la cantidad de triglicfridos varia en
relaciftn con €l tipo de estos. De tal manera que en las semillas los trigli-
céridos estln en mucha mayor cantidad que los lipidos polares, debido funda-
mentalmente a que desempenan un papel de reserva de energfa (Fisher, 1962;
Wblff, 1956) , en las flores estén cn igual cantidad (Thonpson, 1968) y en
los 6rganos de almacenamiento cano los cormos y tubfirculos (Galliard, 1968)
y en las hojas (Hitchoook y Nichols, 1971) estdn en mucha menor cantidad que
los lipidos polares. ‘

En el glicerol existen tres sitios potenciales en los cuales pueden unir-
se un dcido graso. Esto permite que, tefiricamente al manos, exista una

gran variedad de is@meros que se originen Gnicamente de una distribucifn
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de distintos 4cidos grasos en los tres hidroxilos de la molécula del gli-
cerol. El escaso conogimiento que originalmente habfa sobre el tama, provo
o6 que en los primeros estudios se propusiera que la distribucién de los
&cidos grasos en las tres posiciones era el azar. Esta teorfa persistis m
cho tiampo hasta que Norris yMattil (1947), demostraron que la camposicifn
de diversos tejidos era especifica y no admitia una distribacién al azar,
Posteriormente, Mattson y Volpenheim (1961), hidrolizaron triglicéridos na-
turales con lipasa pancrefitica, la cual libera grupos acilo unidos a gru-
pos hidmxiios primarios y mostraron gue hay una marcada preferencia de
los &cidos grasos saturados para las posiciones 1 y 3 y una preferencia de
los insaturados para la posicién 2. De tal form que en mxchos aceites ve-
getales, del 95 al 100% de los &cidos grasos en la posicién 2 son insatura
dos y de 18 Stams de carbono (Mattson y Volpenheim, 1963).

Todos estos estudios sirvieron para desechar definitivamente la teorfa so-
bre el carfcter aleatorio de la distrilbucifn de los Scidos grasos y lleva-
ron, indirectamente, a la aceptacién de la teorfa de la distribucifn por. PO
sicifn, propuesta originalmente por Gunstone (1962) y Mattson y Volpenheim
(1963) . Esta teoria postula que los &cidos grasos de los triglicéridos na-
turales se dividen en dos clases: los que esterifican a las posiciowes 1y
3.y los que esterificana la posicidén 2., Adonds, diversos estudios han mos-
trado que las posiciones 1 y. 3 no son bioquimicamente cquivalentes ( De
Haés y.Van Deenen, 1964; Brockerhoff, 1967).

Hay cuatro tipos principales de 1ipidos ;Dlnms fosfolipidos, glucolipi-
dos, sulfolipidos y poliisoprenoides. Sin embargo, los fosfolipidos son
los mis importantes para la estructura de la membrana.

la caracteristica distintiva de los fosfolfpidos en su carfcter anfip§tioo.
Esta propiedad les permite adoptar una estructura en forma de bicapa o ca-
pa bimolecular, tal y camo fue descrita originalmente por Gortel y Grendel
(1925) . Todos los fosfolipidos derivan del dcido fosfatfdico, el cual

es el mis simple de todos. Este fosfolipido se encuentra s6lo en cantida-




des muy bajas o @std ausente; de hecho algunos investigadores han conside-
rado su presencia, camo un artefacto producido por la actividad de la. fos~
foLipaSa D, durante la extraccifn de los fosfolipidos (Mazliak, 1973). la
estructura de los fosfolfpidos mis importantes se observa en la fiqura 2.

El fosfolipido mis importante por su abundancia y el primero en ser caracte
rizado es la‘le’citina o fosfatidil colina (Douce et al, 1968). Este fosfoll
pido puede llegar a constituir hasta un 50% del ccntcmdo total de fosfolf~ -
pxdos en algunos tejidos, tales camo hojas de espinaca (Wintermans, 1963) o
frutos de manzano (Ga.llmni, 1968) . De distribucifn igualmente amplia es el
fosfatidi] etanolamina, aunque en cantidades ‘micho mas variables que la le-
citina, ya que canstituye de un 23% de los fosfolfpidos totales en hojas de
romolacha (Wintermans, 1960) hasta un 1% en hojas de cebada (Benson  y
Marwo, 1958).

El fosfatidil serina se propuso camo fosfolfpido originalmente debido a la
presenciz de serina en }udrollzados llpmicos de cacahuate (utt et al 1950) .
Posteriomente se Jdummfioé en extxactob lipidmos de diversas algas 'y plan
tas supermres ‘(Benson v M.aruo, 1958 ; Benson Yy Strxcklarxi 1960) Est:e fos—.'
»folipub es caracter{stioo de tejidos amnnles y en los pocos casos en los
que se ha identificado en Le;uio:: vegetales, se ha encontrado en concentra~
ciones tan bajas que se ha pensajo en una wntammcxﬁn de serina de origen
proteico.

Un fosfolipido caracteristico de tejidos fotosintBticos es el fosfatidil
'glme:ml (Benson, 1971) ' pudiendo contituir hasta un 33‘ de los fosfolfpi-
dof totales (Roughan y Batt, 1969). Por ello es un oonstlt.uywte menor de
tejidos no fotosintéticos (Schwertner y Bialé, 1973). Un fosfolfpido cerca
namente relacionado c‘x:nb el anterior es el difosfatidil glic:éml,‘ al cual
se le did el mombre de candiolipina, al confirmarse su parecido con el fos-
folfpido aislado de corazén de res (Benson y Strickland, 1960; Cbu10n4!brg
lec y Dowuce, 1968). m,w fosfolipido rormalmente se encucntra en miy pague
fia cantidad en tejidos fotosintdticos, en donde alcanza un 1% (Roughan y
Batt, 1969) y una mayor concentracidn en tejidos no fotosintéticos, de has

ta un 20% (Galliard, 1968). Bl fosfatidil inositol es otro fosfol Tpado e
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portante, al constituir alrededor de un 10% en tcjulos no fotosintéticos
(Galllard 1968; Wmuzrmams, 1960; Roughan y Batt, 1969). Otros fosfolip}_
dos presenus en plantas, aunque normalmente mis comunes en animales, son
los fos fogllcéridos de nonoacilo o llbofo°folfpuios. Se cont.xde.ran fosfo—
lipuios nmenores, no obstantec parecen ser inportantes en cereales (Acker

et al,. 1968), Wren y r-k_rtyfmld, 1970; Mr.Murxay y Morrison, 1970).

Actualmente se acepta que los f:osfolipidos estdn en las mambranas y hay ra.
zones pﬁra SUponeY ija todos los fosfol[pido*"de' una cBlula, se c‘:mxéntr;an
en ella';, de tal manera que el contenido total de fos folipjdoé s0 puodé
tcmar ccm) una medida aproximada de-la cantidad de membranas presentes
(wulmms y Chapman, 1970).

M los 'fosfolipidos de una planta pueden encontrarse diversos 4cidos gra-
(S0S, - los cu.ales al 1.gua1 que en los t;nglicéruios no poseen una distribu~
cidn. fortuit,a, si bic.n no se les puede aplicar la. Lo:nia de la distribu-

cxén posxcxonal ya que sSlo- poseen dos ":‘J.LJ.O‘S de umbn. De tal manera que
un- misno fosfolipldo puex:'!c tener oarp)smlorw., dlsLmtas de dcidos’ graqos
al estar en te;]xdos dlfexr.nmsa .de una misma planm (Van Dc(,nen, 1965).

ha. dumstxado que la :mportamm de los fosfolipidos en la ceruch).ra de

una - mombrana, no 1ad1c‘a en 1los detn] les de su estructura, por Ljemplo 1a

'ccm;x:blcxﬁn de 5(:1:30.: grasos, sino en 1a forma de la m)léc:ula entera y. en
su na,t,uralezd blfmx:jloxul {Champman, 1968; Simomn, 1974) .

Los &_c;idos grasos mis camunes en plantas se observan en la figura 3 vy son
principalmente de 14, 16 6 18 étcm)s de carbono, tanto saturados can el
Miristico, Palmitico o Este! frico, como insaturados, Oleico, I *mo!mvo &)
Linolénico (Hitchoook v Nu,hols, 1971; Simon, 1974).

En gran wxiida, los glueol fpidos son nmy parecidos a los fosfol¥pidos, da-
do que también son molé&culas anfipdticas y estructoralmonte similaves. B
la fmmn 4 se detallan las estrudturas de los principdes glucolipidos.

Estos comprestos son Omportantes principalmznte en tejidos fotosintéticos,

en donde liegan a constituir hasta us 807 cdsu enol caso de la espinaca
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(Wintermans, 1960). Camprenden principalmente a los diglicéridos de mo—
.y digala;:tosild, cuyo aislamiento se realiz6 _prigi.nalﬁ\ente de la ha-
rina de trigo (Carter et al, 1961, b), caracterizéindose a partir de en-
tonces en un gran nmero de tejidos vegetales oamo son hojas (Wintermans,
1960), frutos (Galliard, 1968), scmillas (Wolff, 1966), flores (Thampson,
1968) etc. En estudios en donde se inhibfa la sintesis de proteinas por
los cloroplastos, se observd. que también se inhibfa la sfntesis de los
glooolipidos (Bishop y Smnillie, 1970). Este hecho los distingue de los
fo';folipmos, cuya sintesis se.efectla en el cxtoplasma (Hitchcock y
Nlc}t:ls, 1971). Por otra parte, se ha encontrado gue algunas plantas tie
nen. cantxda:hs minimas de diglicéridos de Lrlqalactovllo (Benson et al,
19,78, Allen et al, 1966).

los «*ulfolipidos rormalmente se agrupan con los glucolipidos,debido-a
la presemx.a del azGcar en su estructura (fig. 4). Los sulfolfpidos ve-
gemles se dxstinguen de los de orlqen animal, por el hecho de que el
stam de azufre ests directamente unido al carbono 6 del azGcar, por lo
cual es un. Scido sulfénico mis que un Gster sul fato cam en los anima-~
’les. Su. aislamiento y c:aracterlzacwn fue 1levada a.cabo. prlmeranmte
por Benson et al (1959). A pc=~sar de encontrarse en una gran concentra-~
cifm en tej:_zbs fotosintéticos (Benson et al, 1959), su papel aun no-se
ha determinado.

Los poliisoprenoides camprenden a moléculas de raturaleza lipfdica ta-
les camo carctenoides, plastoquinonas y a.lcﬁms canponentes de las clo
rofilas. Los dos primeros tipos de camuestos han sido aislados de mem
branas vegetales en diversas ocasiones (Abdelkader et al, 1969; Galliard,
1968; Keenan et al, 1974), pero a chfu:em,m de los tejidos animales,
sienpre en cantidades muy bajas, Lo que 1os distingue de una manera <,la
ra de los demis 1ipidos, es su baja tasa de sintesis y metabolismo (Nes,
1974) . Su funcitn no es del todo clara, pero es probable que tengan un
papel estructural en la membrana, estabilizindola de alguna manera, una

funcitn anfloga a la del colesterol en las mombranas animales. En este

sentido Butler et al (1970), encontraron gque ol orden estructural de mesn




branas con estructura de bicapa, preparadas de tejido cerebral de res,
era estabilizada en el mismo grado tanto por colesterol, de origen ani.
mal, como por g-sitosterol ‘de origen vcgt'tal Adom&s, se ha visto
que en la mamwrana plasmitica vegetal, la proporcién de esteroides en
relaciﬁh a los fosfolipidos es mucho mayor que en otras membranas ve-
getales (Keenan et al, 1973). Por lo que respecta a los camjnncnbes de
las clorofilas, puede decirse que su importancia parte del hecho de
que 5610 se encuentran en tejidos fotosintfticos (Hitchcock y Nichols,
1971), por lo que es pi:ol:able que no participen en las funciones carac
teristicas de las mombranas fuera de los proccsds fotosintéticos.

I.1.2 Proteinas

En mxhas membranas, particularmente las de mitocondrias y cloroplas-
tos, las proteinas constituyen la mayor parte en peso seco de aquellas
(Benson y Jokela, 1976; Clarksom, 1877). Por lo general, se les.consi-
dera caw periféricas o integrales (Cuidotti, 1972; Singer y Nicolson,
1972). Las proteinas periféricas se encuentran débilmente unidas (Sin-
ger y Nicolsan, 1972) 'y pueden dlsa:mrse de la meanbrana por métodos
suaves tales cam la c..eraccmn con solu«,mnes sallnas o agentes que-~

lantes (Singer, 1974) Normalmente no forman camplejos lipido-proteiocos
(Sin;er 1974), siendo por ello de maturaleza fundamentalmente hidroff-
lica. Cam egenplo de este tipo de proteinas, se pueden citar al cito-

cramo C y a la fosfatasa del &cido fosfoglicSlico (Benson y Jokela,1976) .

Ia mayor parte de las proteinas de la'membrana son del tipo integral (Sin-
ger, 1974). Pucden solubilizarse por modio de tratamientos enérgicos oo}
x:rn detergentes o agentes desnaturalizantes. Camw estdn incluidas en la
mtﬁgrmia, es muy comin la formacifn de compledjos lipido-proteicos (Simer,
1974). Kemis, ticpen una alta proporcitn de aminofcidos hidrofébicos y
una ausencia total de paentes disulfuro lo que las hace mis flexibles
(Benson y Jokela, 1976). Se consideran p‘u'r,c?idas a los fosfolipidos en

el sentido de gue tambi®n poscen rogiones hidrofflicas e hidroféShicas
(Clarkson, 1977). Por todo ello, no son miy solubles en soluciones acuo-

sas, las razones ontoriores, aunadas al hecho de que en ocasiones sus




propiedades parecen deperder de los métodos de preparacifn, han campli-
cado la interpretacifin de las abservaciones (Clarkson, 1977). Esto ha
sido particulammente dificil en plantas, en donde aun no se ha logrado
una preparacifn de proteinas puras (Benson y Jokela, 1976).

Richardson et al (1963), aislaron manbranas de origen animal y extraje-
ron exhaustivamente todas las enzimas, llamindole al residuo “proteina
estructural”. Lenaz et al (1968) postularon la existencia de esta pro-
teina estructural en todas las demis manbranas de los seres vivos. Sin
anbargo se ha demostrado que o es asi y que en su lugar existe una am-
plia variodad de proteinas con papel estructural (Guidotti, 1972). La
funcifn que las proteinas cumplen én las mawbranas es my variable:
Puaden intervenir en fenfmenos de transporte (Komor y Tanner, 1974;
Slayman, 1974), en reacciones enzimiticas (Arron y Bradbeer, 1975) o
unicamente tener un papel estructural (Singer y Nicolscn, 1972). Camw
una generalizacifn my amplia se pucde decir que mientras mayor es la ac
tividad metabblica de una movmbrana, mayor es su ¢antidad de proteina; es
ta aseveracifin se apoya principalmente en el hocho de que las mombranas
de mitocondrias y cloroplastos tienen, proporcionalmente, un contenido

proteico mayor que cualquier otra mambrana celular (Clarkson, 1977).

I.I.3. Otros constituyentes

El agua es otro constituyente de las manwranas, aungque no tan estudiado
oo los camuestos anteriores. hecho su presencia determina la es~
tructura bisica de las membranas, ya que se ha demostrado que es necesa-
rio que la membrana tenga al menos un 20% de agua en relacién a los fos-—
folipidos, lo cual equivale a una proporcion de 10 moléeulas de agua por
cada molécula de fosfolipido, para que se cstablezea el anmbiente hidrof{-
lico que estabilizard la organizacion de los 1fpidos en la mmbrana (lazzati
y Husson, 1962). Si ¢l ocontonido de agua fuera meror gue ese Timite, la moan

brana se harfa porosa al desorganizar © los fosfol {pidos.

Fl agua no oo oncuenta onoun et Tioaddo oo Laowembrang, oty e apas
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'(Chapran,‘ 1968). Estas cap.s forman puentes de hidrégeno con esas partes
hldrofilicas JMUVlllZ{lrﬂOlL\u dc tal manera que estdn en un estado sami-
liquldo-samcrlstaliro sin paicr formar hielo, alcanzando una viscosidad
39 veces mayor que el agua 1Iqu1da (Schulty y Asunmaa, 1970; Clarkson,
1977). Este lncl'no le oonf:cx:e gran estabilidad a la mawbrana y probable-
mente’ cont_rlhxye a sus propmdadc;-. de barrera para algunos solutos. Se
ha calculado que el agua puede constituir hasta un 30% en peso de la mom
brana (Simon, 1974 Clarkson, 1977). Por todos e&.Lo., hechos, han habub
autores (Ling, 1973) que han propuesto ideas extremas tales. camo el que.
no ‘soh ' los 1fpidos los que le confieren.a la membrana sus px:opledades de
barrera para algunos solutos, sino estas capas de agua. El papel que.txg_
ne elaguaen la.é interacciones que se producen en la moembrana sers dis-
cutido posteriomente (sccc. 1.2).

‘Ademis. dal agua, existen otros constatmyem.e.. de las mambranas que se him
aislado en diverms ocasiones, principalmente p::n' Sharon (1974). Estos
_mvpnstos son carbohndratos y se hallan um.cbs a las prrotem!s, por lo
Acuzd se les 1lmm en. ocaslones qltmprotpm.a"". Normalmente se encuentran
en pequenas cant.uiades en camparacién con los otros c;:nsum)mtes de las
ms!nbx:anas y su funcién no estd. relacionada con las 'nﬂﬂn“an«a.;, sino que mis
bien sirven camo "marcadores" de ellas por lo que no son relevantes. en
te- estu:ho. ‘

‘Estructura de la membrana

El modelo comumente aceptado de la membrana es el de Singer y Nicolson
(1972), el cual es una mdificacién del propuesto originalmente. por Davson
y Danielli (1935). En térmminos generales, ‘es una doble capa lipidica con
proteinas incluidas (£ig.5), por lo cual a veces se le llam mosaico fluido,
Las intexaééionasﬁ entre los di.vers.osi canponentos de la omambrana, han servi-
do 'Iaaira apoyar a este modelo. los argumentos que explican estas interac-
ciones son prinr:i[xxlmen‘tm de tipo termmodingmico y esto se debe a que el nmis

r

m modelo: estd apoyado tambien termodinamicomente (Singer, 1974).

Las interaccicnes cue los lipidos Cienem con las proteinas o] agua afooiay
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a las propiedades de las membranas. El entender el mecanismo de estas inte-
racciones pemmite interpretar correctamente la estructura de la membrana.
los principales tipos de interacciones son 4: Hidrof&bicas, hidrofflicas,
electrostiticas y muentes de hidrégeno.

Cuando una proteina se dobla en una solucifn acuosa, los grupos hidrofébi-
cos tienden a evitar el contacto con el agua, disminuyendo as! la energfa
libre (Kauzmann, 1959). Esta disminucién resulta del aumento en entropfa
de las moléculas de agua que rodean a la proteina, las cuales se encontra-
ban al principio ordenadas pero al interaccionar con esta se desordenan
(Kauzzmann, 1959). En macramléculas proteicas, este cambio en energfa li-
bre se manifiesta en un alto' valor negativo lo cual le confiere una gran
estabilidad en solventes acuwosos (Benson y Jokela, 1976). For el ocantrario,
en solventes no acuosos el cambio en energfa lihre es pequeno y las interac-
ciones hidrofébicas no son tan importantes (Singer, 1962). Por ello, las
proteinas se desdoblan y sufren un cambio conformacional extensivo. De una
manera andloga, las interacciones hidroffbicas contriluyen a la formacifn
de bicapas o micelas por los lipidos polares (Singer, 1971).

las interacciones hidrofflicas no han sido tan ampliamente reconocidas co-
mo la.é hidrof&bicas, sin ambargo se consideran caw la tendencia de los
grypos ifmicos y altamente polares a permanccer en contacto con el agua
(Singer, 1971). Estas interacciones le confieren gran estabilidad a la
membrana ya que la energia libre total es mfnima y recuerirfa un gran au-
mento en esta para separarlas del medio ambiente acuoso (Singer, 1971}).

Los camplejos lfpo-proteicos de la membrana poseen muchos grupos idnicos,
la mayoria ionizados a pH fisiol&yico (Benson y Jokela, 1976). Estos gru-
pos por las razones dadas anteriommente, tenderfin a estar en contacto con
el agua. Se ha visto que las interacciones electrostiticas son relativamente
dbiles en ambientes acunsos (Tanford, 1954) y sdlo tienen importancia en
la estructura y estabilidad de la membrana cuando estdn may préximos entre
s, cam es probable que suceda oon las partes hidrofflicas de los fosfoli-
pidos de la membrana (Singer, 1977).Cuando hay contribucitn de las interac-

ciones electrostdticas a la estabilidad de sistemas micramboculares, el cam
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bio en la fuerza iSnica de la solucifn altera la estabilidad del siste-
ma (Benson y Jokela, 1976).

Los puentes de hidrgeno s6lo se forman cuando la distancia interatfmi-
ca es nenor de dos f\’ (msan y Jokela, 1976), pero si se llegan a formar
le-dan una gran estabilidad al sistema. En un medio ambiente acuoso, los
puentes de hidr&geno que se formen serdn tanto entre mol&culas ocomo en-
tre moléculas y agua. En ambos casos el cambio en energfa libre es el
mismo (Klotz y Farnham, 1968). Esto indica que cam se pueden formar en
laces cn el agua con mucha facilidad, los puentes de hidrfgeno o oon-
tribuirSn mxho a la estabilidad del sistema en soluciones acuosas. Sin
embargo, en el interior de la membrana, es decir en un ambiente hidrof6-
bico, el papel que desampefian es crucial para la estabilidad de la mem—
brana (Klotz y Franzen, 1962). Ademis, los puentes que se forman entre
las moléculas de agua y las partes hidrofflicas de las proteinas, ejercen
wna resifn que se ha calculadc en varios miles de atmbsferas, que ayudan
a la estabilidad del sistema (Bensan y Jokela, 1976).

Todas estas interacciones han servido para apoyar al modelo de Singer y
Nioolsan, pero han sido fundamentales dos tipos de evidencias para su
aceptacidn definitiva; en primer lugar, explica porgu# en las microgra-—
fias electrfmicas se cbserva la apariencia trilamipar caracteristica que
se ha 1llamado unidad de membrana, ya que las regiones hidrofflicas de
los fosfolipidos formarfan las dos liminas externas, las cuales se tifien
fuertemente y la regifn hidrof6bica, mis clara, entre ambas. Ademis, en
estudios de criofractura, se han obhservado huecos que se suponen corres-—
pondientes a los lugares en donde se encontrarian ﬁas proteinas - (liochli

y Hackenlwook, 1976). Fn sequrrdo lugar, las mezclas de fosfolipidos pu-
ros .adoptan una estroctura similar con propiedades bastante parecidas a
las de las mambranas naturales (Chapman, 1968). Se han sugerido toda una
serie de mxielos de membranas (Green y Oda, 1961; Robertson, 1964; Benson,
1966; Wallach y 2Zahler, 1966; Sjlistrand, 1971), aunque todos ellos conser—

van el patron bision y stlo difieren en detalles.
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1.3 Funciones de los lipidos en las membranas

las funciones que los 11pidos efectfian en las war—anas pueden estar re-
lacionadas con la cstmcmra, con permeabilidad y transporte, con la ac-
tividad enzimatxca, con el alnncenamiento de energfa o con la estabihdad
‘de la manbrana a bajas temperaturas.

En el modelo de Singer y Nicolson (1972), no se incluyen detalles concer
nientes a la distribucifn de los. leldos en las membranas, asumiendo por
lo b’mto uwna di.strn:uciﬁn uniforme. En los (ltimos afios, se ha acrecenta-
do el intex:és sobre ‘este aspocto’ al acumilarse evidencia en favor de una
nmi:tana asimétrica, tanto en animales (Roelofsen et al, 1971; Cooper y
Kirchner, 1971; Woodward y 2waal, 1972; 2waal et al, 1973), cam en plan-
tas (Radunz, 1972; Billeoocq 1974) e incluso en modelos artiflcialeb de
mmbrams (Michaelson et al 1973; nuang, 1974). ToBricamente la asime-
tria estarfa dada por los ocmplejos lipoproteicos que se encuentran en la
matriz (secc. 1. 2). E1 papcl que Llene esta asimetrfa en La nmﬂ:x:ana aun
n esté del todo :claro, sin. emnrgo se Lsta efectuando ancstigacidn Inten.
'snra cm este campo, 1}1rt1culamm1te en'la manbrana de c.lon,,plastos en. don-
de parece haber una relacién. estrecha de la asimetrfa y la fotos Intesis
(M:.ller,_ 1979},

Un aspecto mlacmnado con lo anterior, es el hecho de que se han postula
do teorias en el sentldo de que_ los 1ipidos pueden formar capas alrededor
de determmadas enzimas o grupos de moléculas con alta actividad metabS11i
ca. &\ ‘este ﬁentldo, Schreibar et al (1976) sugirieron, que alqunas capas
de e,t:e tlpo podrian rodear al i‘otomstmma 11 y protegerlo de las altas

temperaturas, nuentxas que Dike et al (1977) sugirieron lo mismo pero po-
‘ra dusludnogvnaaas mitocondriales provenientes de diferentes vegetales y

cuya actividad dependia de la temperatura. Pero en ninguno de estos estu-
dios se proponcn mecanismos por los cuales pudieran llevarse a cabo tales
efectos y tamooo se realizaron es studios sobre la camposicidn de lipidos,

por lo que aun no hay nada definitivo en estas proposiciones.
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la idea de que los 11pidos estdn relacionados con la permeabilidad de la
memixana se origind hace muchos afios en los trabajos de Overton (1900).

El cbeervb que los solutos que mis rdpidamente penetraban en la mombrana
eran aquellos que posefan grupos hidrof@biocos, por lo cual propuso que

la membrana debfa tener un camponente lipfdico y que esﬁaba involucrado

en cuestiones de permeabilidad. Sin aembargo, el tipo de permeabilidad

que habla descubierto era pasiva y no fue sino hasta despufis de algunos
afpeqmarpméagamrabept&:iﬁnlaideadeq\n alqunas substancias re-
querfan ser transportadas con el consiguiente gasto de in’zrgia {Collander,
1959) . Qamo 1os 1ipidos tienen una baja constante dieléctrica (Chapman,
1968) y ademis foman un gnrbiaute hidrof6bico, se requiere un gasto de
energfa para introducir iones al interior de la cflula, para lo cual se
han propuesto diversos mecanismos: Rothstein y Gotz (1968) demostraron

que log iones son transportados a través de las mambranas uniéndose pri-
mariamente a los grupos fosfato de los fosfolfpidos. - la misma &poca,
Benaon et al (1959) damostrS tambifn que el transporte de cationes, resul-
taba de cambios conformacionales de las proteinas de la membrana y por lo
tanto de sus gngpos cargados negativamente a los cuales se unfa al i6n. Es-
tudios similares en membranas sintéticas llevaron a Hopfer et al (1970) R

a omcluir que la carga del grnupo polar de los fosfolipidos juega un impor
tante papel en el control de la permeabilidad para los iones, estando invo
lucrados solamente los lipidos con carga negativa.

Bensan (1963) propuso también una teorfa para el transporte de los azGea-
res, la cual postulaba que la glucosa se epimerizaba a galactosa y reaccio
naba con un diglicérido de la mombrana, penetrando de esta manera a la cé-
lula en donde se liberaba por accitn de la p—galactosidasa. No obstante,
a)ang y Kulkurni (1970) y Rougham (1970) fueron incapaces de confirmar es-
te modelo. Otro mecanism propuesto por De Grier et al (1968) se basd en
cbservaciones sobre la parmeabilidad de liposamas al glicerol, la cual au-
menta en relacifn directa con el grado de insaturacién de los Scidos grasos
de la mambrana. Este resultado y otros obtenidos en estudios en mambranas
maturales (Van Deenen y De Grier, 1964), indicaron que la permeabilidad de

las mmmbranas para no electrolitos solubles en agua depervie primeramente




del grado de insaturacifn y la longitud de la cadena de los dcidos grasos
de los 1ipidos de la nembrana. Por esta razdfn, la membrana del cloruplas-
to tiene un gran cantidad de &cido linolénico, el cual es altamente insatu
rado, lo qm'wzplicaria su alta actividad de transporte (Hitcheock y
Nichols, .1971) In este sendio, Brody et al (1970) al anadir &cidos grasos
insaturados, principalmente linolénico, a preparaciones de cloroplastos,
abservaron efectos pronunciados scbre los cambios de absorcifSn inducidos
por la luz, lo que se interpretf como un incremento en la permeabilidad en
la memwana de los tilacoides.

En los fltimoe afos se ha acamlado la evidencia sobre el importante papel
que juegan los lfpidos en relacifn con las actividades de enzimas localiza
das en la memiwana de cloroplastos y mitooondrias. Se ha obtenido la mayor
parte de la evidencia en mitooondrias animales y ya que las estructuras y
funciones de estos organaides son lo suficientemente parecidos en plantas

y animales, se pasde suponer gue no hay mxcha diferencia entra ambos gru-
pos en este sentido. Se ha sugerido que los glusolipidos que contiencn
grandes cantidades de Scido linolénico i cofactores esenciales en el
transporte de elactrones en claroplastos (Exwin et al, 1964; Chang y Lundin,
1965; Appelmn et al, 1966). Sosteriormente se demostr® que en este sis-
tama, se sintetiraba solamente el &cido garom-linolénico pero no su’isGmero
el alfa-linolénico (Rates y Volcani, 1966; Patton et al, 1966).

B mitocordrias se ha visto gue los sistonas de transporte de electrones
estin formados por lipidos y proteinas y al separar a los prirmeros, la ac—
tividad de los complejos dismimuye de una forma notoria y sSlo m&entahle
ce al reagregarle los lipidos (Fleischer et al, 1967). Ademis, se ha esta-
blecido que se requieren los lipidos en tres partes de la cadena de electrn
nes en mitocondrias, de succinato a trx;n‘zizm Q, de coenzima Q a citocram
Cy de citocramo C al oxigeno (Green y Fleischer, 1963). Este hecho ha sido
interpretado por los avtores como uns nocosidad de un pexlio con una baja
constante dieléctrica. Fosteriornente, Green y Flelscher (1964) determina-
Ton que o Importa la naturaleza de jos lpidos reinsertados con la Gnica
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ciales en estos organoides, sino que también se ha visto que si se se ex
traen los lipidos de un extracto microsaral de higado de rata, este pier
de su actividad y la recupera al reagregirselos (Jomes et al 1969) . Todo
esto ixi«.lica que los lipidos son esenciales para la actividad enzimdtica,
pero de ninguna manera que lo hagan formando capas alradedor de las en-

zimas tal vy conm se dijo anteriormente en las teorias descritas, las cua
les no tienen todavia un fundarento sdlido.

Diversos grupos de investigadores han mostrado que los dcicdos grasos aso—
ciados con los 1lipidos mitocondriales de las plantas con resistencia a
las heladas son normalmente mis insaturados, que los de plantas sensibles
(Lyons et al, 1964; Raison et al, 1971). Kuiper (1970) demostrd la exis-
tencia de tales diferencias en grupos de hojas de alfalfa con distinto
grado de sensibilidad al frio. Sin embargo, Wilson y Crawford (1974a)
ampararon 1os dcidos grasos de hojas de siete especies de plantas resis-
tentes al frfo,con seis especiss sensibles, sin encontrar diferencias sig-
nificativas emtre ambos grgpes, sl acaso um leve exceso de dcido lineléni
oo en las resistentes. - un trabajo posterior, Wilson y Crawford (1974b)
postularon que i hakfa dx’.ﬁm’aﬁcias,, estasg se darfan s8lo en los &cidos
grasos de los foefolfpidos ms que en los Yipidos totales. Por otra parte,
en el proceso de . aclimataeifn de plantas sometidas por diversos perio-
dos a temperaturas bajas, sin llegar a la congelacién, se ha cbservado un
incremento en la sintesis da fosfolipidos en corteza de 4rbwles (Simino-
vitch et al, 1968, 1975; Singh et al, 1975). Sin embargo, este tipo de cam
bios o son generales ya que en otros estidios no se ha observado este fe—
ndmeo (Quinn y Wi!lianm, 1978) . Todos estos resultados sugieren una rela—
_cifin directa entre lipidos y resistencia a bajas temperaturas; ni aun en
donde no estd clara la relacifin puede descartarse, oo en el proceso de
aclimatacin., Por otra parte, continda sin aclararse si los cambios en
la saturacitn de los &cidos grasos es un factor primario en la resistencia
al fric o si simplemente reflejan otros cambicos mis bisicos on la composi-
ciftin de los Lipidos.

BL pape: o os 1ividdos Cionen oo Gl uorenamvento e ener VA dimen

tido ponteriormente waoe, 1.7 .
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1.4 Estructura del grano de trigo
El trigo es un miembro de la familia de las gramineas. Su fruto consiste en

wma sfla semilla o cariSpside y estd formada por el pericarpio, la cubierta
del fruto 'y la semilla propiamente di'chab, la cual estd fusionada al pericar
plo. la scmﬂla consiste a su vez de testa o cubierta de la semilla, el em-
brién y el éxﬂospanrb (fig. 6).

El pericarpio estd formado por varias capas de células de paredes gruesas
impregnadas de lignina y cutina. La testa consiste en una o dos capas de
-'oéllnas, a menudo muy pigme’ntadas; que son las que le dan el color al gra-
no. ‘Por debajo de la testa y. _i:odea_mb 5510 al erndospermo, se‘.em:uént.ra’ la-
capa de aleurbna, la cual consta, de una sola capa de cBlulas de pzuedee-
gruesas.. Esta capa es la Gnica parte viable del endos SPerTD,. aungue A;'us cé-
hxlas mo se dividen; su caracteristica mds distintiva son los grc‘mulos de
‘aleurona, de los cuales se hard una discusién mis adelante, Por deha-jo de
-la aleurona sn encuentra el endospermo almidonoso, con células de paredes
dclqadas Yy cuyo cont_muuo es fundamantalments almidon y proteina. El prine-
e se u)cuenu'd en forma de *1anu]os qan% wrente . empacados, oon 1a proteing
?llenanio los espacios entre astos. Este tej jido forma hasta un 70% del peso
tptal de la semilla.

Adyacente él éxr}oi‘s;:r.nm se encuentra el cubridn, el cual originar& a la
‘nueva planta. Este oonsiste de una J*ziL llamada radicula y un tallo o pli-
mala eanbr i onarloa, cubw"t_o'; ror emmliuras @ ntmtnr_as ]lmmdas roleorn &3
Yy oaleoptllo respoctivamente, Asoclado con el embrifn estd el escutelo, si-
tuado entre el enbrifn y el endospennd y considerado com un cotiledbn mo-
dificado. Este, al gamminar el grans, tiene la funcidn de movilizar las
reservas alimenticias almacenadas én el ondospermn vy tronsmitirlas al en
brion. E‘L escutelo tambiGn contiens reservas utilizadas en las primeras

horas de la germinacisn (Tavener y Laidman, 197.2a),

1.4.1. Granulos de

UL k )l’ L'i

Estos grinulos son el rasoo caracteristioo de la o de aleavona, Bn
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ellos se almacenan proteinas, carbohidratos, minerales en forma gde fitina y
algo ‘de 1Tpidoa.Se sncuentran en ganntmero en el citoplasma de las c8lulas
de la aleurona y estfn rodeados por una membrana. Al parecer, se originan
del depSsito de »ttbxbs estos materiales dentro de la oflula, lo que provo-
ca gue poco a poco vayan adquiriendo una membrana propia. Es por ello que
se les considera cam vacuolas especializadas. Al géminar la semilla, to
dos los materiales almacenadcs en los grinulos se utilizan, pero las mem-
branas se fusionan produciendo grandes vacuolas (Colborne, 1974). El1 papel
que tienen las hormonas en el proceso. de utilizacién de las reservas serd
discutido posteriormente (secc. 1.7).

Rodeando a los grinulos de aleurona, se encuentran mmerosos organoides
llamados esferosamas. Estos, son los principales almacenes de lipidos de
la capa de aleurama, siendo capaces de llevar a cabo sintesis de l{pidos
(Samanadi, 1967). Los principales 1lfpidos que se encuentran en los esfero
samas son triglicéridos, con sblo. una pequedia proporcifn de fosfolfpidos
(Jacks et al, 1967; Morrison, 1979). Durante la gcrminacx&n el tamano y
el nmero de los esferosamas disminuye notablamente (Colborme, 1974),

1.5 Composicisn quimica de la sanilla de trigo

Ios principales camponentes del grano‘ de trigo san alnddéa:x, 1ipidos y pro
teinas, mis una pequefia cantidad de minerales. la camposicifn del grano
entero difiere de la camposicifn de la aleurona, tal y oam se ve en la
siguente tabla:

Camposicién porcentual del trigo*

Carbohidratos

Proteinas idos Mi les
( almidén) Proteinas Lipidos inera
Grano entero 57-62 11-13 2-4 0.3-0.7
Aleurona** 0 20 6 67

+Tamada de Kent (1975).
**Esta conposicisn es de la aleurona con el pericarpio y la testa,
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los minerales estin presente principalmente en la forma de sales insolu-
bles de potasio, calcio, magnesio y hexafosfoinositol, a los que se les
1.1am; fitina (Hay, 1942; lee y Underwood, 1948).

1.6 Los 1lipidos del trigo

La mayor parte de los andlisis de 1{pidos de trigo se han realizado en
harina de trigo. Esto es camprensible debido a la importancia que el trigo
tieme oo alimento en el mmndo entero y la que los 1ipidos tienen en el
almacenaniento y en el proceso de fabricacién de alimentos. Por el contra
rio, se han realizado muy pocos estudios sobre la camosicifn de las di;-
versas partes del grano por seplmdo Estos, se han realizado en embrifin
{Mecham, 1971; Acker, 1974), aleurona (Colborne y Laidman, 1975; Varty y
Laidman, 1976), endospermo (Colborme y Laidman, 1975) y en grano entero
(Nelsom et al, 1963; Graveland, 1969; Morrisom, 1979).

Los triglicBridos oconstituyen del 50 al 60% de los lipidos de la aleuwrona
(Nelgon et al, 1963), siend metalolizados desde las primeras horas de la
gemminacifin (Tavener y laidman, 1972).Llos fosfolfpidos mis abundantes son
la lecitina y el fosfatidil etanolamina (Fisher et al, 1964; McKillican y
Sims, 1964; Graveland, 1968). Sin mhan:_p, la lisofosfatidil ocolina se en-
cEntra en- altos niveles debido a su interaccifn con el almidén (Acker y
Scimitz, 1967). El &cido fosfat¥dico se ha encontrado en altas cantidades,
(apwoximadanente 108) (Mason y Johnsom, 1958), pero es miy probable que
sea un artefacto (secc. 1.1.1).

Ademis de estos lIpidos mayores, se han encontrado una gran cantidad de
otros lipidos menores tales cam glucolfpidos (McKillican, 1964), sulfolf
pidos (Wren y Szcerpanowska, 1965), ctros fosfolipidos camo fosfatidil
inositol (Faure y Coulon-Morelec, 357), fosfatidil serina (Graveland,
1968) etc. Morrison (1979) ha reportado todos los lipidos identificados
en el trigo hasta la fecha. !
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1.7 Proceso de la germinacifn

En botinica se define a la germminacién camo el conjunto de procesos que
causan que una scmil'la quiescente ocon un bajo oontenido de agua, maestre
un aumento en la actividad metabSlica general y el embrifn inicie la for-
macifin de una maeva planta. Sin embargo, durante esta fase ocurre muy po-
ca movilizacifm de material de reserva. Para nuestros propdsitos conside—
raremos que  la germinacifn incluye los primeros dfas del crecimiento de
la plintula. .

La primera fase de la geiminacifn es la imbibicifn con agua (Schull, 1916).
Durante esta fuse, el contenido de agua se incramenta rdpidamente al hi-
dratarse los distintos tejidos de 1a semilla, siendo este un proceso ente—
ramente fisico e indeperdiente de la viabilidad de esta. Eventualmente al-~
canza una fase de meseta a la cual le sique, en las samtllas viables, un
marcado aumento de peso a la par con el crecimiento de la plintula. Duran-
te todo este proceso, las semillas llevan a cabo funciones catabSlicas y
andbolicas al mismo tiempo. Debido fundamentalmente a que las samillas es—
tAn parcialmente diferenciadas, la mayor parte de las actividades catab6-
licas se localizan en Lejldos de almacenamiento, camo por ebjmplo el endos
permo (secc. 1.4). Por el caontrario, los procesos anab$licos se localizan
principalmente en el eje embrionario. . todo este tiempo y hasta la sali-
da de las primeras hojas de la plantula, esta es un organismo heterStrofo.

Los eventos biogquimicos de la germinaci®n, asi cam su control, han sido
abjeto de estudio en muchas ocasiones (Varner et al, 1965; Ching, 1972;
Mayer y Poljakoff-Mayber, 1975), por lo que a continuacifn se tratard en
forma resumida el metabolismmo del endospermo en la germinacién y en parti-
cular el desarrollo y control de la actividad enzimitica en la capa de
alearona de cerecales,

Metabolismw de 1fpidos. las reservas de triglicéridos de los cereales se

encuentran en los esferosamas principalmente (Jones, 1969; Jelsena et al,

1977) aunque se piensa que una parte de los 1Ipidos se encuentran asocia-
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da ocon la fitina en los granulos de aleurona (Jacobsen et al, 1971). Du-
rante los primeros estadios de la gemminacifn, los triglicéridos sirven
oamo- 1a mayor fuente de energfa (Tavener y Laidman, 1972a) siendo movili-
zados progresivamente en este periodo. Se ha visto que existen dos reser-
vas de triglicéridos en la alewrona. Una de ellas, la mayor, se metaboli-
za por efecto de un factor producido por el amhritn (Tavener y Laidman,
1972b). Este factor no puede ser reenplazado por dcido giberélico (AG,)
pero si por compuestos nitrogenados tales camo hidroxilamina o glutamina.
Es capaz de inducir la actividad de lipaéas en el tejido de aleurona en
mesencia de auxinas y de retardar o inhibir la degradacifn de la otra
reserva de triglickridos (Tavener y Laidman, 1972b). Esta Gltima, es a su
vez movilizada por un factor presente en el endospenmo almidonoso y es
sustituido exactamente por las citocininas sintfticas cinetina o benzil-
adenina a concentraciones fisiolSgicas (Tavener y laidman, 1972a).

la actividad incrementada de las lipasas coincide con la activacifn de las
vias metabflicas de los fcidos grasos. las giberelinas, endigenas o exfige—
nas, inducen a las enzimas del ciclo del glioxilato y de Beta-oxidacifin
(Doig et al, 1975). Esta induocifn es inhibida o reducida por inhibidores
de la sintesis de AN o moteinas (Taws y laidnan, 1979), lo que indica
wa sintesis de novo. Se ha demostrado que en la aleurona de cebada las
enzimas del .ciclo del glioxilato se encuentran en glioxisamas unidos a la
montwana (Janes, 1973). En endospermos de higuerilla, las enzimas del ci-
clo de Beta-axidacifin estin en vesiculas unidas también a la membrana
(Obuper y Beevers, 1963). Es posible que esto sea general para los deamis
cereales. '-

Bucet (1949) fue el primero en reportar movilizaci6n de fosfolipidos du-
rante la germinacifn. Al igual gue en el caso de los triglicéridos, los
fosfolipidos son activanente degradados al mism tienpo que en la pl&ntu-
la ammenta la concentracién de estos (Colborne, 1974). Han sido pooos los
estudios realizados en la capa de aleurona sohre metabolismo de fosfolipi
dos, sin embargo los resultados de todos ellos y su relacifin con el meta-
bolismo de membrana serdn discutidos posteriormemte (secc. 1.9).
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Metabolismo de carbohidratos. El endospenm almidonoso es el principal al-
macén de reservas tanto proteicas camo de carbohidratos. Por ello el desa-
rrollo primario de la semilla requiere la degradacisn de estas reservas.

Yamo (1960) y Paleg (1960) independientemente demostraron que la actividad
amilolitica sobre el endospermo puede reamplazarse por AGB. Esta propiedad

se ha demostrado en avena, trigo (Paleg et al, 1962) y arroz (Ogawa e Ina-
mura, 1965). Radley (1967) demostr6 que en las primeras etapas de la germi
nacidn, el escutelo producia giberelinas, siendo reemplazado al tercer dfia
por el eje embrionario. Se ha demstrado que la capa de aleurona es el Gni
oo tejido que responde al NE3 (Mcleod y Millard, 1962; Briggs, 1964). Ade-
mis, se ha visto que se inducen dos tipos de amilasas: La primera estX
pnresente en forma inactiva en el grano sin germinar, la PBeta-amilasa
(Rowsell y Goad, 1962); la segunda, y la mis importante, es la alfa-amilasa
1la cual es sintetizada de novo vy secretada al medio, Esta induccién se ha
cxxrprobado tanto en cehada (Filner et al, 1969} carmo en trigo (Collins et
al, 1972). al igual que en el caso de los triglicéridos, tambi&én aquf se
requiere la presencia de una citocinina para que el AG3 tenga un efecto
‘miximo (Eastwood et al, 1969). Por otra parte, se ha demostrado que el 4ci
do 'abscisioo (AAB) Inhibe la sfntesis de alfa-amilasa estimulada por AG3
(erispeels Yy Xarner, 1966, 196h;Jacobsen, 1973). Este efecto es revertido
por etileno, siempre y cuando se aplique simultSneamente con las otras hor-
monas, tanto en aleurona de cebada (Jacobsen, 1973) como de trigo (Lépez et
al, 1978). Aparte de la alfa-amilasa, otras enzimas son inducidas también
por el AG,, tales caomo la proteasa (Filner et al, 1969), maltasa (Briqggs,
1963), Beta~ 1,3 glucanasa (Follard, 1969) y, en menor proporcifn, fosfatasa
&cida, fltasa; varias glucosidasas y ribomxleasa (Trewavas, 1976). BEn mu-
chos de estos casos, también se aunenta la liberaciédn al medio por lo que es |
probable que haya un efecto de la hommona sobre la permmeabilidad de menbrana.
Ia manera en la cual estas proteinas son excretadas ha producido una contro-
versia sobre el modo de excorecidn. Este aspecto serd discutido posteriormen-
te (seoc. 1.9).

Metabolismo de proteinas. Las pmoteinas de reserva que se encuentran prin-

cipalmente en el endosperms almidorsoso, @son tanbhién degradadas en las pri-
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reras etapas de la germinacifn. la mayor parte de la actividad proteolfiti
ca se origina por accifn del }‘(;3 sobre la capa de aleurocna (Rowsell y Goad,
1962) la cual es sintetizada de novo (Jacobsen y Varner, 1967a). Ademids

se ha sugerido que las proteasas también tienen una accidn secundaria so-
bre la liberacién de Beta-amilasas del endospermo almidonoso (Fowsell y
Goad, 1964).

Metabolismo de minerales. Durante la germinacifn, las reservas minerales
de la aleurona (secc. 1.4 ) se degradan y contribuyen al desarrollo de la
plintula. No se ha camrobado que el AG3 estimile la degradacifin de estas
reservas en cebada (Srivastava, 1964), mientras que en trigo se ha ocamwpro-
bado que algunos canpuestos nitrogenados tales camo glutamina o hidroxila-
mina, en presencia de auxinas, incrementan la degradacifn de estas reser-
vas (Eastwood y laidman,1971b). Adamfs, la liberacifm de iones es prawvida
par un factor que se guade sustituir por AG3 (Rastwood y Laidman, 1971b;
Janes, 1973). Por otra parte se ha damostrado que la imbibicifn por sf so-
la es capaz de aumentar la degradacifn de las reservas (Peers, 1953).

1.8 El Sistema de Enxdameminranas

Se ha postulado que la membrana mxclear, el reticulo endoplismico, el apa
rato de Golgi, algunas vesfculas y la membrana plamﬁtica o plasmalema
forman una unidad contfmia y se hallan interconectados entre si (Bracker
et al, 1971; Morr€, 1975; Morré et al, 197la).Para apoyar esta pruposicifin
se ha recurrido a dos tipos de evidencias: Una dada por micrograffias elec-
tr6nicas y la otra por similaridades en cuanto a funcifn y estructura de
los elementos que forman el sistema. la primera de ellas, al permitir de-
tectar contimiidades directas entre los elementos, ha servido para apoyar
o rechazar a un presunto elemento; sin embargo o todos los autores que
trabajen con-estetipo de evidencias efectfan cortes en serie, la cual es
la mejor manera de trabajar (Hanke, 1977), lo que ha producido interpreta-
clones err@neas. Esto es particularmente diffcil en tejidos vegetales, en
donde la presencia de la pared celular interfiere con muchos tipos de oes-
tudios.




Ias sim{laridades entre los elamentos del sistema, requieren un-origen o
min y, al miamo tiempo, de elementos de transicifn, los cuales posean ca-
racteristicas intexrmedias entre el retfculo endopldsmico rugoso (RER) por
un lado y el plasmlema o el tonvplasto por el otro., De tal manera que se
han propuesto cam elenentos de transicifn al retfculo endopldsmico liso
(REL), al aparato de Golgi y a algunos tipos de vesfculas (Morré et al,
1971a).

La membrana externa del nucleo se ha considerado un elemento representativo
del. sistema de endamembranai desde el punto de vista de las similitudes
con el RER (Morré et al, 1971), entre ellas la presencia de ribosamas y su
ocontimidad est:nzctm‘al §in embargo, aun no se ha demostrado una transfe
rencia de vesfculas entre amisos. Esta transferencia se ha cbservado pero
entre el RER y el aparato de Golgi (Falk y Kleinig, 1968; Bracker et al,
1971; Morxé et al, 1971b), al cual se fusionan estas vesiculas.

‘El RER consiste de una serie de mambranas dohles aplanadas, llamadas en
ocasmne.s cisternas, recubiertas por ribosomas sobre la superficie en con-
tacto con el citoplasma. Es el mayor sitio de sintesis de proteinas en el sis
tema de endcmembranas (Siekevitz et al, 1967). Las caracterfsticas especi-
ficas del RER varfian con el organismo, etapa de desarrollo y estado meta-
bblico de la célula (Porter, 1961) e incluso difieren entre regiones de
unamlsna c8lula (Leskes et al, 1971a,b). Nomalmente se encuentra mis de
sarrollado en c8lulas especializadas en secreci®n. Aparte de su papel en
la sintesis de proteinas, esti tambien imvolucrado en la sintesis de'fos--
folipidos, ya que posee todas las enzimas necesarias para ello (Getz et
al, 1968 ;‘Bracker y Grove, 1971). Desde este panto de vista, el RER es la
fuente principal de membrana.

El REL se distingue principalmente por su carencia de ribosomas, ES muy
parecido al RER en su cawposicidn (Friksson y Dallner, 1972), debido prin-
cipalmente al hecho de que el REL se sintetiza primero com RER o se deri-
va de este (Higgins y Barnett, 1971). Comparte machas funcionss oon el RER
excepto la sintesis de proteinas (forter, 1961).




- 24 -

Aparte de la transferencia de vesfculas entre la mombrana nuclear y el
aparato de Golgi, mencionada anteriormente, hay tambien una asociacifn
cercana entre el RE prixnipa_lmentc liso y el aparato de CGolgi que se ma-
nifiesta en uma transferencia de vesiculas (Morré et al, 1971a;Morré vy
Mollenhauer, 1974) y una continuidad estructural y funcional entre ambos
(Sickevitz et al, 1967; Morré y Mollenhauver, 1974). Estas vesficulas son
importantes no s6lo porque forman al aparato de Golgi, sino porque muchas
de ellas contieren productos de. exxrecifn, los cuales se acumilan tenpo~
ralmente en el aparato de Golgl, siendo después descargados otra vez co—
mo vesiculas que se fusionan con el plasmalema y vacfan su contenido al
exterior. En este proceso, contriluyen a la formacifn o recambio de moem-
brana. Como las propiedades del plasmalema y el RER son diferentes (Morré
y Mollenhauver, 1974) se ha sugerido que el aparato de Golgi tiene un pa-
pel en la diferenclaci®n de la mambrana. Esto estd apoyado en el hecho de
que las propiedades del aparato de Golgi son intermedias entre el plasma-
lema y el RER(Grove et al, 1968; Morré y Follenhaver, 1974). De tal mane-
ra que se estableceria un flujo de mmembrana entre estos carponentes, Es-
. te flujo ha sido confirmado por estudios de incorporacifn de precursores
radicactivos de membrana (Morré, 1970).

Las vesYculas producidas por el RER, que estdn en m;cha mayor cantidad
gue las producidas por la membrana ruxlear (Morre y Mollenhauver, 1974) son
importantes al dar dontinuidad eéstructural al sistema de eddwembranas. -
El proceso de excrecitin mencionado para estas, se ha sugerido como el
usual para las enzi&as hidroliticas inducidas por A5, en la aleurona,
pero se ha rebatido esta proposicifn (secc. 1.9).

El plasmlema es el Gltimo elemnto de transicifn. Camo se ha visto, de-
riva del aparato de Golgl y posiblemente de alqunas vesf{culas del RER
que lleguen directamente al plasmalema. BEsta contfnua fusién de vesicu-
las, provocarfa un exceso de membrana si no se oontrarresta de alguna
manera. Se han sugerido algunos mecanisms para "descargar" el exeoeso
de membrana (Whaley et al, 1964, 1970; Tomos y Laidman, 1979). Uno de

ellos propone que la wanbeana founa dobleces, posibilidad también suge-
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rida en un trabajo de Vigil y Rudat (1973). Es posible también que la mem.
brana se reabsorba en los esferosamas pegados al plasmalem o que 6ste
forme vesfculas y las reintegre a la circulacién. Es posible que los tres
procesos ocurran, aunqué aparentemente el primero tiene menos apoyo expe-
rimental. |

1.9 El control honmonal del desarrollo y metabolismno de la membrana

Los trabajos de Yomo (1960) y Paleg (1960) provocaron una investigacién
-mtenswa sobre ‘el modo de accibn del AG ‘El primer hecho relevante des
'cub:.erto fue que este ac:tﬁa t‘mlcamcmt:e sobre la capa de ‘aleurona  (McLeod
y MJ.lland, 1962; Briggs, 1964). Esto [I).:lbllltﬁ aun mas la mvestlgacxén.
Ur:x‘ aspgcto inportante de la accifin del NGy
el cambio de expresitn génica. El m3 pramve la ‘..,;nt.esm ‘de novo de va
rias hidrolasas oo alfa-amilasa y proteasa tanto en cebada (Filner et
al, 1969) camw en trigo (Collins et al, 1972). En el caso de la alfa-ami-
lasa se ha denostrado. que el .%3 mcram_nta los niveles de ARN mensajero
-_Lraduf‘:.ble (nggmb et al, 1976) e induce un incremento en la incorpora-
cifn de aden:ma ‘radicactiva en el poli-A del ARN (Jaoobbe\ y Zwar, 1974).
S:Ln erhaxgo el punto. real de-la acclén de la homuna, modificacién  trans 5
crlpcmnal, post—-Lranscmp:xonal traduocxonal o post-traducional, aun

se desconoce.

es el efecto que tiene _,obre

Por ‘otra parte, el AG, aumenta la tasa 'de liberaci6n de un gran nGmero

de enzimas de la capa de aleurvna, tales comy la alfa-amilasa (Chen y
Jones, 1974a;Firn, 1975; Gibson y Paleg, 1975), proteasa (Gibson y Paleg,
1976), beta-1,3 glucosidasa ('I‘ar' y Jones, 1970), ribonucleasa (Chrispeels
y Varner, 196), fosfatasa &cida (Ashford y Jacobsen, 1974) etc. Por ello
se ha mvolucrado al sistema de endomombranas en general y al RE en particyu
lar en este proceso., Sin e:mbargo, la relacidn entre ambos y el 1\53 aun
esti en controversia.

En 1964, Paleg y Hyde reportaron que el RE proliferaba dentro de las 24

horas siguientes a la aplicacion de NG, en alewrona de cedwda. Posterior
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mente Jones (1969%) reportS que la proliferacitn ocurria dentro de las
dos horas siguientes a la aplicacifn de la hormona en cebada. Vigil y
Rudat - (1973) confirmaron estos resultados. En estos Gltimos trabajos se
reportaba ademds, un incremento en el nGmero de glioxisamas. Vigil y Ru-
dat (1973) observaron también que 10 horas después de la aplicacifn de
la hormona, el RE producia gran cantidad de vacuolas que se fusiorlakﬂn
con el plasrv\ale_lm‘. Sin embargo, todos estos resultados fueron cuestiona-
dos cuando se cbservé gue en trigo esto no sucedia y que la prolifera-
cifn del RE mcanente dcpeniia de la imbibicifn (Laidman et al, 1974a;
Colborne et al 1976; Varty y Laidman, 1976). Estas conclusiones tan |
diversas podrfan haberse explicado camo indicadoras de una diferencia .
interespecifica, pero los trabajos en cebada presentan muchas deficien-
cias. Estos han sido criticados sobre la base de que ninguno de ellos
incluyd un control (Lamxv.an, 1980) ' esto es, no se. efecLuaron incubacio~
nes sin I\G3, sino que el tejido imbibido tamdo antes de la aplicacmn
de la. mnrona fue el control. Ademas, se aduce (Lau}xmn, 1980) que las
diférencias entre las micrograffas del control y el tejido experimental,
partlculamentc en el caso de Jones v (196&'1}, son minimas. Por otra parte,
los resultados en t:rigo han sido confirmados IL..‘.SC’DtB@tE (Buckhout et
al, 1981) mmque .en este’ t.rab.:xjo se hace notar que el mcrcm.nbo en la
cantlddd de RE i.nducxdo por la imbibicidn, apmx.‘umdanmte el doble, es
del mismo orden que el reportado recientemente por Jones (1980) No obs-
‘tante las discrepanclas anteriores.los dos grupos coinciden en 1a vesmu _
lacifn del RE por efecto del Gy a largo plazo, al final del .,egundo dia
de geminaciGn- y en el aumento en el nmero de glioxisamas.

Aparte de esta evidencia estructural, también ha habido controversia en
la evidencia ,bioq@fmi.ca. Las membranas del RE son particularmente ricas
en fosfatidil colina o lecitina (Getz et al, 1968), lo cual sirvié para

disefar un pnocedumento para el uso de colina radicactiva camo marcador
de los fosfolipidos del RE (Nagley y Hallinan, 1968). En este estudio se
vi6 que si se administraba colina radicactiva a higado de rata por 30 min.,
ésta se incorporaba en su totalidad a la lecitina del RE, Este hecho se

probS en aleurcna de cebada, obs servando que el AG, aumenta la incorpora-

3




citn de colina de 4 a 8 veces, a partir de las 4 horas siquientes a la apli
cacibn de la hormmona y alcanzando un miximo a las 10 horas (Evins y Varner,
1671) . Posteriormente Koehler y Varner (1973), reportaron resultados simila-
res de incorporacifén de fosfato inorginico radiocactivo como precursor de
fosfolipidos, aurnque no hubo efecto sobre los niveles de fosfolfpidos tota-
les ni sobre la incorporacifn de acetato radicactivo en esto. Firn vy Kende
(1974}, cuestionaron estos hechos al encontrar que el AG3
corporacidn de glicerol tritiado en los fosfoulIpidos de cebada, ni los nive—
les totales de esﬁos. hrbos resultados fueron confirmados posteriormente en
trigo (Laidman et al, 1974b; Varty y laidman, 1976). Adands se encontrd que
las incubaciones prolongadas con AG, provocaban un descenso en los niveles
totales de fosfolipidos, siendo esto una confirmacién de los resultados adi-
cionales de Firn y Kende (1974). Por ello, en lugar de una estimilacién de
la sintesis de fosfolipidos, se sugirif un efecto del MG sabre el recambio
de estos (Varty y Laidman, 197%6). En esta ocasifn las criticas schre el sis-
tema en cebada se centran sohre el mftodo de extracciSn y purificacitn usado
por Varner y su grupo (Tamas y Laidman, 1979; Ladidman, '1980). Ellos usarr:m
una mezcla de xrxataml-—elordﬁqmp para.la extraccifin y wuna solucifn salina
acvosa para la purificaciGng embos mStedos tienen infinidad de inconvenien-—
tes (secc. 2.9). Ademés en Jos experimentos de incorporacifn de fosfato
(Koehler 'y Varper, 1973), mgran parte do la radioactivided se recuperd en
la fraccifin de los m.g?moim,. por 1o cual es posible que se haya medido ra-
dicactividad que no correspondia a fosfolipidos.

no afecta la in-

1a hipStesis de la estimulacién de la sintesis de fosfolipidos por AG3
apoyada posteriomente por estixlios de la actividad de dos enzimas involu-
cradas en la ruta biosintStica CIP colina a fosfatidil colina. Esta via s6lo
tien? tres enzimas, colina kinpsa cono enzima soluble, oolina fosfato: CIP

fue

citidil transferasa y oolina fosfato: CDP citidil transferasa. Johnson y
Kende (1971) reportaron un incrementco on las actividades de las dos
Gltinas enzimas. Ben-Tal y Varner (1974) reportaron también resultados si-
milares, sin embargo ambos trabajos tienen el defecto, muy importante
de que m controlaron la concentracién de sustrato y por ello los resul
tados no son confiables. Memfis, oo en el caso citado antes, la ma-
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yor parte de la radicactividad se detect$ en la fraccién de los organoi-
des.

El Scido abscisico (AAB) se ha visto involucrado oen este esguama al de~
mostrarse que es capaz de inhibir la formacifn de glioxisamas inducida

por AG3 (Evins y Varmer, 1972; laidman, 1980) aparte de que produce el
mism efecto que el A, sobre los niveles de lipidos totales en trata- -
mientos prolongados, esto es los dismimuye (Varty y Laidman, 1976).

Ia secrecifin de las enzimas inducidas porm3, especialmente la de alfa-ami
lasa y protessa, se ha explicado tombifn de dos maneras. Una de ellas pro-
pone que se socretan a trave de una ruta vesicular (seoc.1.8); para ello
se cuenta con evidencia submtancial (Gibson y Paleg, 1972; 1975; 1976;
Firn, 1975; Chrispeels, 1976) ademfs del reciente aislamiento de un posi-
ble precursor de alfa~amilasa} que tambifn apoya esta proposicifin (Ckita
et al, 1979). lLa otra proposicifn sugiere un medio de transporte scluble
(Jones, 1969a, b). Queda por demostrar cual es la mds factible, aunque por
ahora las evidencias favoreéen a la primera. Un efecto parecido del AG3

se lleva a cako sobre las reservas minerales de la aleurona (secc. 1.4 y
1.7), afectarndo su liberacifn al medio tanto en cebada (Jones, 1973) como
en trigo (Bastwood y Laidman, 1971b) pero rno su hidr6lisis, la cual estd
estimilada s8lo por la imbibicifm (Peers, 1953).

1a relacifn del AG3 con la excrecién de enzimas habla de una relacidn es
trecha entre la hormona y las prqaiedzges de la membrana. AMdemds la sali-

da de los iones indica un aumento en permeabilidad de la mambrana provoca

do por la homona. Este efecto del N33 también se ha visto en mamiwanas
artificiales formadas por fosfolipidos puros en mxlio acuoso, en las cuales a
bajas concentraciones de DG3 incrementa la permeabilidad de estas para la glu
cosa, detectindose adomis la formacifn de un camrlejo om la leciting

(Wood y Paleg, 1972; 1974). Ademis en estudios similares pero con AR hay
resultados parecidos. Se ha sabido desde hace tiempo que hay una relacién

entre la apertura de los estamas y el AAB; este es capaz de cerrarlos en

minutos, por lo que se ha propuesto gue ol BAR auanenta la promeabilidad
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‘de la membrana al malato lo que disminuye la turgencia de las c6lulas
guardias (Dittrich y Raschke, 1977; Van Kirk y Raschke, 1978). Ademss el
AAB tiene un éfectp parecido al AG,, al aumentar o disminuir la permeabi-
lidad de la membrana de raices a los iones (Pitiman et al, 1974). Este gru
PO proponeque una u otra accifn serd favdrecida dependiendo de las condi
.cmnes bajo las cuales la planta crecifs y 1la tarpe_rat.ura a la cual se .
efectian las mediciones. EL AAB también aumenta la permeabilidad al agua
en zaha}brias (Trewavas, 1976). Em manbranas artificiales tiene un. efecto
.exactanente 1gual al AG3 al aumentar la permeabilidad de la manbrana pa-
ra los _.olut:os, provocando la aparici6én de mltiples poros en esta (Lea y
'Collms, 1979).

1a maduracién. de los frutos y los cambios en permezabilidad en la mambrana
que esta conlleva han sido iYJj'L)ﬂlCE!dOS nl ‘etileno desdc hace algﬁn tlempo‘
(Burg Y Burg, 1962 Marm. y Ch'arn, 1971). Este cambio se manifiesta cn la
_.gran fuga de solutos que ocurre, al mismo tmmpo que se pruduce una gran
‘desorganlzacnSn estruct:uxal aunque. esto ha sido (.uest_lor.ado al oonflrmar
se que .no. ocmn:e @n t.odos los casos (Cocmbx, 1976) . Sin _@nbargo, existe-
-'oontxcversia sobre si es la maduracién x:cspon.,ab]c de los cambios en la’
mﬁmbraxm o sib’,f porel contrario, los cambms de xm-;nbrana inducidos i:or
et.:.leno pos:.b;lltan la maduracidn.

El ‘etileno tiene un efecto claro sobre la secrecifin de enzimas. Esto se
‘ha detcctado en €l caso de la alfa-amilasa en aleurona de cebada (Jones,
196%;Ho et al, 1977), trigo (ISpez et al, 1978) y celulasa, la cual ayu-
‘da a la abscisibn en la senescencia (Horton y Osborne, 1967). El papel
que el etileno tie.rie en la senescencia estd bien dilucidado (Kende y Han-
son, 1977) rémrt:ixﬂose ademfis que ocurren canbios en la permeabilidad
de la membrana durante este proceso (Perguson y Simon, 1973; Hanson y
Kende, 1975; Suttle y Kerde, 1980),

Todas estas evidencias indican una relaci®n clara entre las hormonas y la
manbrana, Sin anbargo la cuestifn sobre si tienon un receptor del tipo

encontrado en los animales, todavia se discute, Hay pocos ejouplos claros
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de un tejido blanco en vegetales, entre ellos se puede citar la elonga—
cifn de coleoptilos inducida por auxinas (Wright, 1961), la estimulaci6n
por AG3 de la divisi6n y elongacifin celular en la regifn subapical del
meristemo de algunas plantas (Sachs, 1965) y la induccifn de enzimas en
la capa de aleuroma (Mcleod y Millar, 1962; Briggs, 1964). Sin embargo,
no se sabe si existen receptores especificos en las células para ellas,
proponiéndose incluso que las células vegetales no poseen receptores del
tipo animal (Kende y Gardner, 1976) o que tal vez funcionan de otra mane
ra (Rappaport, 1980). Un examen de la estructura de todas las hormonas,
indica que todas ellas poseen propiedades hidrofébicas que les confiere
una gran solubilidad en solventes orgénicos, Cam algunas de ellas poseen
también grupos hidrofflicos, es posible que se dispongan sobre la super-
ficie de la membrana con su parte hidrof6bica en los 1ipidos y la hidroff
lica en la fase acuwosa. Ya se ha demostrado una interaccifin entre gibere—
linas y lecitina y probablarmte sea de este tipo (Wood y Paleg, 1974).
Quéda por demostrarse en las danis hormonas, )

Los cambios en permeabilidad de monbwrara es posible que se manifiesten
principalmente en un cambio ve.n la comosicitdn de dcidos grasos de esta
(secc. 1.3). Estudios de este tipo se han efectuado ya en membranas vege-
tales. En un estudio en raices de cebada se observd que la canposici6n de
4cidos grasos cambiaba afectando de esta manera a la permeabilidad de la
membrana (Jackson y StJohn, 1980). En otro estudio se viS que la tempera-
twra modificaba la composicién de dcidos grasos y también cambiaba la per
meabilidad de la memabrana en raices de txigo (Asrmri;h et al, 1981). In-
cluso en membranas de linfocitos se ha visto que un cambio en la camposi-
cibn de Acidos grasos afectaba las propiedades fisicas y la permeabilidad
de la membrana (Poon et al, 1981). De tal forma que el cambio en pexmeabi
lidad de membrana como consecuencia del cambio on conposicitn de &cildos

grasos esti bien fundamentado.




2 MATERIAL - Y METODOS

2.1 Material de vidrio

Todo el material uLLll.wdo fue lavado en un sonicador "Decon" con "Extrén”
al 2% exc:n!.o de fosfatos. El material utilizado para la prcparac16n 2 in-
cubacibn del mtcr;al bxolégwo fue esterilizado en autoclave.

2.2 Disolventes

'Ibdos los dLolventes fueron redestilados ant.es de usarse. A los dlaolven
tes saturados con agua se les retird el exceso de esta.

2. Radioisttopos

El cloruro de colina-~ Me -~ 14 se obtuve del Radiocchemical Centre,
Amersham.

2.4 Material biolégico

Para (.StOS estndx.os se - utilizaron grapos de- trigo-de la varledad Potam
S—70, cosocha 1977, obt:enidas de la Productora Nacional dL Semillasg
(PKNASE) Estas aanlllas no ‘han sido tratadas con n.\.ngt‘m tlpo de reacti-

2.5 - Preparacién y esterilizacitn de las semillas

Todos los exper er,nt.os se <\fe:cuxaron en-grupos de 100 saml]a; (3.4 g).

Como s.l DbjeLJ.VO de aste trabajo era investigar el papel de las hormonas
en. el cantrol ‘del. metabolismo de la mombrana y camw el enbrifn és su fuente
prlncxpal en esta empa de desarrollo, fue necesario mz}nrarlo para poder
controlar la concentracién de las homonas en el madio. Este paso se efec
tud por maxiio de un corte transversal con bisturf.
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‘Para prevenir el crecimiento y desarrollo de micr— rganismos presentes en
el pericarpio, las medias semillas fueron este.rlliz,aias mxpexfx.clalmcnte
por infiltracifn al vacio durante 20 mimitos en una solucién con cloro ac
tivo al. 0.15%, preparada por dilucibn de una solucifn camercial de hipo-
clorito de sodio (Cloralex). Para quitar el cloro residwal, las samillas
fueron . enjuagadas con cinco voltmenes de agua destilada estfril y, una
vez limpias, colocadas en cajas de Petri con dos lbjas de papel filtro
Wwhatman § 1 y 10 ml de aqua destilada, todo ello en condiciones de esteri-
lidad, incubdndose a 28°C en la oscuridad.

‘A mrti.r del pasoc anterior, las r~-ias semillas fueron manipuladas en ‘con-
diciones de esterilidad en una campana de flujo ‘laminar "Veco". El tlan;x)
de imbibicifn adoptado fue de 48 hrs. aungue en ocasiones fue de 12 6 24
hrs. Hubo xmest"ras-‘qﬁe' sblo se dejamn imbibir por dos lnraé, con el obje-
to de dete.rnunax el nivel basal de fosfolipmdos Y ac:ldos grasos en semillas-
con el menor contenido de agua posible, ya que como se vers mﬁ% adelante
este es el factor que inicia lasintesis de l-i}pldos‘en la capa de aleurona.

2.6 Aislamiento de '1a aleurcna

Al terminarse el parmdo de imblhicmn, las medias semillas se volwar:on a
‘esterilizar v lavar en- las condiciones ya descrltas pero sin vacio. La se-
pc\rae:Lén de_’L almldén se etectﬁa haciendo un corte longitudinal en la media’
semilla y rasparﬂo suavemente con el lado no filoso de la hoja de bisturf.
Al final se enjuagan cinco veces con aqua destilada estfril para quitar
los residuos de almidén que pudieran causar una contamimcndn Para evitar
‘una posible alteraci®n de la concentracién de las hormmnas, debido a que
se encuentran en una concentracién nuy baja, sc quitd el exceso de agua de
las aleuronas con papel filtro antes de transferirlas a los watraces de kiJ_l ,
'cuba.cién.

2.7 Incubacifn de las capas de aleuronas

Se colocaron las aleurcnas con 10 ml de madio de incubacidn en un matraz de
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ixi:mbacién (fig. 7). El mexlio consistid de una solucifn enmrt;ig\mbra de
suocxnat:o de sodio 5SmM @H 5.8 oonteniendo cloruro de ca.]cm 20mM y
50 pg/ml tanto de cst:rcptamcxm cam de cloramfaucol.. En los experi-

‘mentns con AG3, la concentracifn fue de 1 X 10 6M En el caso del AAB

fuede 1 X 10 SM.

Qo el etileno es un gas a temperatura ambiente, fue necesario sellar
los dos tapones del matraz de incuxacifn con septa de tefl6n. Para faci-
litar 1a mampxlacxén y trabajar con mis exactitud, se prepart una solu-
‘cifn acuosa saturada a 4°C con etileno, bajo condiciones estériles, usan
do, el dispositivo mostrado en la figura 8. Para conocer la coxr:entxacxén
de etileno, se hizo un cdlculo siguiendo la ley de Henry sobre la solubili-
dad de’ gases en liqm.dos, - la cual establece que la solubilidad de un

gas. (N) es dlrectarmnte proporcmnal a la presi6tn en atmSsferas (P) a

una - tomperatura dada:

.

N=DPK (K constante de lenry)
= 0,763 K=17.7
N = 0.763 ¥ 17.7 13.505% VA

_-pox. lo tanto la concentracitn de eulcno e..n una solucidn saturada a 4°C
y -a 0.763 a'arﬁ.sferas es: 13.5 X 10 ;L]./lt.

Se Jnyectﬁ una d fcuota de la soluecibn saturada de etileno en el matraz

de ut:ubaclbn de tal manera que la concentracitn. final de etileno en el
‘ma..raz fuara de 135 ppm, concentraciSn que recientemente se reports cam’,
la 6thma para la acciftn del etileno en este tejido (L6pez, Arreguin vy
Varty, 1978). En incubaciones con donde no se requeria la presencia del
eﬁileno, ni siquiera el enddSgeno, se colood una navecilla de vidrio

(fig. 7) que contenfa 0.3 ml. de una solucidn de Iznrc:lomtb de mercurio
0.25 M en &cido perclérico. 0.25 M, la cual actGa oo un eficiente ab-
sorbente de etileno (Osborme, 1973).

Taxdas las soluciones, tanto las amorticguadoras oomo las bommonales, utilil

zadas en este trabajo fueron esterilizadas pasindolas a través de filtros
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"Millipore" con poro de 0.22 um de difmetro. las incubaciones se efec-
tiaron en una incubadora "Gallenkamp" a 28°C en la oscuridad y a 55
‘oscilaciones por minuto.

2.8 Radiamarcaje de los lipidos de la aleurona

Al terminar la incubaci®n, las aleurvnas fueron secadas de la forma an-
tes . descrita y colocadas en un matraz P‘rlonxmyex de 25 ml conteniendo

10 ml de medio de marca‘je estéril e u\cmudas en las mismas condiciones
durante exactamente 30 minutos. El medio de mircaje consistif en una so-
luc16n amortiquadora de succinato de sodio 5 mM (pH 5.8) conteniendo clo.
ruro de calcio 20 mM, L—,,u:lna 1 nM Lmetionina 1L mM y 0,5 ;IC.‘L/ml de
clorum de oolma[ Me - (_27 Una manera prellmmar de detz,munar la radio-
actividad incorporada por el tejido fue tomar una alic:uota de 10 ul antes
'y dec.pués del perfodo de incubaci6n.

AL’ texmmar este periodo, las aleuronas fu«.ron lavadas con aproximadamen-
te 200 ml. de agua destilada para eliminar el exceso de col Jn.a radicacti-
va-e immediatamente ‘colocadas en n-butanol saturado con agua durante dos
minutos en bano mria en‘e‘bul‘l-ici()n, con el objetb de inactivar a las fos
folipasas presentes en el tejido. Se dej6 enfriar a temperatura ambiente
Yy se procedis a la extraccidn inmxdiata o posterior, p:ua lo cual se gquar~
ds a -70°C.

2.9 Extracciftn de los lipidos

El anflisis de los lipidos de cualquier fuente conlleva a la separacifn de
los componentes no lipfdicos. Para ello, oo primer paso, se hanogeniza
el tejido en un disolvente en el cual s6lo sean solubles los lipidos. EL
material insoluble podrd removerse por decantacién o por alguma forma de
purificacitn; serfa deseable que por este nétodo se extrajeran todos los
J.ipidos, pero en la préctica no es asf. Por ello, un procedimiento de ex-
tracc:iﬁn adecuado debe de asegurar que tanto los 1fpidos polares cam los

neutros v los relativamente neutros sean lo suficientemente solubles en el




disolvente elegido, que los enlaces Jipo-proteicos sean rotos y que las
actividades de las lipasas sean mfnimas. Este Gltimo punto es particulhr-—
me.nte importante en plantas, las cuales contienen una gran variedad de
fosfolipasas y fosfatasas gue son activadas por disolventes orgdnicos
(Colborne, 1974; Quinn y Williams, 1978).

En el caso de los cereales, este paso es particularmente dificil ya que
se ha demostrado que no ﬁay ningtn disolventé o sistema de disolventes
capaz de extraer a todos los lipidbs de los cercales. (Acker et al, 1968;
‘McMurray y Morrison, 1970). Pero al mismo tiamo se ha demstrado que el

~butanol saturadc con agua es el mejor disolvente para extraer lipidos de
cereales (Acker et al, 1968; McMurray y Morrison, 1970; Colborne, 1974).
Por todo ello el n-butanol fue elegido camo el disolvente de extraccidn
para los 1lipidos en este trabajo.

El tejido se lumgenizf en Ultraturrax a mixima velocidad durante seis mi-
nutos. Despuss de cada homogenizacifn la suspensibn se dejaba sedimentar v
'e"l’ scbrenadante se filtraba al vacio. El pna::‘.pitaﬂq se volvia a résuspen-—
der con_ aproximadamente 30 ml del disolvente y se volvia a homogenizar. Es
te paqo se repitib en total seis veoes para asegurar una extraccitn cample
tay eficienté.

El extracto total fue evaporado a seguedad en un rotavapor a 50°C. Parva
prevenir la posible oclusifn de los lipidos en el material s0lido deposita
do sobre las parcdes del matraz, el extracto seco fue disuelto en a\py:c»dmg}~
damente 10 ml de una mezcla de clorofornt. -@stansl (19:1 v/v) saturada con
agua, afadiéndole unas gotas adicionales de agua destilada. Ia solucién se
evapord a seiuedad wma vez mids y se disolvis finalmente en 10 ml. de la
misma mezela. El extracto fue purificadeo imeadiatamente o almacenado a
~70°C.

2.10 Purificacién del extracto lipfdioo

Todos 1os méiwdos de extraccion de 1ipidos oxtracn simaltineamenta, onomi-




yor menor o menor grado, campuestos no lipfdicos tales ca~ agua, sales
inorganicas, carbohidratos, aminofcidos y mucledtidos. Todos ellos se
encuentran écmo inpurezas solubles en agua. Dado que la mayorfa de los

camuestos no - lipfdicos interfieren con los diversos métodos regqueridos
para separar y analizar a los lipidos, es necesario removerlos del,act,rag_
to. Para esto existen varios métodos. los mis empleados se basan en la
particifn de los 1lipidos entre dos fases (Folch et al, 1957; Quinn y
williams, 1978): Una fase orginica, que es en donde se disolverfan los -
lipidos Y la otra una fase puramente acuosa O una solucin salina dilufda.
Ia adicifn de soluciones acuosas a sistemas de solventes orginicos ‘dismiv-
nuye la polaridad de estos, sobre todo si el sistema contiene metanol. Por
esta razén, el agua removerd una ‘parte de los 1ipidos altamente polares,
siendo este el prihcipal inconveniente de este tipo de mStodos.,

Otros métodos se basan en la fviltmc:ién a traveés de gelos de dextran o ce
lulosa (Siakotos y Rouser, 1965; wathier, 1966), pero 1a abs{)rciﬁn de los -
1ipidos a estos rwatar‘i;xl&'; y la elucidén de algunos gluml.ipido$ con la
fraccifn no lipidica produce pérdidas de 1ipidos. '

Un mstodo. utilizado ampliamente ha sido el uso del Sephadex, tanto el hi-
drofilico (Wells y Difhmmﬁ .19'63; Rouser ot al , 1967) como el especial pa
ra solventes orginicos (Maxwell y Williams, 1967), aungue este Gitimo re-
qulere que se retire toda :31' agua de los solventés antes de la purifica-

cifn.

El uso del Sephadex hidrofflico no es igual en todos los casos. Una mane-
ra de usarlo es 'agregar'l,o seoD en una cantidad a;.mnxiﬁada.mxte iqual en’
peso al agua presente para secuestrarla, removiéndoss el .disolvente en el
cual se encuentran los lipidos por evaporacidn. Posteriormente el Sephadex
es lavado con cloroformo, el cual revoverd los lipidos y dejar§ al agua y
a los c:m{;uestos o lipidicos en asociacion con el Sephadex. Este mitodo
resulta en pérdidas al no poder ramwver del todo a los lipidos, ademis de

que se requieren grandes cantidades de mestra.

Otya forma de utilizar el Sephades hidrofilico as como soporte de una fase
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estaciomria acuosa en un preso de particitn en columa. Se ha dermos-
trado que esLe método, desarrollado por Rouser et al (1967), es muy efi-.
caz en estudios axantltauvos, permitiendo ademds el uso de muestras pe-
‘quefias. Este método ya ha sido utilizado para kfosfolipidos de ale\m:)m de
trigo, dando buenos resultados (Colborne, 1974; Varty y Laidman, 1976).

Antes de procedu: ala purlfxcacxén es necesario dcsgasa.r a todos los
9olvcnt.es mediante vacio.

El Se[ixadex (G~25) se hidratd en una mezcla de m,tarnl-agua (1:1 vv).
Después de etpacarlo en una ‘columa de 1 an de difimetro a una altura de
apxnxznmdannnte 15 am, se colocd una capa de arena lavada con dcido sobre
el ,Sephadex. Post,e.x iomente, la columa fue acondicionada lavdndola se-
cuencialmente con los siguientes sistcmas de disolventes:

a) Metanol-agua (1:1 v/v), 50 ml con un flujo de 2 mlAnin;

b) Clomforno-—nrtanvl {19: 1 v/v), saturado-con agqua, 20 mk con flujo
de 1 ml/mJ.n,

c) r-k.taml—agud (1:1 v/v), 30 ml con flutjo de 2 ml/min;.

d) Lloroform:;—netart;l (19:1 ' v/v), saturado con agua, 15 ml con flujo
de 1 ml/min.

r:.L" cxtractb crudo de lipidor' fue disueltc en 2 ml de la mezcla c*)brofonm—
matarx:l (19 1-vv), oat:mada con agua y transferido cuantitativamente a la
oolumna acozﬂxcmnadd, siendo lavada esta con 20 ml de la misma mezcla. El
eluyt:nu. conteniendo la muestra de 11pxios purificados, fue colectado .y
evaporado a sequedad hajo un flujo de nitrSgeno a 50°C. lLos lipidos secos
fueron disueltos en cloroformo-metancl (2:1 v/v) y llevados a 10 ml en un
matraz volumitrico, La columna de Sephadex fue lavada y regenerada con 60
ml de metamol-agua (1:1 v/v) .,

2.11 Determinacién de £8sforo en lipidos

En este estudio se usd el m3todo de Rouser et al (1966), va que se ha de-
mstrado que esta téenica es aproximadamente 14 veces mds sensible que ol

clésico método de Fiske-SublaRow (1925), aparte de ser sucho mis ripida




(Dittmer y Wells, 1969).

Se transfirié una alicuota del extracto lipidico puro, la cunl contz.niu
aproximadamente 5 pg de fésfom inorginico, a un matraz K Jeldahl de 50

ml y se evaporS a sr'c;uecf{ud bajo un flujo de nitrdgeno a 50°C. La mucs,tx:a’_
fue luego digerida con 0.7 ml de &cido perclérico 0.25 M a una temperatu-
ra de apmyiﬁmadam‘snte lOO"C_‘ha‘sta que estuvo totalmente incolora,en apfc’ix};
madamente 30 min. Se deié enfriar a f:r:xq&ratm:_a ambiente y se agregaron
otros 0.7 ml de Scido parclérico 0.25 M mis 6.6 ml de agua destilada, ‘.»e—
guidos de 1 ml de mol:hlam de anpnio al 2.5% dc pqu de lo cual se agLLé -
perfcctaxmnt.c. Al final se agregs 1 ml de &cido. ascérbloo al 10%, Esta
nmezcla se transflrxé a tubos de ensayo, se taparon con canicas y se calen

\
1
taron en bafo mnria en cbuli:xcmn durante 5 min. Una vez £rios a tmxpey.a-
t:ura amblente, se ]eyé su ab&,orlnncm a. 800 nmn. Se mrxvmm dmsxdad 6p~

tlca a ,ug de fésforo o maclm dv una curva de Cd11b1ac16n preparada con ‘
fosfato de potdsio monohdsico cam eobmd.ar, 1la cual tenfa un rango: de 1 |
hasta 10 ',ug de f6sforo. | »

2,12 Determinacién de incorporacion de colinafie ~+4 |

Para detex.mlnar la moorporac16n de colina radicactiva en los fosrolipldor:,
s agregé una alfcuota de 0.5 ml del extracto puro de lipidos totales a 10
ml. de 1iquido de . c:t_nt_nlleo, el cual consistia en 5g de PPO/1 de t:oluem)
Las alicnzohas del malio de mculuc:én fueron maxdidas en 10 ml de: 1liquido
dc_ cumcllco_bﬁray, el cual contenia 1B0g de naftdluuo,‘ 9g de PPO Y .29 de
dimetil POPOP por litro de didxano (grado espextros@Spico) . B

'Ibdoq los valores fueron corregidos a una eficiencia del 100% por referen-—

14C hexadecano.

cia a una canva de calibracitn ;nopamda con
2,13 Seps aracion de 1ipidos

Existen diversos métados mediante los cuales pueden separarse los lipidos

en sus clases constituyentes, Estos van desde un simple sistema de parti-
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cifn (dole, 1956) hasta rnnwtogxaf'i'a en p.‘ipﬁl (l~‘ut.hr—~r, 1976), en capa fina
(Rénkonen Y Luu}.konen, 1976) o en c:olumna (vakavenko y Mikhno, 1971; Rouser
et al, 1976). De este Gltimo mftodo, el mejor ha sido el que ha ,mvo_lucmdo
al &cido silfcico (Hii'Sh Y eroné, 1958; Wren, 19(0- Sweeley, 1969) o -algGn
tipo de intercambiador iénico (Allen et al, 1964). En este trabajo se ut:111
26 el mﬂLodo de Rouser et al (1967) , basado en el 4cido silfcico, para se-

parar a los lIpidos polares de los no polares.

E1 dcido silfcio (Mallinckrodt, malla 100) fue procesado segfin el métcdo de
Hirsch Y Ahrens (1958) para ranover las. pu:ticulas pequenas, Una vez hecho
est.o, se desgasxfioﬁ una suc;pensidn de 1. 3g de &cido silicico en 20 ml de
cloroformo. Posterionmente se erracd en una columa esta suspensuﬁn y des-
pus de su asent.mmento, se lav® con varios volfimenes de cloroformo, Una
alfcuota de la solucibn purificada de 11pidos totales se evapor$ a sequedad
bajo nlt:rc'xgeno a 50°C y se disolvid en cloroformo puro, aplxcandose cuanti-
tativamente a la ‘columa de Scido silfcico. La elucidn de los 1fpidos neu- -
tros, prmcmpahrentc trlghoﬁ_rnbs se llevd a Labo con 30 ml de cloroformo.

Se 1ng-r6 hacer una separar‘idn de glum] tpmo-a y fosfolipidos por elucifn
‘secuencial con 25 'ml de acetona y 35 ml de metanol respectivamente, pero
las cant.ldade" de scidos grasos en cada’ separacidn fueron danasxado bajas
para su dnﬁlisis por c:x:cmabograxia de gases, a pesar de gue el detector uti
lizado, la ionizacién por flama de htﬁrd\geno, es de los mis sensmles. Por
ello se dec_idld suprimir la acetona 'y eluir juntos a ambos qgrupos de 1{pi-
dos po]areq con sblo 35 ml de metanol, quedando fi nalmente dos fracciones:
lipldos neutros, principalmente triglicéridos y lipldos polares, glucolipi
dos y fosfolipidos,

2.14 Preparacin de muestras para cramatografia de gases

El método .adopudo fue una rrrrhtlcauén del métado de Luddy et al (1968) .

Una alicuota de la miestra de lfpidos, totales, neutros o polares, fue eva
porada a sequedad en un tubo de ensayo con rosca hajo un flujo de nitrége~
no y a 50°, agregindoseles de 10-12 gotas de hidroxido de sodio 0.5 M en e

tanol, Antes de tapar se le pasd® un brove flujo de nitrdgeno al tubo, Se

usaron tapones oon septa de tefldn para asegurar up sellado howsdtioo y
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t
una superficie no reactiva. La mezcla se agitsd vigorosamente por 30 se-

‘gurdos y se dejb saponificar a 50°C durante 15 minutos. Se dejd enfriar
a tcmperatura ambiente y se agregaron 10 gotas de trifluoruro de boro

al 10% en metanol, pasindole otro breve flujo de nitrégeno. antes de ce--
rrar el tubo, co_ntmu{mdose la reaccifn por otros 15 mihutbs a 50°C. Des-
pués de dejar enfriar a temperatura ambiente, se agregaron 1.2 g de

‘'una mezcla de gel de stlice 60 H-cloruro de calcio (l:1 w/W), agitando
la wspensién resultante vigordsmxont.e por unos segundos. Los &ésteres de
&:Jdos grasos fueron aislados de esta mezcla con’ cuatro extracciones su-
cesivas de 2 ml de disulfum de carbono cada una, con agitacl(n durante

2 minutos, ‘seguida de una centrifugacibn tambin por 2 min a 4,000 rym.
Los cuatro extractos cambinados .de disulfuro de gar:bono fueron almacena-’
dos a ~10°C o evaporados a sequedad bajo un flujo de nitrégeno a 50°C.
Los ésteres secos fueron disueltos en un volumen conocido de disulfuro |
de carbono Y una alfcuota apropiada de esta soluci6n fue inyectada en la i
columia de cramatografia de gases.

Cramatograffa de gases |

Se preparf una columa de acero inoxidable de 2.8'm anpacada can succina-
to de dletilcnglzeol (DEGS) al 20¢ en Chrm\osorb w 80,100, acnndlcmmm—
dose toda la noche a 190°C (Nestler y 7Zinkel, 1967; Pattison, 1978) .

das las separaciones de los Gsteres metilicos de los dcidos grasos se
éfectuau)n en un sistema cramatografico Sigma 1B Perkin Elmer (Perkin
E‘]mer quﬁra’tion, Norwalk, Connecticut), equipado con un integradof
eiectxénicb. Todas. las separaciones se efectuaron insot&mmicamente a 180°C
y con una teameratura del inyector de 200°C. El gas acarreador fue helio
con un fiujo de 30 ml/min. los &steres fueron detectados ¢on un sistana

de ionizacifn por flama de hidrfgeno,
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RESULTAXS Y DISCUSION

Ha habido una gran controversia en lo que respecta a los reportes sobre los
cambios cuantitativos en la conposicion de la mombrana, particularmente el
RL, dc la almm)rma de cereales y el papel que juega el .»‘(;3 en oste proceso |

(Jones y Jacobsen, 1978) . Jones (1969a) baséndose en estudios de microsco-

pIa electrdnica repor tC) que c;L N‘;3 coausa una proliferacidn masiva- del RER
alcurona de cebada y que esta proliferacién se inicia durante la fase
la_g que precede a la sintesis de alfa~anilasa. Subsecuentemente, Evins y
Varner ({1971) reportaron cque esta fox:magidh del M:R'de;:rcniiehte del th e
aoamaﬁa por sintesis de membrana, a juzgar por sus resultades de incorpo-
rac16n de co].ma—t-i.—-“C ‘en ouna £racc1<fn de RER pan.wlmuxtc, purificada.

Koehlcr y V.unu: (1973) rgpoztarrm una incorporaciotn similar de 3?)?0 md\_z_

4
c.Jda por M’B en la fLElCL.lf)i')' de fosfolfpidos de aleurcna de cebada, aurkpie
estos autores fueron: in capaces de demostrar un efecto similar: usando aceta-
14C =Eno precursor de ,li[ndos.

Johnson y ‘Kende (1971), reportaron tme al :’—\(‘3 actuaba sobre la aleurona de
cebada, estimilando las st‘lVlddC]C‘b de fosforil colina-citidil tranferasa y
de fosforil colina g].lcérldo transferasa, dos enzimas de la ruta biosmtéti
ca de la fosfatidil colina. El AMB, la actinomicina Dy la ciclobeximida, a
concentracignes gue inhibfan la sintesis de alfa amilasa en aléurona de ce-
bada (Chrispeels y Vamer, 19675) , también fuercn x‘eepr:nrtﬁados caney inhibido-
resthntoﬁe 1a- incorporaciodn de crolina%ie--“(: en merbraras (Evins y Varner,
1971) cono del mc‘rcmmto en actividad, promowido por N‘a, de las ac_:t:i.vidgdes
delas dos enum mw\umnajaa (“'olmwmn y Kende, 1971). Tambifn se i‘e;thrté
~que el manitol a concentraciones qu 3\)91‘1117:11 1‘3 sintesis de alfa-amilasa
estinulada’ por M3, inhibfa la-incorporacifn, inducida por N.,3, ide 32 j5e) g 4
los fostolipidos paero que no tenfa efecto sobre. las actividades de inibas en~
zimis (Koehler et al, 1971).

Tolas astas dbservaciones 1lovacon a Johnson y Fenle (1971) o proponer

una hipdtesis para cxplicar ol nedo de aceidn del Mi,o onel contial de
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la fdrm;xcién de al fa amilasa. en aleurona de cercales. P un intento por
c.ox_*_rmacjonar la px‘o]ifomoi’r’m del RER y los canbios ‘uahtauvos en la
sintes sis de pr.ot'mna‘;, con los cambios hormonalmente u*-:]ucldos en el p::—
tron de desarrollo en tejidos de mamf feros, Tata (1968) sugirid que di-
ferentca grupos de polirri 1~rv~nm's en el f‘lt‘dpl A[NA rodfan sintetizar dis
Lmtos grupos de'proteinas, alc‘axm.‘ixﬁo«w una v;egrcgdcx(’m topogra€ica
por madlo de.una finme unidn a las murbranas. Dado que el I\C;3 causa un
camblo cuah!.at.wo en el pdt;rén de sintesis de proteinas en células de
valeumm de cebada sin ningGn incremento notable en la tasa de.sintesis
de gmtenBs totales (Varmer et al, 196S5), Jo}msodykxextié propus ieron
la lupﬁte.,is de gue la sintesis, inducida por AGy, de varias enzimas hi-
dm] fticas en aleurona de cercales pued(. teper lugar ‘,élo en poln.scmas
.unldos al Re recifn sintctizado, mientras que las proteinas citopl&smi-
-caq pueden ser sinteti "adas sobre polisomas l.Lbr(s En aste modelo so-
'bre 1a- ac'clén del M;3, al igual que en madelos ‘ahu: el Lontrol traduc-
c10na1 en u.]n}os de mamiferos (hankins et al, 1969), la horiona no ac-"
_tlva m:cebananente machds. ganes para la b_mu:';.v‘ flnal de un gran nlime—
ro dc enzimas hidrolfticas. Puclen estar prcsent.ob y en c.unstnnbe. recanr
bio Am rm-rbajc.roa, espectifi 1co para hidrolasas en la aleuru m: imbibida,
pudluﬁo drxpemi...r la sintesis de ludmmv;' ,' mducuia por AGB, de la dis
pombllldad de mnhranas apropiadas pa,ra la uxubn d2 polisomas que lle-
ven a 19 nen..ageros especificos de .1quulla

‘En-contraste con estos reportes, Firn y Kende (1974) fueron incapaces de-
dc—znnstfar"'a]gﬁh .ef’éctn db} N;B sobre la incorporacidn de glic serol 3 a
.fosfolipidos de 1a aleurona de u.hada aislada. Usardo-aleuronas de trigo
.y una xrvLodo]ogia n]gu distinta, en la cual endospenos, en vez de aleu-
ronas: amladas, fueron tratados cam 2\[.;3 Laidman et al, (1974a, b) TEPr
.tamn resultados contrudj tories a los reportados para cebada. Ellos en-
contraron que el NJB no tenfa efecto sobre la incorporacicn de

d)l.iné%ie—MC en los fosfoly pn]o:; de la aleurona. Pub].u,am,n_mf,r:a posterio-
res (Varty, 1975; Varty y Laidman, 1976) desoribieron oxporimentes simi-
lares, en los cuales el A 1r'3 messteaba oingtn efectn sobre la Inooro-

3

: . 3 - _ .
racién de gliccrol: TH O M')I,l. faleon®E, Taomavor actividad on s ine




corporacién de todos los precursores ocurrfa durante la fase de imbibi-

citn de la germinacidn, cuando el RE se estaba formando répidamente. los
anilisis de los niveles de fosfolfpidos totales por estos mimmos autores
estaban de acuerdo con los estwlios con procursores radioact ivos y denos
traban un incremento en los fosfolfpidos totales de mambrana durante. 1a
.‘iubibic.jén, sin ninguna estimulacidn posterior del contenido de fosfolf
piL}os totales por el N‘.3 De hecho, las incubaciones a largo plazo con la.
hormona, més alld del perfods de induceidn para la sintesis de hidrola-
sas, produjeron una disminucitn de los niwveles de fosfolipidos en mx(ﬁf
racién a los niveles existentes en tejidos que no habfan recibido trata-
miento hommonal Varty y Laidman, (1976). Firn y Rende (1974) reportaron -
la misma. situacidn en cebada. Estudios en microscopfa el actrénica’ confir
maron [.ost:erlonmnu; que durante - la imbibiciln ostos cambios en el contt_‘f
. nido de fosfolipidos eran debldos a una prohfexacMSn del RE (Colbome
et al, 1976). Estos resulh:dos han sido o*mpmh:ndos madiante andlisis
rrr)rfc:h‘étrico della conpoulcusn de RE de aleuronas ai ‘-]dd&b do Lu.go

(Buckhout. et al 1981) . Estas observaciones ultraestructurales Lanblun A

indicaron qpe el m3 no tenfa un efecto directo sobre la sintesis de RE
en aleurona de trigo.

Jores y Jacobsen (1978) han aseverado que el hecho de que no se ohserve
en trigo. la sintesis de RE inducida por .AG3‘ reportada para cebada, se
debe a diferencias en la manipulacin experimental del tejido. Los expa-
rimentos con cebada involucraron la incubacifn de los enSPRIMOs en

agua. estéril o una solucidn amortiguadora por tres dfas antes da ef.‘tactuar
el m.slamlcnto Yy la subsecuente incubacidn en una aulumén azrortlgmﬂora
o en I\¢33, mientras que los estudios efectuados en trigo involucraron.la
incubacién de sawillas o endospznms directamente en a:;"\m o én AG3‘ Jones
_(1.980) traba jando sobre la actividad de Wsun»u'.cx,nmo C reductasa, una on
_zjh\:x xrﬁxﬁcﬁdoré ‘del RE, en aleurona de cebada, ha ..wc:nal‘ado un an:(:mntO de 2
a 3 wecws en la stutesis del BE durante la bdibicién, lo cual estd de
acuerdo en términos generales con los canbios quae sucéden durante la im-
bilzicifn en el contenido de mombrana reportados para aleurona de trigo

(Laidman et al, 1974a, b; Varty, 1975; Varty v laidman, 1976; Colboine
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et al, 1976; Puckhomut et al, 1981) la incubacién subsmuente_de las aleu
ronas aisladas con. }‘\G produjo un incramento del 80% en los niveles de
citocrmn C reductasa de sputs de 24 horas de incubacién. Ia incubacifn
del tej jido con N33 dﬁsp\sz de este txcxn{o provocd una r.npida disminucién
en la actividad de la enzima xmn:adoxa, llegando a las 36 horas por deba-~
jo del 70%, cnnp:n xla con la actividad original al camenzar el perfodo
de mcubut,l(m. Dado que este trabajo parece indicar que la sintesis de
'RE' inducido pox: AC3 mede ser de naturaleza tran.,xtoria, se ha sugerido
qQue los tiempos. da incubacibn de las aleuronas usados por Colborne et al
(1976) en sus esl.ud.tos ulLraestxucturales, 4 dns de incubu:ih\ en x;3,
pudiemn haber dado lugar a un examen, p por parte de Colborne et al, de .
oélulas caracu.r.x.z.adas por su baja actividad de citocram C ratuctasa _y
de ahi con. un Bajo contenido de HE.

Hasta la fecha no se ha hecho ningln intento por correlacionar los resul-
t.ados scbre la a(,uvid“xl de cxt:ocruno C reductasa oon otros esux!ios bio—-
.quImJPoa en los que se aﬂplearm tianpos de tncubacifn mas axtenswos
(mldman et _c;l, 19744, b; Fim y Kende, 1974; Varty y. Laidman, 1976). En

el pres«m\te-_ﬁrabajo ‘hamos reexaminado el papel de las honmwnas vegetales
en el control de l.é stntesis de fosfolipiﬂos’dénn*brana en aleurona de
trigo aislada. Los endospermos fueron. incubados en aqua durante dos dfas
a_n__tes del ais].anuen_to y la s_ub::ecgente incubaci6n de’ Lis aleuronas en so
luéi.ones annrtiguadbfas, u . hormonales. Esﬁe 'di»seﬁo axferim('mtal es ‘'similar
al utiliéndo en los estudios en c<=bada. Las incubaciones se eféctuamn
por 24y 48 horas, correspordiendo a las c:ondxcmnes desanas por Jones
(1980) para células con alta y baja actividad de citocram © reductasa
imducida pox NJB Idemfis, se examinaron las efectos de ch_ﬂaﬁ las honouo-
nas que se sabe estin :i.nvo_luc:xfadas_ en el control de la sintesis de alfa-
amilasa en aleurona de ,c:c.u'.éair.as sobre la camposicidn de las wenbranas de

las aleuronas tanto individualmente cano on combinacitn.
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3.1 Niveles de fosfolipidos totales de la capa de aleurona de trigo

Los resultados de’i los andlisis de fosfolipidos totales expresados camo ug de
f6sfr.no, se pLesentan en la tabla 3.I. Por modio del an8lisis de varianza

se danostrd que no existen diferencias- significativas entre los controles

y los c’l.:atmtos tratanientos hormonales. Esto indica que nmguna de las hor
m_anas vegetales utilizadas en este estudio, induce un cambio neto,en el cx)_r}_vb
tenido de”l'nxaté):'ial de membrana de la capa de aleurona. Fsta ob%ervac.m(m
est8 de acuerdo con txah:xjos prr'\nos efectuados en trigo, ya que las dismi-
nucxones reportadaodp los n iveles de fosf olipzdm. causados por el A(33 Y el'
AAB no 51_ cbservaron sino hasta despubs de’ mc-uhamoneq prolongadas. con es-
tas honronas (Varty y Laidman, 1976; Laidman, 1980). El hecho de que no se
detecten canblos en los niveles de fn-,foltpldos totales no.significa nece-
sanamento cque no- tengan ]uqar n]gunos canbics en 10s niveles de moambranas
es;x:ciflcas, inducidos Ihmrxmhnnnte Los c::xmbms nm.o., en el contenido de
RE, en palt.\.c:ular, poxdrfan ha sbor estado enmascarados por cambios c.orrt_bpon
dientes en los nlw_les de los prdoq de almu.cummmto (qocc ‘1. 7) Sin
anbargo, sc_ria miy diffecil que ésto interfiriera con 1os estudios sobre la
J.ncorporacmn de precursores rad;omtivos;, dado que la sintesis de fosfolg
pldos ocurre prmc 1pahnente en el RE'y no. es staria ocultada en experimentos
realizados’ en tejido sin fraccionar.

14

3.2 Incorp-racibn de colina-ME~" 'C  en fosfol ipidoé de la capa de aleurona

de trigo. Los resultados de la inco rporacidn de col J_na—-Mc—MC en fosfolipi-

dos se miegtran-en la figura 3.1. Todos los cambios rep@rmdos fueron signi-

‘ficativos al nivel del 95%.

La sintesis de fosfolipidos se inicid immxdiatamente con la inbibicibn, a

. e . 14 , e
sultados de la incorporacién de colina-Me-"'C en los fos-

juzgar por los re
folipidos 2 haras despufs de exponer el tejido seco al agqua. La tasa de
sintesis de fosfolipidos se incramentd durante las primeras 24 horas de im-
bibici6n y di smmuvd en tejido imbibido durante 48 horas. Fstas observacio-
nes estén de acuerdo con estudios previos sobre la tasa de biosintesis de

fosfatidil colina en capa de aleurona de trigo (Varty y Laidian, 1976) vy

cmfiman la sugerencia de cue la isbibici®n proporeiora el estimalo ini-
2 ! Fray




Tabla 3.1 FOSFORO TOTAL DE LIPIDOS

TRATAMIENTO UG DE FOSFORD/100 PLEURNAS*
Imbibici6n: X S
2 hrs. 119.1 14.9
12 hrs. 129.5 2.7
24 hrs. 103.3 4.5
48 hrs. 116.2 7.3
Controles:
: 24 hrs. 101.9 4.8
48 hrs. 102.6 12.4
24 hrs. 104.4 11.7
48 hrs. 102.9 4.2
Btileno:
24 hrs.,~ 93.2 3.1
48 hrs. 116.3 4.4
I\Gj/Eti].enov: _
: 24 hrs. 120.0 3.3
48 hrs. 119.6 3.2
AAB: ,
24 hrs. Q1.1 1.3
48 hrs 110.82 9.8
24 hrs. 118.6 11.3
48 hrs. 114.5 10.0
AAB/Etileno:
24 hrs. 123.3 7.9
48 hrs. 105.9 1.3
AAB/ECIL. /PGy
24 hrs, 122.7 2.6
48 hrs. 122.1 1.7

* Todos los resultados
determinaciones.

se obtuvieron de al menos

tres
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Fig. 3.1 Histograma que muestra la incorporacién de colinu-Me-14

C en fosfollpidos

de aleurcns de trigo, En todos los casos, los nfimeros indican el némero
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cial para la sfntesis de mambrana en este tejido. El que la tasa mSxima de
‘u‘.corporacwn de oo]..l.na—b&_-uc ocurriera durante el pr;m:r dfa de imbibi-

|
. _ |
cibn est& de acui.rdo con el descubrimiento de que los miximos niveles de \
|
colma libre se encuentran en este tejido durante el miso perfodo de ticm- ‘

|

10 (R G. W)(n Jones, o*:mnucacuén personal).

‘En conparacién con tejido obtenido de endospenmos de dos dias, la tasa de
co ‘ 14

incorporacién de ‘colina-Me- C se incramentd durante las primeras 24 ho-
ras de incubacién de la aleurona aislada. Extendiendo el tiemo de incuba
cifn hasta 48 horas se rodujo una disminucién en la tasa de incorporacifn.
Dado que estidios pravios con epdospermos demostraron que la tasa biosinté
tica de fosfatidil colima dcclim progmsivmnnte después de 24 horas de
mbxblciﬁn (laidman et al 19M4a, b~ Varty y laidman, 1976) nuestros resul
tados pareoevrian indicar que la ra,pnacﬂn del endospenm almidonoso de la
aleﬁ‘rona Y la i:xmbacidn subsecuente da la aleurona aiqiada en una solucibin
dlnrtlguadm'a, pxwoca algin cambio en la sintesis de mcubrdna dentro dal
te;;do Jones (1980) rt_purté un’ incramento similar en la actividad de la
citocramo € mductasa en la aleurona de cebada aislada.

No se abservaron canbios significart;i\bs en las tasas de sintesis de fosfati-
dil colxna an. tphdo incubado ocon I\G3 y etileno, tanto individualmente cam
'en cunk:omaci&x a pesar’ del hecho de que las alcmrrmas, ‘durante el perfodo
esqaerinmtal ‘utilizado en este estudio, es t4n sintetizando act.wam,nt.p alfa=-
amilasa y pmteasa (Lépez, 1981; Miggenburg, 1982). El AAB produjo una dismi.
nuc16n smgniflcatwa en la incorporaci6n de oolina-Ma-—”.. a los fosfolfipi-
dos: Esta inhiblc_iﬁn de la sintesis de fosfatidil onlina inducida. por AAB,
fue irﬁepﬁdiente de la presencia del AGy Yy no fue apulada por esta filcima
bormona. Este hecho es similar al efecto del AAB sobre la sintesis de alfa-
amilasa inducida por N53 en aste tej ido. E} ; etileno revertid mmletaniznte
la inhibici6n inducida por AAB de la sintesis de fosfaudll colina. Este

efecto del etileno no fue depardiente del A, dado que la cambinacidn del

3

M;B y etileno no produjeron un incramento: adicional en la incorporacidn  de |
, 14 . - . ; ;

colina-Me~""C en coamparacidén con tejido incubado solamente cop etileno y AAB, |

Este efecto del etileno es una vez mas similar o Ja interaccidn proviamonte

reportada de estas dos horronas en el control do Ja formacidén de alfa-amilasa

inducida por NS3 on alearona de cereales (Joacohsen, 1977; [Spoz, 1981; Ghiez,
1982).
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Nuestra incapacidad para detectar cambios inducidos For N;B en la bios.fnt(_a_
sis de fosfatidil colina estd de acuerdo con algunos reportes previos acerca
del papel de esta hormona en el control de la formacifn del RE en aleurona
de trigo y cebada (Firm y Kende, 1974; Laidiman et al,1974a, b; Varty y
Laidman, 1976; Colborne et al, 1976; Buckhout et al, 1981) pero eh contra-
diccibn con otros trakbajos efectuados en aleurona de cebada aislada (Jones,
1969p; Evins y Varner, 1971; Kochler et al, 1972; Koshler y Varner, 1973;
Johnson 'y Kende, 1971).

lxxb que puede argumentarse que existe un alto grado de variabilidad en nues .
tros resultados las estimilaciones previamente ruportadas para el st en la
incorporacifn de oolina-Me— l‘C de mis de 10 voces (Evins y Varmer, 1971) hu 1

bieran sido f&:ihu:nte dr-tectables.

Mientras que los tiamos de IncubaciOn esoogidos en el presente estudio
muestran los efectos miximos del }\(;3' sobre‘ la fomacifn del RE, (Jones,
1980) , cualquier efecto transitorio de la hormona a corto plazo que ocurrie
ra durante la fase lag de la sintesis de alfa-—aﬁnilasa, no habria sido detec-
tado.

Aunque se ha reportado que el AMB inhibe la sfntesis de fosfolipidos esti-
mulada por'l\(; en aleurona de cebada (Evins y Varner, 1971; Johnson y
Kende, 1971; Koehler y Varner, 1973) el presente trabajo hasta donde se sa-
be es el pum_rokque indica que esta horna puede estar' también anoluc,ra—
da en la sintesis de membrana no inducida por AGB. Esta situaciln puade ser
debida a varias causas: a que los tlampos de incubacifn utilizados en este
estudio fueron mis extensos, al hecho de que los Erahajcg previos sobre la
Accibn del AAB han sido sianpre llevados a cabo en la presencia de m3 Yy
finalmente a que probablamente ésta es la primera vez que se ha intentado
estudiar la accién del AAR sobre la sintesis de fosfolipidos en ausencia de
etileno endfgeno. Dste G(ltimo punto puede ser particulamente. importante da
do que se ha reportado que el etileno erdfSgeno, tiene un efecto pronunciado
sobre los niveles de alfa-amilasa inducida por A3y en aleurona de trigo
(16pez, 1981) y camo se ha demostrado agui, el etileno es capaz de anular
completanente este efecto del AAB.

Es interesante hacer notar que Gomez (1982) ha reportado cue la inhibicién




por AAB de la sintesis de alfa-amilasa inducida por MGy en aleurona de

trigo, parece ocurrir en dos distintos niveles de control: transcripcio-
nal y post-transcripcional. S6lo el Gltimo sitio de la accibn del m pa-
rece ser anulado gbr el etileno endfyeno a las concentraciones hormonales
‘ompleadas en el presente trabajo. ¢Podrfa ser que este sitio post-transcip-
cional de la accifn del etileno fuera el control de sitios de membrana de

RER adecuados para la traduccitn del ARN mensajero de la alfa-amilass?. Es
necesario efectuar macho mis trabajo antes de que esto puxla contestarse.

Debekacersemtarqtnmumtomsm:ncrefermoah ds o
lina- !h-uc en fosfolipidos, cmnuad:.dade la s!nt%ind.m, m
ﬁmmsmmmaelmmm&mmnl ' *

te)ido. Es posible que 1a impcracic'n de colm-ue—“c est‘ .

recambio de membrana en la c8lula o posiblamente a un cabio en l1a m
.cifin da’ la mmbrana, por maq:do, la conversifn de lipidos de M
to a estructuras de manbrana metabBlicamente activas. Se requwrm shlllm
mis extensivos para dlvluc:.iﬂar estas posibilidades.

.3 Cambios en la camosicibn de lipidos de la alewrona de trigo

‘La separacitn de los &steres metflicos de los Scidos grasos por cromatogra
ffa de gases eéstd ilustrada en la Fig. 3.2. El excelente poder ‘de resolu- v
ci6n de la columa es atest‘lguado por la separacitn casi campleta de los
Esteres del &cido ol&ico y del &cido estBarico. La identificacifn de los
plCOS se efectud por cawparacifn de los txanpos de retencibn relativos,
oon ésb‘es metflicos estdndares (tabla 3.11), Aunqm, se identifica-
ron en los lipidos de la aleurona de trigo un total de 13
dcidos grasos, inis del 99% de la oomgxos icién de &cidos grasos totales
estaba formado por los dcidos palmitico, estesrico, oléico, lmolé:.co Y
linolénico. Por lo tanto el anidlisis cuantitativo de la camposicidn de

los &cidos grasos, se confind a estos 5 Scidos grasos mayoritarios.

Se encontré que la conposicidn de dcidos grasos de la dleurona es come

pletamente diferente de la del grano entereo (tabla 3.TIT) . S1 tejido
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Fig. 3.2 Cromatograma gque muestra la separacién de los
ésteres metilicos de los Acidos grasos. El poder de reso-

lucién de la columna se juzga por la separacitn de los és
teres de los Acidos estefirico y oléico.




Acido graso TRR FRR
Céprico 0.134 NC
Caﬁtiiico 0.204 NC
Liurico . 0.330 NC
Tridecanoico 0.437 NC
Mirfistico 0.556 NC
Pentadecanoico 0.757 NC
Palmitico 1.000 1.000
Palmitoleico 1.180 NC
Palmitelaidico 1.180 NC
1.480 NC
1.950 1.096
oleico 2.180 1.171
2.890 1.030
Linolénico 3.850 1.083

L ’
Tabla 3.II Acidos grasos encontrados en la capa de -
aleurona de trigo (excepto palmitoleico ¥y palmitelaidico).
TRR= Tiempo de retencidn relativo al ac. palmitico.
FRR= FPactor de respuesta relativoe al ac. palmitico.

NC= No se calculd,




ACIDOS GRASOS (%)
HORAS
DE .
IMBIBICION
c 16 c 18 |c 18:1 c18:2fc 18:3
GRANO . . . e
QUIESCENTE 18.00 0.86 17.50 62.50 1.04
~ DE" . 15.03 21.23 55.69 5.19
ALEURONA

Tabla 3.III Comparacién de 4cidos grasos de lipidos totales
del grano.enterp y de la capa de aleurvona aislada después
de dos horas de imbibicitn.
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de la aleurona fue un poco Mds rico en acidos grasos insaturedos, conte-

niendo cinco veces mis Acidos 1inolénico que el grano entero.

Lipidos Totalas

Las canposiciones de las fracciones de lipidos totales de-capas de aleu-
‘rona aisladas despues de- varios t:i.ufq;os de imbibicifn se presentan en
la tabla 3.1IV. No se observaron cambios significativos en las proporcio-
‘nes de ninguno de estbs' dcidos (Fig. 3.3.).

la’ amposlc16n de Scidos grasos de lipidos totales de capas de aleurona
alsladas, 1mxbac]as ba jo d)fere.ntes regimums hormonales se presentan

en las tab]as 3.V y 3.VI. Esta ccnpoqlcién fue casi igual a la de los
lipidos neutros (c.f. tablas 3. IX y 3.X11). Sumlanmznte, los cambios en
1a OC!TpOSiL.lén de acmoa qrasos dv 1ipidos totales con tratamiento hormo-
'nal (Fig 3. 4 Y 3.5) fueron casi id(’ntscos a los observados en la fraccidn
de 1191(305 neutros (Fxgs. 3.9 y 3.10) con una o dos excepciones menores,
en donde 105 cambios en los 1fpidos polares fueron los onficimxvtanznt}g
grandps para afc(_tar los uunbiosa g-:-nmalcx,, observados en los lipidoé to-
tales. Por lo tanto no se hard una dmvu-qén detallada de canbins en los
Scidos grasos de. los 1fpidas totales ya que simplemente. refiejar candios
en la caxposxcxén de los lipidos neutros..

Es interesante resaltar que en tanto los lipidos neutros y los totales
fueren virtualmente indist inqu:bles uno de otro en su camposicibtn de dci-
dos grasos, la fracci6n de 1ipidog polaxr‘s tuvo una” composicidn enteranen
Jte diferente (c.f. tablas 3.VIIT y 3. IX). '

Lipidos Polares

En la aleurona ajslada la composicidn de cidos qrasos de las fracciones
de 1lipidos polares dospubs de varios ticmpos de inbibicidn se l.)_r:u:s-';udt:a

en la tabla 3.VIII. Se pevcibievon cabios significativos en las propor-
ciones de 1os cinco Acidos grasos wayoritarios (Fig, 3.3.). Fn partioular

las proporeiones de los dcidos  oldion y palinitico  dirmimyeron du-




HORAS ACIDOS GRASOS (%)
DE
IMBIBICION
C 16 C 18 C 18:1 "JC 18:2 JC 18:3
2 15.03 | 2.47 21.23 ] 55.69 5.19
+0.11 { +0.03 +0.22 | +0.08 [+0.04
24 " 14.98 2.50 21.33 55.82 5.49
+0.22 | +0.15 +0.13 | +0.44 |+0.61
14.39 | 2.56 21.16 | 57.71 5.65
+0.18 | +0.03 +0.10 +0.03 +0.13

Tabla 3.IV Cambios en la composiciédn de dcidos grasos de
lipidos totales de la capa de aleurona de trigo, después
de dos dfas de imbibicién. Los resultados son la media de
cuando menos tres determinaciones. |
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- 7T dfas de imbibicidn. Ies resultados estdn exprosados cam el cambio pore
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a + diferencia significativa al 99%
b = diferencia significativa al 95%
NS= 1 significativo,




ACIDOS GRASOS (%)
TRATAMTENTO
c 16 c 18 C18: 1 c 18: 2 c 18: 3
Control 14.58 + 0.50 | 2.83 + 0.23 | 21.06 + 0.72 | 56.00 + 0.51 | 5.24 + 0.26
AG, 17.49 # 0.17 | 2.86 + 0.09 | 22,04 + 0.18 | 52.67 + 0.01 | 5.16 + 0.16
]
Etilenc 16.36 + 0.46 | 2.76 4 0.03 | 20.84 + 0.14 | 54.75 + 0.40 | 5.32 + 0.34
AR 14.57 £ 0.28 | 2.75 # 6.04 | 20.83 + 0.20 | 56.52 + 0.20 | 5.04 + 0.02
W
ARB/AG, 15.46 + 0.2 2.62 + €.20 | 20.60 + 0.48 | 56.02 + 0.07 | 5.02 + 0.36
ARB/Etileno | 17.87 + 0.82  1.96 % 6.17 | 19.77 + 0.53 | 55.64 + 0,91 | 4.74 + 0.17
AGy/Etilenc | 17.72 # 0,13 1.86 + 0.31 | 21.36 +0.23 |55.01 + 0.29 | 4.88 + 0.17
AG3/MB/BLileo| 18.36 4 0,46 2.10 0.8 | 19.30 + 0.20 |55.38 + 0.04 | 4.44 + 0.33
Tabla 1.V Acidos grasos de lipidos totales de aleurona aiSladA, incubada durante 24 horas en

una salucidn amortiguadora con o sin las homonas- indicadas. 1os resultados son la modia de
al-menos tres detenminaciones.



ACIDOS GRASOS (%)

TRATAMIENTO

c 16 C 18 C 18: 1 C 18: 2 c 18: 3
Control 14.42 + 0.30 | 2 B7 + 0.11 | 20.92 + 0.14 {56.44 + 0.49 | 5.63 + 0.18
AG, 15.65 + 0.12 | 2.88 -+ 0.05 | 22.15+ 0.02 | 54.15 + 0.23 | 5.32 + 0,10

5

Etileno 16.14 + 0.33 | 2,70 4+ 0,08 | 21.25 + 0.10 |54.31 + 0.42 | 5.12 + 0,27
AAB 14.98 + 0.39 | 2,74 + 0.05 | 21.42 + 0.18 [56.06 + 0.07 | 4.77 + 0.25
AAB/AG , 16.13 + 0.57 | 2.76 + 0.12 | 20.46 + 0.89 155,94 + 0.10 | 4.57 + 0.04
ARB/Etileno 17.54 + 0.78 | 2.07 +0.25 | 20.40 4 0.41 |55.45 + 0.81 | 4.11 + 0.18

-»
AG,/Etileno 17.24 + 0.22 | 2.40 + 0.01 | 21.44 + 0.48 |55.56 + 0.62 | 4.45 + 0.25
AGy/AAB/Btileno [17.16 + 0.30 | 2.36 + 0.12 | 20.26 + 0.25 [56.69 + 0.21 | 3.89 + 0.21

Tabla 3.vI Acidos grasos de lipidos totales de capas de aleurona incubadas 48
horas en una solucidn amortiquadora con o sin las hormonas indicadas. Los resul-
tados son la media de al menos tres determinaciones.




Fig, 3.4 Catblos en los icidos grasos de los lip:.dos totales de capa de.
aleux:una aislada incubada durantc 24 horas en wna solucifin amor-
tiguadoraoonosmm3l>.10 M,AABleOSMy/oBSmn
de etileno. Ios resultados estén expresados comd el cambio porcen
tual en relacifn al nivel de Acidos grasos al comienzo del perfo-
c]o de imubacxén m el caso del tejido tx.ata:lo con la hormona,
la s1gnifican:ia fue examinada en cmpcu:acién con un control co-
rrespmxhenba incubado en una solucisn anurtiguadora durante el
mismo. perfodo de tiempo.

sxgnificamia al 99%
b = sx.gnifu,arx:;a al 95%

NS= no significativo.
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I?J.g. 3.5 Cambios en los acidos grasos de lipidos totales de capa de aleurona
.aJ.slada, mcubada 48 horas con una solucién axmrfigisacbr:a con. O sin
AG3lxlO M,AABleO —5 My/o lBSp;mdeeLueno Ios resulta
dos estén e:-cpresados camo el cambio porcentual en relacxén al ruvel
de éc1do.: grascs. al comienzo del perfodo de incubacifn. En el caso
de tejmo tratado con lnmona.;, la significancia se exanﬁ:ﬁ en com-
parac:.én con un oontml con:espo:ﬂleute lnc:ubado sin hormonas duran
te el miso periodo de tiempo.
a = 51g1uf1.ca_nc1a al 99%

b = significancia al 95%
NS= no significativo.




’

ns i a nsa a a a nsnsnsnsnsa b a

10 20
: 20 & 10
\ &) 8]
0 w0 .
@ 10 E
‘ g ©-10
104
5. Q
O
o 3 -20
g ;
5 -10 =30 .
ACIDO PAIMITICO N2ITO ESTEARIOO
ns b nsnNs nNs ns ns nNs ns a a ns ns nsns ns
10 5
— -
‘:: —
[ o4
?é: ) 2.5
0 9
ol tn
[))]
E‘ 0 E 0
Vd
=
5 Q
9 - 'g‘ -2. 5
; 5
-10 ACIDO OLEICD -5 ACIDO LINOLEICO
nsns b a a a a a
10
&
g 0 —
8]
)
1721
g ~-10
(%
[
Q
9-2.5
g
5
[
-5
ACITO LINOLENTOO
COAVTROL AG’% Btileno P03} .T'JLI?.,/.»“JSB ARB/EL AL .1'\53,/'12‘(: i1.ARB/ASG .,/Rtil
Qo S i o P
] [ A% [ 7 L 7 &4




HORAS ACIDOS GRASOS (%)
DE
IMBIBICION
C 16 C 18 C 18:1 c 18:2 ) C 18:3
2 19.89 1.17 21.91 53.95 2.43
+0. 26 +0.05 +0.04 +0.35 +0.12
48 17.54 1.51 20.39 58,20 3.40
+0.26 +0.01 | +0.43 +0.94 +0.29

Tabla 3.VII Cambios en la composicibn de Acidos grasos de
los lipidos polares de la capa de aleurona, después de dos
dias de imbibiciétn. Los resultados son la media de al menos
tres determinaciones.
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rante la inbibicidn, mientras cue los niveles de los Gcidos estéarico,

linoléico y lonolénico se incremontaron. Bn t&rminos generales, en la
fraccitn de lipidos polares, el efocto de la imbibicifn fue incremen-

tar la proporcién de Scidos grasos polinsaturados en relacién a los
saturados. Estos cambios por la imbibicifn en los dcidos grasos de 11-
pidos polares pucden reflej‘a_r alteraciones ultracstructurales en la
od@éic-ién de manbrana, en particular, la proliferaci&n del RE, repor.
tados por otros investigadores (Colboine et al, 1976; Buckhout et al,1981).

La canposicibn de dcidos grasos de »1’Ipidos polares de capas de aleurona
aislada, incubadas bajo diferentes reglmenes se presentan en las tablas |
3.VIIT y 3.IX. El etileno tuvo miy poco efecto sobre esta camposicién. |
El finico cambio significativo observado con esta hormona, foe una dismi- }
nucibn en el contenido de Scido estelrico despubs de 48 horas de incu- |
bacién.. Las otras bormonas, sin anbargo, produjeron cambios significati- 1
vos. en el (:yonteni«:bi de &cidos grasos de los lipidos polares (Fig. 3.6y
3.7).

E.lI\GB, durante las primeras 24 horas de incubacidn disminuyd los nive-
les de écido palmitico y Scido oléico incramentindose al mismo tienpo
el ‘contenido de §cido linoléico. Los niveles de dcido linolénico se in-
crementaron, | pero este cambio se hizo estadisticamente signific«itivo ‘;§_
lo hasta las 48 horas de incubacifn,

Aunque estas tendencias se mantuvieron en tejido incubado durante 48 ho-
ras en camparacifn a los coptroles, hubo un incrovento real en el conte-—
nido de icido palmitico y oléico durante la (ltima mitad del perfodo de
incubacién y una disminucidn correspondiente en los niveles de dcido
Tinblénico. El resultado fue vn incrovento inicial en la proporeidn de
dcidos grasos polinsaturados en los 1ipidos polares (Fig. 3.8)) aunque
esta relacidn disminuyd a las 48 horas, permanecid no obstante mas alta
que la encontrada en los controles. Estos cambios irducidos por I\G3
probablemente reflejan cambios cualitativos en la omposicion de la
membrana y/o propicdades de la capa de aleurvna. Ta naturaleza aparen-—

toente transitoria de la regpuesta al M. es similar a la veportada

3




N ACIDOS GRASOS (%)
TRATAMIENTO
C 16 c 18 c 18: 1 C 18: 2 C 18: 3

Control ] 1778 + 0,11 | 1.41 4 0.34 | 19.79 + 0.36] 59.53 + 0.39] 2.67 + 0.08
AG, 15.98 + 0.09 | 1.48 + 0.14 | 15.23 +1.09| 63.84 + 0.12| 3.30 + 0.08
Etileno 18.22 4 0.19 | 1.17 +0.04 | 19170 + 0.30| 59.55 + 0.38 | 3.01 + 0.08
ARB 20.46 + 0.59 | 1.43 + 0.06 | 18.86 + 0.43| 56.44 + 0.42 | 2.57 + 0.10
RAB/AG 20.84 # 0.85 | 1.45 + 0.24 | 17.76 + 1.42| 57.83 + 0.12 | 3.04 + 0.06
AMB/Etileno 21.88 # 1.53 | 1.30 + 0.34 | 17.48 + 0.73 | 56.47 + 0.20 | 2.53 + 0.46
AG Ly 16.39 + 0.06 | 1.32 4 0.51 | 14.49 + 0.69 | 63.43 + 0.68 | 3.50 + 0.23

AG3/AAB/Etileno 21.21 + 0.43 1.63 + 0.29 17.91

P+

0.67 | 54.82 + 0.30 2.89 + 0.55

Tabla J.ViII Acidos grasos de lipidos polares de capas de aleurona aisladas, in-
cubadas durante 24 hrs. en una solucifén amortiguadora con o sin las hormonas
indicadas. Los resultados son la media de al menos tres determinaciones.




ACIDOS GRASOS (%)
TRATAMIENTO.
C 16 C 18 c 18:1 C 18: 2 C 18: 3
Control 20.06 + 0.41 | 1.80 + 0.03 | 19.24 + 0.68) 57.00 + 0.56 | 2.38 + 0,03
AG, 17.91 + 0.17 | 1.97 + 0.05 | 17.34 + 0.18| 59.13 + 0.35| 3.38 + 0.04
Etileno 19.78 + 1.03 | 1.26 + 0.23 | 18447 + 0.27| 57.90 + 0.35| 2.66 + 0.13
AAB 22.46 # 0.31 | 1.29+ 0.04 | 18.54 + 0.68| 55.16 + 1.01 | 2.82 + 0.33
=

AMB/AG 22,05 + 0.17 [ 1,47 + 0.14 | 18,47 + 0.17} 55.35 + 0.47 | 2,73 + 0.21
ARB/Etileno 22.14 #0.72 | 1.25 4 0.11 | 18.49 + 0.36 | 55.44 + 0,18 | 2.74 + 0.17
AG,/Etileno 17.56 + 0.18 | 2.46 + 0.20 | 16.89 + 0.73| 59,79 + 0.03 | 3.65 + 0.34
AGo/APB/Etileno | 22.33 +0.23 | 1,96 + 0.04 | 18.73 + 0.46 | 53.02 + 0,14 | 3.26 + 0.49

Tabla 3.IX Acidos grasos de lipildos polares de capas de aleurona aisladas, in-
cubadas durante 48 hrs. en una solucifn amortiguadora con o sin las hormonas
indicadas. Los resultados son la media de al menos tres determinaciones.




Flg. 3.6 - Cambios en los 5cirbs grasos de lipxdo:: polares de capas de aleurona
al.,laias, incubadas 24 horas en una soluclém axmrtxg\aﬂora con o sin
G, 1x 10 4, A8 2 % 107° M y/o 135 pm de etilemo. Los resulta-
dosesténexpmsadosmelcanbmpomtmlenrelacmnalnivel
‘dé Scidos grasos al camienzo de la incubacisn. En el caso del tejido
‘tratado con hormanas, la significancia se establecié por camparacifn

con un control incubado sin hommnas durante el mismo perfodo de tiem

pPo. R Yo
a = significancia al 99%

b = significancia al 95%

‘NS = no significativo.
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Fig. 3.7 Cambios en los &cidos grasos de lfpidos polares de capas de aleu-
' rona alslad.as, mcubadas durante 48 hora.s en una soluclén amorti~
guadoraoonosinAG 1x10‘6M,MB°xl0 > M y/o lBSg_:mde_

etilero. Ios resultados est“in expresados  camo el cambio porcentual

en relac:.én al nivel de. 8cidos grasos al camienzo de la- mcubac16n

En el caso de tejido tratado con hormonas, la blgruflcax\cia se es-

tablecis por camparacifn con un control incubado sin hormonas du-

#rante el mismo perfodo de tiempo.

a = diferencia significativa al 95% en relaci6n al comienzo de la
incubacisdn.
= gignificancia al 95%
c = significancia al 99%
d = significancia ai-95%, en relacién al control de 24 horas,

NS= no significativo.
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por Jones (1980) para la actividad de la MADH-citocromo C raductasa, A
las 24 }mras'del trataniento con N33 la capa de aleurona de trigo sin-
tetiza activamente amilasa (Ldpez, 1981) y proteasa (Muggenburg, 1982).
Ta tasa de sintesis de estas dos hidrolasas dlcan. 3 1N nu.-unn después

de 30 l*oras de tratamfento con N?..J y declina de allf en adelante. En
tejido de alenrona de cebada, esta disminucién en la formacién de hidro
lasa después de 48 horas de tratamiento bonmnal se caracteriza porque
las c6lulas de la aléurona se hacen altamonte vacuoladas, ocon una pér-
dida de un gran volfmen de citoplasma y las largas cisternas caracteris
ticas de RE apilado,l sin embargo las cflulas de tejido ‘inr;m‘mdo en agua
w rmestran&aémlécién Vpr(ogresiva; en vez de ello, conservan \nu mrfo
"lcig‘ié'simi'lar a la de células de endospenms Imbibidas (Jonos, 1980).
Cambioé similares cn la nbrfologia de ctlulas de alewrona de trigo ex-
pllcarian los cambios en ]a composicién de txc1do=. grasos observados en
tre 24 y 48 horas de 1ncubac16n.

El N‘3 y el eLll«.no chmbuudo produjeron cambios similares en los nive
les de dcidos grasos a los observados con 1\G3 solo. 1a {inica diforu\—
cia cuant_.\_tauva observada fue un incrwnento s1qm!‘1cat1vo en los nive-
les de 5c1do estefirico despubs de 48 horas de incubacién. Este incremen
to o’ habia sido estadisucam:nte significativo en tejido mculndo oan
I\GB en la- auscncia de etlleno, sin anbaxgo, a pe‘m de esta dlfexux_lav
nd ‘padenos concluir que algum accitn sinfrgica tiene: lugar entre etile
oy N..‘a en el control de la conposicidn de acidos grak-os de 1ipidos
polares, a diferencia del efecto sinfrgico del etileno sobre la- forma-
cién de alfa-amilasa inducida por My en este tejido (Iﬁp@z et al, 1978;
1981).

Fn todos los casos en donde se emple AAB, se observd un cambio oompleta
mente diferente en los Scidr.)s grasos de lipidos polares. El AAB solo o

en cambinacién oon N';3 y/o etilenn, indujo un ircremento en el conteni-
do de 4cido pilmftmo dentyro de las primeras 24 hovas de mcum(_ idn vy una
dimminucion cortespordiente en los niveles de Scido linoléico. Estos cam-
bips se intensificaron hasta 48 boras, cuando tambidn se observd una dis-

minucidn significativa en ol contenido de Scilo estodrico,  Dhiba ros-
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Fig. 3.8 Cambios en la proporcién de fcidos grasos insaturados en relacién

a saturados en la fraccibn de lipidos polares de capas de aleuro-
na. Los resultados estén e)qaresaxios en relacién al tejido de con-
trol correspondiente, In-cubado sin horonas durante el mismo pe-
riéio de tiemo,

a = significancia al 99%

b = significancia al 95%

c = significancia al 99%

NS= no significativo.,
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puesta al AAB fue opuesta a la observada con NGy . NI el e ni el eti
lero, solos o en cambinacidn, fueron capaces de revertir este efecto del

AAB,

‘A las concentraciones hornmonales ampleados en cste estudio, se observd
una} incapacidad similar del M;B y del étileno para revu-ru' la Jnhlbl-‘
cifn por AAR de la sfntesis de alfa-amilasa (I6pez, 1981; GASnez 1982)
Mientras el N33 tendi6 a incramentar la proporci6n de Scidos grasos
polinsaturados en lipidos polares, el AMB tuvo el efecto opuesto (Fig.
3.8).

Es inprobable que los cambios inducidos hommonalmente en la canposicibn
de los &cidos grasos de lfpidos polares reportados aquf surjan de sfn-
‘tesis de novo de material de mombrana, desde que no se observd un incre-
mento en los’ niveles de fosfolipidos totales. Sin ambargo, se ha suge-
rido que los fosfol fpidos de monbrana en tejido de aleurcna de trigo

se sintetizan por nr::dlfauac16n de £c3'~£'olfpmofs pre-existentes almacena-
dos en los Lbferoam\as de las células (Jelsema et al, 1975; 1977). Nues
tros datos estarfan en onpleta concordancia con esta hipStesis,

Lipidos Neutros

Ia composicién de §cidos grasos, de las fracciones de lipidos neutros
de capas de aleurona aisladas despufs de diversos tiempos de imbibicifn
‘se presentan en la tabla 3.X; no se observaron cambios: significativos

en las proporciones de los cinco Scidos grases preponderantes  (Fig. 3.3).

La composicién-de &cidos grasos de 1ipidos neutros en capas de aleurona
aislada incubada bajo diferentes regimenes hormonales se presentan en

las tablas 3.XI y 3.XII. A diferencia de la fraccién de 1ipidos polares
en donde el etileno tiuvo muy pooo efecto sobre su constitucién de dci-
dos grasos, esta honmona gaseosa indujo, en la fraccién de lipidos neu
tros, cambios significativos en las proporciones relativas de los 8ci-
dos palmitico y limmléico. Especificamente, el etileno provecd un in-

crawnto en la concentracidn del Scido palmitico concomitante, con una




HORAS ACIDOS GRASOS (%)
DE
IMBIBICION S EEE— |

C 16 ci18 Jc 18: 1 §c 18:2])cCc 18:3
2 14.51 2.48 | 20.79 56.72 5.06
+0.07 +0.06 | +0.21 +0.,33 +0.45
24 "14.90 " 2.72 ] 20.84 55.30 5.81
+0.19 +0.29 | +0.44 +0.92 +0.34
48 14.56 2.66 | 21.37 56.00 5.13
+0.40 +0.35 | +0.51 +0.89 +0.34

Tabla 3.% Cambios en la composicibn de &cidos grasos
de lipidos neutros de la capa de aleurona, después de

dos dias de imbibicién. Los resultados son la media de
al menos tres determinaciones.




ACIDOS GRASO0S (%)

TRATAMIENTO
C 16 C 18 C 18: 1 C 18: 2 C 18: 3

Control 1 14.90 + 0.19 | 2.95 + 0.04 | 21.08 + 0.16 | 55.73 + 0.76 | 5.44 + 0.40
AG, 17.31 + 0.82 | 3.00 + 0.11 | 22.19 + 0.45 | 53.07 + 0.58 | 5.14 + 0.33
Etileno 16.50 + 0.36 | 2.90 + 0.05 | 20.57 4 0.31 | 54.17 + 0.15 | 5.53 + 0.22
AAB 14.50 + 0.19 | 2.85 ¢ 0.03 | 21,09 + 0.14 | 55.30 + 0.37 -| 5.59 + 0.32
AAB/Etileno 18.12 + 0.62 | 2.17 + 0.13 | 19.47 + 0.45 | 56.00 + 0.90 | 5.25 + 0.40
‘Ag3/3ti‘_leno 19.03 + 0.29 | 2.19 + 0.26 | 22.45 + 0.35 | 52.32 + 0.45 | 4.45 + 0.48
AG,/ABAEtileno | 17.53 + 0.55 | 2.16 + 0.08 | 19.42 +'0.11 |55.69 + 0.08 | 4.41 # 0.25
ARB/AG, 15.79 + 0.11 | 3.07 + 0.09 | 20.68 + 0.41 | 54.94 + 0.35 | 5.56 + 0.46

Tabla 3.XI Acidos grasos
incubadas durante 24 horas
son las medias de al menos

tres determinaciones.

de lipidos neutros de capas de aleurona aisladas,
con o sin las hormonas indicadas. Los resultados




ACIDOS GRASOS (%)
TRATAMIENTO
C 16 C 18 C 18: 1 C 18: 2 C 18: 3
Control 14.13 + 0.01 | 2.70 + 0.07 | 20.81 + 0,24 | 56.08 + 0.30 | 5.76 + 0.04
AG, 15.29 + 0.12 | 2.60 + 0.15 | 22,06 + 0,26 | 54.48 + 0.45 | 5.53 + 0,12
Etileno 15.91 + 0.17 | 2.72 4 0.03 | 21.63 + 0.16 | 54.54 + 0.05 | 5.53 + 0.30
x b

AAB .96 + 0.25 | 2.7140.04 | 21.36 + 0.38 | 55.39 + 0.31 | 5.06 + 0.11
AAB/AG 16.22 + 0.51 | 2.72 + 0,17 | 20.68 + 0.13 | 55.63 + 0.16 | 4.84 + 0.40
AAB/Etileno 17.65 £ 0.49 | 2.09 + 0.25 | 20.38 + 0.33 | 55.41 + 1.12 | 4.16 + 0.14
AG,/Etileno 17.86 + 0.48 | 2.17 +°0.27 | 21.40 + 0.55 | 54.62 + 0.28 | 4.47 + 0.47
ARB/NG,/Etileno } 16.90 + 0.93 | 2.30 + 0.06 | 20.28 + 0.03 | 56 35 + 0.32 | 4.17 + 0.05

Tabla 3_x'11 Acidos grasos de lipidos neutrales de capas de aleurona aisladas,
incubadas durante 48 horas en una solucifén amortiguadora con o sin las hormo
nas indicadas. los resultados son la medida de al menos tres determinaciones.
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¥




disminucidn en.los niveles de fcido limoléico. Este efccto se ohservé

dentro de las priﬁnaras 24 horas de incubacién y se mantuvo hasta 48
horas (Figs. 3.9 y 3.10).

Se observaron incrementos significativos en las proporcioncs de los .

Scidos oléico y fmlmit:i.co por efecto del AG,, junto con una disminucidn

L}
de dcido linolé&ico; fue observable despubs 39 24 horas de incubacién y
se mantuvo hasta 48 horas. No obstante, hubo una disminucidn en el con-
tenido de &cido palmitico durante la (iltima mitad del perfodo de incu-
b‘acién y un aumento similar en la ;"aroporciGn de acido limléico.

Fl I\G3 y el ef:)'..leno cabirados, produjeron cambios mis intensos en las
proporciones relativas de los &cidos palmitico, ol&ico y linoléico, que
cualquiera de ellas sola. Adamis, se observaron disminuciones significa
‘tivas en el contenido de 16s cidos estfnriq: y linolénico dentro de
las primeras 24 horas del tratamiento? hormonal. Una vez mis, los cambios
fuemn menos. intensos después de 48 horas debido a uma dismimicidn en
los nlvc]cs de los dcidos palmitico y ol&ico y un incremento en la pro—
porcién relativa del 4cido linol€ico. Sobre todo, parece haber una in-
teraccibn si_nérgig:a entre el AG3 y el etileno en el control de la oam-
posicifn de &cidos grasos de los lIpidos neutros.

‘Es. interesante ha\cer: notar que estos cambios inducidcsv por AG3 s0lo y

en cambinacién con el etileno son opuestos a los observados en los 11~
pidos polares. Nuestros datos no son suficientes para decidir si exis-
te una relacién de causa y efecto entre estos dos fenfmenos. Sin embar-
m,’.hﬁxciormi:iénms ¢que Mirbahar y Laidman (1981) han reportado una con-

-~ versién inducida por AG, de fosfolfpidos, primcipalmente fosfatidileo-

3
lina, en triglicéridos en la capa de aleurcna de trigo.

El AAB no indujo cambios significativos en los Scidos grasos de 1{pi-
dos neutros dentro de las primeras 24 horas de incubacién e inhibid
campletamente los cambios inducidos por N‘;B' durante el mismo poeriodo
de tiampo (Fig. 3.9). Una poquena disminmxidn en el contenido del dei
do 1linolénico se observd después de 48 boras de incubaciodn con AAR
(fig. 3.10)




Fig. 3.9 Cambios en los &cidos grasos de lipidos neutros de capas de aler-
rona aisladas, incubadas durante 24 horas en una solucifin awwti-
guadora con © Sin MG, 1 x 10¢ N, Ans 2 x 1075 n ¥/0 135 pm de
etileno. Los resultados estidn expresados camo el cambio porcentual
en relacifn al nivel de Scidos grasos al camienzo del perfodo de
incubacifn. Melcasochhejidotratadacrmkmm Llsig'xifi- |
caxx:mseestableciéporcmparacxfmoaxmoantrolurubabsm |
hommonas durante el mismo perfodo de tiempo.

a = significancia al 99%
b = significancia al 95%

NS= no significativo.
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Fig. 3.10 Cambjos en los &cidos grasos de lipidos neutros de capas de aleu-
rona aisladas, Incubadas curante 48 horas en una solu:xh\ amorti-
guabracxmosin AGy 1 x 1076 M, AAB 2 x 1073 M y/o 135 ppm de
etileno, Losre&ntahsestﬁnmabsmelcmommamal
enrelacidnalnivelde&c:doegmsosalcxnimzodelairnbamﬂ\
Ehelcasodeteji&:trata:bccn}nnms la significancia se es-
tablecis por camparacifn con un cantrol incubado sin hormonas du-
rante el mimwo perfodo de tiempo.

a = significancia al 99%
b = significancia al 95%
NS= no significativo,
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Se observ6 una disminuci@n similar en el nivel del dcido linolénico con
AB y~NS3 cambinados, junto con un incremento en el contenido de dcido
palmitico. Este Gltimo cambio fue probablanente un efecto del Gy, dado
que se ha observado que la inhibicifn por AAB de la formacién de alfa-
dnulasa no es canpleta después de perfcdos de incubicifn tan extensos
(Gamez, 1982)., :

Ios cambios en los dcidos grasos de los 1{pidos neutros inducidos par
una canbinacién de AAB y etileno, fueron diferentes a los observados
cuando cada una de estas dos harmonas se empled individualmente, indi
cando una Lntafaoci&a sindrgica de AMAB y etileno en el control de la
camposicitn de dcidos grasos de lipidos neutros. Los niveles de Scido
palmitico se increamentaran dentro de las primeras 24 horas y permane-—
cieron asf hasta 48 horas de incubacién (Fig. 3.9 y 3.10). El conteni-
do-de los Scidos estérico y oléico, disninuyd dentro de las primeras
24 horas-y a las 48 horas tambi#fn fue ohservable una di,:anjnm:i&isign'_i_
ficétiva‘ en la prqxarcidn.rclativa del &cido linol@ico. No se cbserva
roa cambios en el contenido de Scido linolénico, a pesar de la presen-
cia del etileno en el sistena, indicando gue los cambios observados no
fueron simplemente la suma de los efectos de cada boapnona individual-
mente, sino que fueron verdaderamente debidos a una interaccifn hormo-
nal dentro del tejido.

Al incubarse las capas de aleurona can las 3 hommonas se produje_rm
exactamente los migmos cambios en la camposicitn de &cidos grasos a
los encontrados can ABB y etileno, La disminucitn en el contenido de
Scido L‘molélco obgervado con AGB y etileno o fue 'xparonte indicando
que la 1n}ml_31c:1&1 par el AAB de los cambios mdu(,idoc, por Au3 en la
campasicitn de Scidos grasos de lipidos neutros no era reversible par
una canbinacitn de M;J y etileno, cam en el caso de los lipidos pola-
res, el AB parece ser la hormona predaninante bajo las condiciones ex
perimentales empleadas en este eotudio,

Ins cambios en la camposici®én de dcidos grases de las diversas fraocio

nes de lipidos descritos arriba, fueron gepneralmente un poxco m8s pegue
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Jos en canparacifn con reportes previos de cambios de Scidos grasos de
membranas vegetales (Simon, 1974; Quinn y Williams, 1978; Jackson y
St. John, 1980 Ashworth et al, 1981). Debe hacerse notar, sin ambargo,
"que-la capa de alr.ui‘ona es particulanmente rica en lipidos de almacena
miento, localizados dentro de los esferoscmas de la clula (secc. -
1.4.1).

1a presencia de tal cantidad de lipidos de reserva dentro del tejido,
tenderfa a gpacar cambios en.la camposicitn de &idos grasos: provoca-
dos par la fonmacién de membrana y/o por la modificaci&n en cawposi-
cifn, causada por la influencia de las honnonas vegetales., Por lo tan-—
to, todos los resultados cbtenidos en este estudio fuercn tratados P
medio del anflisis de varianzé y la prueha de Student-Neumnann-Kuels,
para'rcducir la probabilidad de cameter errores de tipo II. De tai ma
nera, muchos cambios gue parecfan significativos simplomente solwe la
base de medias y desviaciones estindar alrededor de esas medias, fue-
ren rechazados por falta de significancia estadfstica. Con base en
ello, a pesar de pequenos cambios en la canposicifn de Scidos grasos,
observados. en éste estudio, podemos terer canfianza de que tales cam-
bios fuercon reales y no se debieron a variaciln aleatoria en el siste
‘ma experimental. )

Es interesante resaltar que los cambios inducidos hormonalmente en la
fraccifbn de lipidos polares, fucron mayores que los ohservados en los
1ipidos neutros.  Ios lipidos polares no sdlo son inds caracteristicos
de las membranas celulares (seocz. 1.1.1.), sino que la canti@ad en
2l material lipfdico de reserva de la c€lula es mucho menor que la de
los lipidos neutros.




Conclusiones

Los resultados obtenidos permiten concluir que ninguna de las hormomas vege
tales ntilizadas en este estidio (AG3, AAB y etilernn) indujo un cambio neto
en el contenido del material de mambrana de la aleurona de trigo. Este hecho
estd de acuerdo oon trabajos previos realizados en trigo y algunos en cebada.
Segﬁn los experimentos con precursores radicactivwos, la sfntesis de fosfolf-
pidos de la membrana se inicia inmdiatamente con la imbibici6n, incrementSn
dose a las 24 horas y disminuyendo a las 48 horas, indicando que el Gnico
factor desencadenante de la sintesis de material membranal es la imbibicién.

En relacifn oon esto dltimo, ni el AG3 ni el etileno, solos o en cambina~-
cifn, indujeron cambios significativos en la incorporacién de colina—e-ric.
El AAB disminuy$ significativamente esta incorporacifn, siendo este afecto
ampletamente revertido por el etileno. Este efecto del etileno es similar a
la interaccifin previamente reportada de estas dos hormmnas en el control de
la sintesis de alfa-amilasa en aleurona de cereales.

Ia imbibicifn también provocd cambios significativos on las proporciones de
los cinco &cidos grasos preponderantes de los lIpidos polares, a diferencia
de los lipidos neutros, en donde no hubo diferencias significativas. La oam-
posicifn de los &cidos grasos de los lipidos polares, fue similar a la de los
neutros, siendo ambas distintas a la de los polares. El m:i Y el etilemo in-
dujeron cambios en los &cidos grasos de los 1Ipidos neutros, siendo mis in-
tenso este efecto cuando ambos estaban presentes, lo que sugiere una interac-
cifn sinérgica. Una interaccifn similar se chserwd entre el AAB y el etile-
no, El AAB inhibié los cambios inducidos por MG,. Cuando las tres hormonas
estaban presentes, los cambios fueron similares a los observados con AAB y
etileno. El AAB tendid a ser la homona preponderante,

En los lipidos polares, los cambios en los &idos grasos por efecto de las

hormonas fueron los mis intensos. El etileno fue la tmica honmona que no tu-
wo efecto., El AG3 aumentd la proporcifn de Acides grasos insatuwrados. Cuan-
do el etileno y el AG3 se encontraban presentes, los efectos fueron simila-
res a los observados con el MG, s6lo. Por otra parte, el AAB tuvo exactamen
te el efecto opuesto al AG3, aumentando por ello la proporcidn de &cidos gra
sos saturados, BEn este caso no hubo reversifin de los efectos del AAB ni por

parte del AG, ni por parte del etileno,

3
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