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Abreviaciones.

Ag3 4cido giberélico

ATIA dcido indol acético

ABA 4cido abscisico

CK citocininas

RE reticulo endosplédsmico

CPCh Colegio de Postgrafuados de Chapingo
2,4-D 4cido 2,4-dicloro fenoxiacético
AMCP 4cido 4-cloro -2- metil fenoxiacético
IPA isopentenil adenosina

ARNm acido ribonucleico mensajero

ARNt A4cido ribonucleico de transferencia
ADN acido desoxirribonucleico

ANPc adenosin monofosfato eiclico
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I.- Objetivo.
Estudiar la produccidén de amilasas durante la germi-
nacién y observar cual es el papel que juega el Aci-
do Giberélico en este importante proceso metabdlico-
de las semillas, estableciendo posibles correlaciones
entre los niveles de esta hormona y las diferentes --

caracteristicas genéticas de las semillas estudiadas.



II.- Antecedentese.

1,- Las semillas de cereales.
Una semilla seca es un organismo vegetal en potenciaj;
sus niveles de agua son Unicamente de cinco a diez por ciento

y por lo tanto, su metabolismo es muy lento.

De la semilla seca se puede hacer la extraccidén acuo-
sa de un nimero considerable de sistemas gnzimdticos. Se - =
puede decir que es una unidad funcional capaz de llevar a ca=
bo un gran nimero de reacciones bioquimicas, una vez que sus-

proteinas enzimdticas se han hidratado.

En general, para que una semilla germine, se requie=-
ren tres factores principales: Humedad, Oxigeno y Temperaturae.
Sin embargo, hay semillas que a pesar de estar expuestas a ==
estas condiciones, no germinan, y se les conoce como semillas

latentes.

Su estudio ha contribuldo a esclarecer muchos aspectos

importantes de la regulaeiémn de la germinacidn.

Existen una serie de comdiciones que pueden ser la ==

causa de que una semilla sea latente.

- Cubierta durae.- Es una barrera mecanica que impide la expan-
5idn del embridn asi como la hidratacién de la semilla y la-

libre entrada de oxigeno.



- Inhibidores de la germinacidne=- Por ejemplo el Acido Abscisico.

- Requerimiento de luz u obscuridade.- Hay algunas semillas cuya-

germinacién es inhibida por la luz.

- Embridn incompleto por algin problema durante la embriogénesis.

- Requerimiento de un periddo de almacenamiento en seco 0 en - =

frio.

- Balance adecuado de los niveles hormonales.

Por lo tanto, cuando una semilla germina es porque ha encontrado

las condiciones dptimas para todos los factores que se han men-—-

cionado.

En la tabla 1 se muestran las temperaturas éptimas de germi-

nacidén de al-unos cereales.

Tabla ?

Rangos de temperatura de germinacidn,.

Minimo
(oC)

Zea lays 8=10
Triticum sativum 3-5
Secale cereale 3=5

Avena sativa 3=5

Optimo

Méximo
(oC)
4Ol
30-43
30-40

30-40



Estructura y composicidén de la semilla de Maiz.

Las diferentes semillas de Maiz presentan muchas diferencias

morfolégicas, pero tienen una estructura en comin:

- Un tejido externo o pericarpio que cubre y proteje a la:semilla.

Aparentemente no tiene actividad metabdlica durante la germinaciédn,

- La capa de Aleurona. Es un conjunto de celulas vivas que tienen-
muy baja actividad metabdlica durante el estado latente, pero una
vez que se hidratan adquieren méxima importancia, pues son el ==
sitio donde se secretan y sintetizan gran cantidad de complejos=-

enzimaticos, durante las primeras etapas de la germinacidn.

- El Endospermo Almidonoso que es un tejido cuyas células almacqu
ron grandes cantidades de almidén durante la embriogénesis, es =-
un tejido de reserva cuyos sustratos al ser catabolizados van a=-
proporcionar los metabolitos y la energia necesarias durante la=-

germinacidn,

El Embrién, que dard origen a la rafz, el tallo y las hojas de =
la nueva plédntula., Es en este Organo donde se sintetizan y se--=
cretan las hormonas, que difundiendo a través del endospermo al=-
midonoso, serdn capaces de regular los procesos de produccidén de

enzimas en la aleurona.
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- El Escotelo. Puede considerarse como un tejido de relacidn
entre el endospermo almidonoso, el embridém y la aleurona. -
A través de sus conductos difunden hormonas y el embridén ==
toma los metabolitos que necesita para su rapide crecimien=-

to, en las primeras etapam de la germinacidn.

La figura 1 es un corte longitudinal de una semilla de -=

Mai{z, que ilustra la disposicidén de los tejidos que se han des

critoe
Figura 1
Endospermo
almidonoso
l«—"Pericarpio
«——Aleurona
Coleoptilo
Plimula

Radicula : /’\/

Zea mazs



1a tabla 2 muestra la composicidn quimica del Maiz, compara

da con trigo y chicharo,

Tabla 2

composicién quimica de diferentes cereales.

Almidén
zZea mMays 50 - 70
Triticum sp 60 - 75

Pesum sativum 30 - 40

% en peso Seco

Azicares Proteinas
1-h 10
- 13.3
b -6 20

Grasas
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2.~ Metabolismo de las semillas de Maiz durante la serminaciédn,

cuando la semilla se hidrata y existen las condiciones adecua-
das wara su desarrollo, comienza a germinar para dar lugar 2 una --
plantula que al crecer se convertird en una planta adulta capaz de-

reproducirse.

Durante los primeros dias la semilla toma agua y oxiseno, y =-
degrada los materiales de reserva para que el embridn pueda desarpg
llarse. Solamente hasta que la raiz se ha formado y las primeras =-
hojas guedan expuestas a la luz, la plantula puede tomar minerales-
y realizar la fotosintesis, iniciédndose asi todos los procesos meta
bdlicos dependientes de la luz y que dardn luwar a la reproduccidn,

crecimiento y diferenciacidn de las células de la planta.

Tn la Fi ura dos se muestran los canhios en <1 contenido de ==
los componcntes y productos de reserva durante la germinacidén del -

Naiz. (Ingle 1964)

Figura 2

~ e ™0 ™0 ™0 "e"0e"e "0 Pléntulﬂ
- = = = = = = = Tje embrionario
HEXRXENRENXEEEN DLocotelo

s#ndospermo almidonoso




En la figura 3 se presenta una secuencia cronolbgica de

los procesos que ocurren durante la germinacidn.

Figura 3
Activacidén de enzimas Sintesis y secrecidén de enzi-
preformadas. mas degradativase
Accidn de hormonas y Degradacidén de materiales de-
otras moléculas preexis- reservae
tentes.

Sintesis de acidos nucleicose.

>
Iniciacibén de la sintesis de proteinas.
Translocacidon de metabolitose.
Aumento de los niveles
h les.
ormonales S
—T - - — T —
06 12 29 8 72 /20
Horas de germinacidn
Procesos tempranos Procesos tardios
(poco estudiados) (se han estudiado con més
detalle)
ocurren principalmente =2n ocurren en aleurona, endos-

el embridn. permo almidonoso y embridne



En consecuencia, los eventos metabdlicos tempranos y tar

dios desencadenan infinidad de cambios estructurales y fisio

16gicos que promueven el desarrollo de la pléntula en germina

cidn.

Amilasas y Catabolismo del alwiddn.

La ruptura del almiddn es la principal via del metabolis

mo de carbohidratos durante la germinacidn.

El almiddén es un polimero .le la glucosa gue constituye -
més del ochenta por ciento lel endcipermo almidukssd la las =
semillas de Maiz. L1 producto finzl de su derradacién es la-
glucosa, molécula que utiliza el embridn como principal fuente

de energia durante los primeros dias de germinacidn.

Lo hidrdlisis enzimética es el mecanismo més importante-
de degraiacidn del almidée en las semillas, y las enzimus res
ponsables son las alfa y beta amilasas. La Comisién Interna-
cional de &nzimas las clasificd dentro del grupo tres, gque co
rresponde a las hidrolasas, y les asignd un nimero ¥ un nom=--

bre completo:

£1fa amilasa 3 ePelels alfa «1.,4% glucan -4 glucano hidro

las

)

Beta amilasa alfa wl,be glucan = melto

OLAe

g
[
=9
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Las alfa amilasas son endoenzimas que hidrolizan al azar las
uniones glucosidicas alfa (1 - 4) del almidén, la anilosa, la ami
lopectina y el glucégeno, en tanto que las beta amilasas son exoen
zimas que hidrolizan las uniones, alfa (1 = 4), pero en forma orde
nada y de dos en dos moléculas de glucosa (de maltosa en maltosa),
cesando su accidn cuando se aproximan a las uniones beta (1-6) del
sustrato, es decir, a una ramificacidn. Esto implica que la hidré-
lisis por beta amilasa rinde maltosa y que :en el gaso de alfa ami-
lasa, los productos son una mezcla de azlcares reductores incluyen

do maltosa y glucosae.

Las amilasas de Maiz son inactivadas irreversiblemente por --
fcidos y bases concentradas. Su PH 6ptimo es 4.8 - 5.0, son estabi
lizadas por iones calcio y resisten temperaturazs de sesenta grados

Celsius,

Alexandrescu (1972), mediante estudios inmunoquimicos deros=
tré que las alfa amilasas de Maiz se presentan en cuatro formas ==
ioenzimiticas hasta el quinto dia de germinacidén, y Labansat (1975)
utilizando cromatografia de afinidad, encontré cuando menos dos -=-

formas isoenzimiticas para beta amilasa.
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wain (1966) sugiere que en las semillas de chicharo, el almidén

sufre la siguiente via de hidrélisis:

Obligosacéridos
Almidén  2it2 _ Solubles beta . Maltosa
7z Vs
amilasa amilasa alfa
glucosidasa
glucosa

En general se acepta que este mecanismo sea muy parecido al ==

que ocurre en las semillas de Maiz.

el

se

ta

za

en

la semilla seca de Maiz contiene principalmente beta amilasa Yy
incremento en la actividad amilolitica durante la germinacidén =
debe principalmente a alfa amilasa, la cual representa un noven
por ciento de la actividad amilolitica total cuando ésta alcan=-

su maximo, entre el sexto y el octavo dias de germinacidn.

Kirshop (1957) demostrdé que en algunos cereales el incremento-

1a actividad amilolitica depende del embrién. E1 factor embrio-

nario resultd ser el Acido Giberélico, que difunde a través del es

cotelo y del endospermo almidonoso hasta la aleurona, donde estimu

la

1a sintesis de novo y la secrecidn de alfa amilasa (Varner 1965)

En 1974 y 1975, Hgrvey Yy Goldstein observaren que el Maiz no -
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depende del embridén para la produccién de alfa amilasa aunque al-
gunas variedades de Maiz enano (d5) si dependen del embridn o de-
AG3 exdgeno para expresar su total actividad amilolitica (Harvey-
1974). Se ha sugerido que este fenbémeno se debe a que el Maiz ena

no carece de suficientes giberelinas enddgenas.

Aparte de alfa amilasa, la aleurona secreta otras enzimas que
participan en el catabolismo de carbohidratos. Entre ellas estén-
la maltasa (Briggs, 1963), laminarasa (Hagjor, 1966) y beta 1,3 = .
glucanasa (Pollard, 1969). La degradacidén parcial de la pared ce=-
lular de las células de aleurona pof la beta 1,3- glucanasa, pare

ce ser un requerimiento para la secrecidén de alfa amilasa (Taiz,

1970).

El mecanismo por el cual las células de aleurona secretan alfa
amilasa, es un punto muy discutido. En 1962, Millar sugiridé que =
hay unas particulas, de aspecto muy semejante a los lisosomas, ==
que al parecer estdén involucradas en este proceso. Posteriormente
Paleg (1970) y Vigil (1973) obtuvieron micrografias electrdnicas-
que muestran que cuando las células de aleurona son tratadas con=-
AG3, aparecen pequefias vesiculas, a las que se llamé "“gramos de =

aleurona'l,

Pricé (1970), Colborne (1974) y Paleg (1975) han demostrado =
gue la ribonucleasa y las alfa amilasas son secretadas por los --

granos de aleuronae.
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En cuanto a la liberacidén de beta amilasa en el endosp:rmo almi=-
donoso, se sabe que también depende de AG3. aunque en forma indirecta,

pues la hormona debe estimular previamente la sintesis de novo de pro

teasas,



3= Fitohormonase

La regulacién del metabolismo en las plantas puede cla=-

sificarse en dos grandes grupos:

1.- Regulacién por factores.externos:
Humedad, temperatura, gases, PH, luz.

2.~ Regulacidén por factores internos:

Ae- Regulacién intracelular.

Regulacibén de la actividad de los genes.
Regulacién de la actividad enzimética.

Be~ Regulacidén intercelular: Fitohomonas.

Las fitohormonas juegan un papel muy importante en la =
regulacién de todos los procesos del desarrollo de una plane
ta. Est&n involuéradas en el crecimiento y la diferenciacién
as{ como en la latencia, la germinacién, la floracibn, la ==
aparicién de los frutos, la embriogénesis, la abscisién, la-

senescencia, etc.

Se les ha clasificado como reguladores intercelulares, =
pues son capaces de difundir de célula a célula, o bién de ==
ser transportadas por el sistema vascular y asi ejercen su ==

accién en diferentes drganos de la planta.

Las hormonas vegetales se dividen en cuatro grupos prin-

cipales.

15
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1= Auxinas:

Ejemplos:
i
CH— COOH
)
H
Acido indol =3=- acétice . Acido alfa indol =3 propidnico
(AlA)

\\ el ‘ cHa
Y

cl i
Acido 2,4=~ dicloro- Acido l-cloro =2- metil!feno-
fenoxiacético (2,4=D) xiacético (AMCP) {

2+~ Giberelinas.

7

$° OoH
==Cﬂz

Ejemplos:

cua COOM

Acido Giberélico
(AG3)



cooH

o
o

CH; ¢ooH COOH

=CH,

(AG13)

3,= Citocininas

E jemplos:

o)
N—=— AL\\
A

©—Furfurilamindpdrina
(Cinetina)

NH—CH, — CcH=C

98

.6— Isopentenil adenosina

(IPA)

CHB

CHs

Zeatina

17
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4 ,- "ITnhibidores de Crecimiento',.

a.- Acido Abscisico be- Ztileno
H M
X S~
AL CH3 cH3 C =C
] J/ \\
cH=CH — ¢ — CH H H
|
ou ¢ OOH

& / Cqs

La cran mayoria de los procesos de las plantas no dependen de
la accidn re:sulatoria de una sola hormona, sino que generalmente=-
son varias las hormonas que interaccionan para dirigsir esos even-
tos metabdlicos. Puede haber interacciones sinérgicas o antagéni
cas entre las diferentes hormonas, y por lo tanto, son los niveles
hormonales endé7enos los que en un momento dado tendrdn una influen
cia determinante en el desarrollo global de cada tejido u érgano-

de la planta,



4,- Efectos del Acido Giberélico Yy otras fitohormonas en el

metabolismo de la germinacién.

Durante los dltimos quince afios se ha dado un gran impul
80 al estudio del papel que juegan las hormonas vegetales en-
la germinacidn, perque se ha visto, que son capaces de regular
una gran cantidad de procesos durante esa importante etapa ==

del desarrollo vegetal,

a,- Acido Giberélico,

Fué descubierto por Kurosawa en 1920, cuando estmdiaba =
una enfermedad del arroz que consiste en el exesivo crecimien
to de las plantas y que es causada por el hongo Gibberella =
fujikuroi. En 1939, este investigador cristalizé de un culti-
vo del hongo una sustancia que era capaz de producir la enfer
medad, y le llamé Giberelina. No fué sino hasta 1954, que se-
dilucidé su estructura quimica y se le dié el nombre de Acido
Giberélico. A partir de entonces se han idetificado méds de --
cuarenta andlogos del Acido Giberélico que se conocen como —-
Giberelinas, y que en mayor o menor grado son funcionalmente-

activas,

19
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En general las giberelinas promueven la eloncacidn y la divisidn

cdelular, estimulan consecuentemente el crecimiento de las plantas y -

son capaces de romper el estado latente de muchas semillas.

Kirshoo (1958) reportd por primera vez que el embridn de los ce=-
reales produce una subtancia gque promueve la hidrdlisis de almiddn’en
el endospermo almidonoso. En 1960, Yomo y Paleg descubrieron que se=

trataba del Acido Giberélico.

Con este descubrimiento se inicidé una etapa de intensa investiga
cién en el metabolismo de la ~erminacién de los cergéales, 3e observo-
que si a las semillas se les quitaha el embrién, podian responder al-
AG3 exbreno de la misma manera que respondian al que sintetizo el em-

briéno

Al igual que la semilla completa, estos '"endospormos! (semillas
sin embrién), responden al 1G3 nidrolizando el almidén y las protei=-
nas de reserva, formando aziicares reductores, aminodcidos libres y =

fosfato inorgénico.

En 1965 varner observd que el 133 controla la sintesis de alfa-

amilasa en la capa de aleurona y demostrd que ésta depende = - - = =



de la sintesis de novo de ARNm, Pollard (1971) sugirié que actia
por mediacién de AMP¢ y Bachorfen didé seporte a esta hipotesis a
al demostrar en 1973, que la distribucidén de este mediador de la
accién hormonal en las plidntulas de Maiz, es muy parecida a la =

que tienen las auxinas y las giberelinas.

En la figura 4 se muestran los posibles factores involucra-
dos en la regulacidén de los niveles de alfa amilasa durante la -

germinacién de los cereales,

En 1969 Pollard hizo un estudio de los efectos del AG3 en -
un buen niimero de enzimas de cebada y trigo: la primera enzinma -
que fué afectada es la beta -1,3- glucanasa, posteriormente la -
fosfomonoesterasa, la ATPasa y la fosfatasa. Todas ellas prece--
dian al incremento de alfa amilasa y de proteasas. También se ==
sabe que en las primeras horas de la germinacidén el AG3 ejerce su

primera accidn en el embridén promoviendo la sintesis de proteinas

y de ARN.

Las técnicas de microscopia electrdénica han sido una herra-
mienta muy utilizada durante la dltima década., Mediante esta téc
nica, Jones (1969) encontrd que el AG3 tiene un papel importante

en la distribucién y formacidén de Reticulo Endoplésmico rugoso -



22

(Briggs, 1973)

Figura 4
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y muy probablemente en la formacidn de polisomas, asimismo las téc-
nicas de radioactividad han contribuido a demostrar que la translo-
cacidén de glucosa hacia el embridén, es promovida por el Acido Gibe-

rélico.

En 1976 Kauffman demostrd que el AG3 regula el metabolismo de
la pared celular de los vegetales, y Obata concluyd cateégdricamente
que es capaz de inducir la actividad enzimitica y la secrecidn de -

amilasas preesxistentes en capas de aleurona de cebada.

Algunos estudios fisicoquimicos han permitido observar que el-
choque osmdtico inhibe la sintesis de alfa amilasa inducida por AG3
y se sugiere que este puede ser un mecanismo de control de la sintg
sis de hidrolosas in vivo.

(Jones 1971).

Finalmente, numerosos investigadores ®eportan que el Acido Abs-
cisico puede revertir los efectos del AG3 y se sabe que no se trata-
de una inhibicidr competitiva vpero el mecanismo de este efecto se --

desconoce.

8,.- Citocininas.



Durante los primeros estadios de la germinacién las cito
cininas inactivas, sufren interconversiones a formas activas-
(van Staden, 1973). Una vez liberadas, las citocininas secre-
tadas por endospermos de trigo, reducen la secrecidén de iones
de la aleurona y de alguna manera afectan el metabolismo de =

triglicéridos. (Laidman 1971).

Tzon (1973), uiilizando Zeatina marcada con carbono cae==
torce observd que se acumula en el embridn durante la germiq&
cidén y después se metapboliza répidamenta a polifostados de ri
bosilo. Lo mis interesante de estos experimentos es que se -
llevaron a cabo con semillas latentes y no latentes, y que =--

los procesos metabdlicos no fueron inhibidos por ABA.

Se conocen efectos de las.citociminas en el metabolismo-
de ARN en la planta adulta, pero permanecen obscuros sSus meca

nismos y sitios de accidn durante la germinacidn.

3in embargo, aunque no ha sido comprobado experimental--
mente, no existe alguna razén para negar que su accidén en es-
te proceso sea diferente a la que tienen en otros estadios -
del desarrollo de la planta, en los cuales estimulan la disi-

sién celular y retardan la senescencia, encontrdndose presen-

tes en el anticoddén de algunos ARNt por lo que se supone que
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actian a nivel de traduccidén durante la sintesis de protei

nase

En 1969, Lastwood encontrd que inducen la produccidn-
de alfa amilasa durante las primeras veinticuatro horas de

germinacidn.

Ce~ Auxinas.

Se han estudiado’ muy poco sus efectos dmrante la ger=-

minacidne.

Me Leod observd que en semillas de trigo hay algunos-

efectos en que el Acido Indoll Acético y el AG3 son simergistas.

En 1967 Millar reportd que el AIA es necesario para el
desarrollo del sistema vascular del escotelo, que es por =-
donde se transportan las giberelinas desde el embridén hasta
el endospermo, para difundir posteriormente a la capa de ==

aleurona.

d.~- Acido Abscisico.
El ABA es un antagonista de las hormonas de crecimien-~
to y sus efectos mas conocidos en la pla :a adulta son indu

cir la senescencia y promover la abseisibén de las hojas.
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Induce latencia en semillss de diferentes géneros y ==
para gue su efecto persista, hay que mantener un nivel con-

tinuo de la hormona. (Milborrew 1970).

Se sabe que interactua con otros reguladores del creci
miento, particularmente con AG3 y citociminas. Sin embargo-

su efecto metabbdlico permanece obscuro.

Es capaz de prevenir la traduccidén de ARNm (Ihle 1972)
y este puede ser un mecanismo mediante el cual desarrolla =

sus efectos.

En semillas de cereales puede revertir la induccidn de
hidrolasas debida al AG3, y el etileno es capaz 'de antagoni

zar este efecto del ABA,

Sin embargo, estas observaciones no pueden explicar la
induccidn .dé la latengia, Es probable que al igual que otros
reguladores del crecimiento, el ABA tenga més de un tejido-
como blanco y que la latencia sea el resultado de un conjun

to de respuestas en diferentes tejidose.

Se puede concluir que las £itohormonas son moléculas ca
paces de regular la germinacidén como un todo. Se conocen al-
gunos de sus efectos, pero casi ninguno de sus mecanismos de

accidn,



I1I,- Materiales.

Te=

2e-

Aparatos,.
Incubadora Labe Line O474

Homogeneizador Politron PCV-2

Campana estéril Clean Bench Hitachi.
Centrifuga Beckman J-21

Centrifuga MSE, LR-6

Potencidémetro Metrahm E-300

Colorimetro Bausch and Lomb, Spectronic 20,
Espectrofotémetro Unicam Spl800 Ultraviolet
Espectrofotémetro Carl Zeiss PMQII 46275
Balanza analitica Metler H6 178489

Calentador y agitador Thermolyne 1000

Reactivos.

Almidén soluble Merck 1252
Acido Clorhidrico Baker 952
Acido Sucecinico Fulka 14080
Bicarbonato de soaio Merk 6323
Carbonato de sodio Merk 206392
Cloruro de calcio Merk 2382
Cloruro de sodio Merk 10640k
Maltosa Merk 5912
Molibdato de amonio Merk 101182

Sulfato de cobre Baker 1843
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sulfato de sodio Merck 6649

Tartrato de sodio y potasio Merck 8087

Yodo resublimado Merck 4761

Yoduro de potasio 7. .Quim, 2530
Agrolita Dicalite de Méx. S.A,
Cloralez Alen B.A.

3,- Semillas de Maiz seleccionadas.

Nombre comin Clasificacién

Apachito Cch-71 1751 # Chihe 177
Bofo 1G-73 A286 # Dgo. 93
Chapalote Ig-71 TH40 # Sin. 2
Cristalino de Chihuahua CH-71 1930 # Chih. 216
Dulce de Jalisco CP 1971 Jal. 78

Elote conico CH-73 461 # Tlax. 251
Gordo CH=-71 1741 # Cchih, 146
H - 28 H - 28

Opaco = 2 B-74R Sint. Bajio GO2
Palomero de Toluca C.P. 1971 Méx. 5

Estas semillas se eligieron porque son utilizadas por los agri
cultores de importantes Zonas de cultivo en México, Cada una de = =
ellas presenta caracteristicas genéticas propias, y por lo tanto, =
sus fenotipos son muy diferentes., El estado de la Repiblica Mexica-

na de donde provienen, aparece abreviado en la clasificacidn.
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IV.- Métodos y Resultados.

le- Determinacidn cualitativa del efecto del AG3 sobre la acti-

vidad amilolitica de las diferentes semillas de Maiz.

a,- Diseccidén de las semillas.

Uli’izando un bisturi se hi:io un sorte transversal que las divi
diera en dos partes. La mitad que corresponde a la parte superior de

la semilla es la que se utilizé para estus ensayos.

b.~- Método de esterilizacidm.

Se provaron los dos métodos Je esterilizacidén mids recomendados=
eh la literatura, con el objeto de utilizar <1 mds adecuado para es-

te caso.

Fusron tratados lotes de 30 semillas cada uno, y posteriormente
se pusieron a germinar en un medio inerte de Agrolita y agua. Al ==
cabo de doce dias se mididé el tamafio de las pequefias plantas ¥y asi se
pudo apreciar la medida en que el nétollo de esterilizacidn afectd su
crecimiento. Se utilizé un lote sin tratamiento para poder establecer

comparacioness
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Gréfica gue presenta dos diferentes métodos de esterilizacidn
ensayados en lotes de treinta semillas cada uno.

=}
Ll.- ‘““ \ »inco minutos en hipoclorito de calcio al 2%, con vacio

‘ \ veinte minutos en hipoclorito de calclo al 2%. sin vaclo

@ control sin tratamiento
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Se decidié utilizar el método nim. 2 porque es el que apa-
ntemente causa menos dafios a’la semilla. Ambos proporcionan
ens esterilizacién , y con la ayuda de antibidticos se eli-
na el riesgo de contaminacién bacteriana.

¢.- Preparacién de los geles de agar— almiddn.

%os geles de agar-almidén se preparan disolviendo agar al
) y almidén soluble (2 mg/ml), en solucién amortiguadora de suc—
nato 0.02 M, 20 mM CaCly y pH 5. Para ver el efecto del AG3 se
regé la hormona de tal manera que su concentracién fuese de 1M

Ia solucidn anterior se hierve y se lleman cajas de peti de
cm con 10 ml de ella, manteniéndose sin movimiento y en posi-

6n horizontal hasta que haya solidificado.



d.~- Incubacidén de las semillas,

32

Las mitades de semilla sin embridn, previamente esterilizadas

Yy enjuagadas con agua estéril, se colocaron sobre el gel de agar-
almidén, poniendo la superfiéie plama en contacto con el gel y ==
presionando ligeramente con la mano. Se pusieron como mdximo - =
cuatro mitades por caja, y se llevaron a incubar a 250C en obscu=-

ridad total.

El control de temperatura y luz es muy importante, pues cuan-
do se hicieron algunos experimentos en las condiciones del labora

torio, la reproducibilidad de los resultados no fué muy buena.

El tiempo de incubacidn fué de 48H y se hicieron controles de

esterilidad lavando con agua estéril las cuatro mitades de semim-

lla que habian sido incubadas, y una alicuota del agua de lavado=-
se sembrd por picadura y por estria en medios nutritivos de gelo=-
sa-sangre y Saboureaud, con el objeto de detectar posible contami
nacién bacteriana o filngica. Si después de 24 horas a 370C, en =
el caso del medio gelosa-sangreé, y de cinco dias a 280C, en el ca
so de Saboureaud, no aparecia crecimiento microbiano, los resulta
dos obtenidos con las semillas a las que pertenecia la alicuota -
sembrada, se consideraban confiables; en caso contrario los resul
tados se desechaban porque se supone que una contaminacidén micro«
biana puede alterar los resultados, pues hay bacterias y hongos =

que producen amilasas, a parte de que pueden causar alteraciones-



a los tejidos de la semilla, *

* Todos los experimentos que se describirdn posteriormente, lle

van los controles de esterilidad que se han descrito.

€.~ Difusidén de las amilasas,

Durante la incubacidén, las mitades de semillas se hidratan y
se disparan numerosos eventos metabdlicos, entre ellos, la sin--

tesis y secrecidn de amilasas,

Estas ensimas son secretadas por la capd de aleurona hacia =
el endospermo almidonoso y como éste estd en contacto directo com
el gel de agar-almidén, las amilasas difundirdn también hacia el

gel,

la velocidad de difusion depende del tamafio y forma de las -
moléculas y de la resistencia a la fricecidn offecida por el gel,

as{ como de la concentracidén de este soporte.

En las cajas en que los geles contenian AG3, se pudo obser—=-
var una zona de difusidn mayor en las demillas sensibles a la ==
hormona, puesto que en ellas el AG3 induce sintesis de novo y se

creeion de alfa amilasa.

€.~ Revelado de los geles.
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Una vez transcurrido el tiempo de incubacidén se retiraron =
las mitades de semilla,y se agregaron a cada caja, 10 ml de una
solucién de lugol, Inmediatamente aparecid una coleracién - -
azul, al formarse un complejo entre el almiddn del gel y el yo-
do del lugol, En las zonas donde hubo difusidén de amilasas se-
formaron regiones translicidas de forma circular, debido a que-

el almiddén habia sido hidrolizado.

f.- Interpretacién de los resultados.

El tamafio de las zonas translicidas es directamente propor-
cional a la cantidad de amilasas que difundieron en el gel y que

por lo tanto, fueron secretadas por la semilla,

Puesto que las diferentes semillam tuvieron diferente acti
vidad amilolitica como respuesta hacia la hormona, se midié el-
didmetro de cada una de las zonas transliicidas que fueron produ

cidas y se expresaron los resultados en base a estas medidas:

Si el didmetro de la zona transliicida fué de cero a 0,5 cm,

el valor se consederd (=).

Si el didmetro de la zona transliicida fué de 0.5 a 1.0 cm,=-

el valor se considerd (4).
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Si el diidmetro de la zonh transliicida fué de 1.0 a 1.5 cm,

el valor se consederd (++)e

gi el didmetro de la zona translicida fué mayor de 1.5 ecm,

el valor se consederd (+++).

ge.- Resultados obtenidos,.

Resiimen de los diferentes pasos que se siguleron en 1l'a de-

terminacidén cualitativae.

Te=
Semilla de Maiz.
\
20 Se quitd el embridén con un bisturi.
3e- Se hizo un corte transversal y se utilizé la

mitad superior.
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L,- Se esterilizaron las mitades de semilla sin

embrién en hipoclorito de sodio al 2% duran

9 a |
QA te 20 minutos, con agitacidn.
Se- m Se colocaron cuatro mitades sobre el gel de
Roseiiogs e

arar-almiddn,.

Tos pasos cuatro y cinco se realizaron dentro de una campana

estéril de flujo laminar.

6o- Todas las cajas se incubaron durante 48 horas a 250C, en la-

opscuridad.

Te= Se retiran las semillas de las cajas y se =

revelan los geles con una solucién de lugol.

7zonas trnslicidas donde las amilasas que di-

frndieron, hidrolizaron el almiddén de los ge

les.

8,- Se midid el didmetro de las zonas translicidas y se obtuvieron

los siguientes resultados.*
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Semilla de Maiz Actividade Actividad Sensibilidad
amilolitica amilolitica a AG3

en presencia

dé AG3
Bofo + 4y b+ #
Palomero de Toluca ++ e s o
Apé.chito + 4+, ++ +
istalino de Chihuahua ++ v ++ -
H - 28 + +44 ++
Opaco = 2 + + -
Elote Cénico ++ e+ >
Chapalote + + =
Dulce ++ ++ &

Gordo + + i



*TLos resultados gque se anotan son una conclusién de un total

de 12 experimentos,

Como se puede apreciar, existen dos diferentes variedades ca
paces de responder al AG3. Cuatro diferentes razas no presentan
respuesta, y hay tres casos en los que a.pesar del alto niimero -
de semillas probadas, no se pudo comprobar si son sensibles a la
hormona; es: decir, que el hecho de que se anoten como (1), no ==
quiere decir que tienen respuesta media, sino que el 50 = 10 :%~=
de los casos respondid al AG3 en tanto que otro 50 4 10% no res

pondid.

Con los resultados obtenidos se demuestra que la respuesta -
hacia el AG3 no es una regla general para todas las semillas de-
Maiz y que depende de 1la raza o variedad que se elija como mode-

lo.

2e=- Determinacidn eualitativa del efecto del AG3 sobre 1a,actiyi

dad amilolitica de diferentes tejidos de Maiz H-28,

Se estudiaron los diferentes tejidos de Maiz H-28 con el ob-

38

jeto de determinar cual de ellos es el responsable de la actividad

amilolitica.
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a).- Procedimiento.

Despues de esterilizar y enjuagar las semillas, se separaron los
tejidos: aleurona, endospermo almidonoso, pericarpio y embridn-escote
lo. La diseccidn se realizd con un bisturi procurando no dafiar a los
tejidos. Una vez separados, se analizd cualitativamente su actividad

amilolf{tica seghn el método descrito en la pas.

b)e.- Resultados obtenidos.

Tejido Actividad Actividad Respuesta
amilolitica amilolitica al AG3

en presencia

a AG3
*Aleurona* + ++ +
Embribén-escotelo - = =
Endospermo almidonoso + + -
Pericarpio - . - =
Endospermo almidonoso -
Aleurona + ++ +

Nota: En cada caso se realizaron diez experimentos con cuatro mues-

tras cada unoe.
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*De las aleuronas que se probaron solo un 10% se pudieron mante=-
ner vivas y son las que se tomaron en cuenta para los resultados que =
se presentane.

Puede apreciarse que la actividad amilolftica y la sensibilidad =-
hacia el AG3 radican en larcapa de aleurona., Esta es una respuesta ===
que el Mafz H-28 presenta en comfin con otros cereales como cebada, =--
trigo y centeno.

E1l hecho de que el endospermo almidonoso tenga cierta actividad,
puede ser debido a la existencia de beta amilasas preformadas en este
tejido. Al prolongar el tiempo de incubacibédn se observé que a las 96-
horas desaparecid completamente la actividad amilolitica, lo cual in-
dica que en &1 no se sintetizan las amilasas. Siempre existid el incon
veniente de que es muy dificil mantener vivas a las capas de aleurona
al separarias del pericarpio y del endospermo almidonoso, ya que al -
perder la protecidn que estos tejidos les brindaban, murieron en po=-
cas horas y solo un 10% de ellas sobrevivieron mis de 40 horas y pu=--
dieron ser ensgyadas. Sin embargo, cualquier posible duda se elimind
al hacer las mediciones de los experimentos con endospermo almidonoso-
aleurona, puesto que, se observd que le 97% de los resultados corres-
pondian a los obtenidos con el 10% de aleuronas, lo cual es suficien-
te evidencia de que son ellas las responsables de la sintesis y secrg
cidén de amilasas, asi como de la respuesta al AG3,
3.~ Estudio de la respiracidén de capas de aleurona de Maiz H-28,

Fué necesario realizar un experimento que revelara la viabilidad

de las aleuronas:
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Las aleuronas que se aislaron de senillas en incubacidén, sobre
vivieron en Optimas condiciones en un 95%, (curva 1). De las que se
aislaron antes de ser incubadas solo sobrevivieron entre 8 y 10 %y~
(curva 2); el otro 80% muridé antes del primer dia, (curva 3).

para el control se utilizaron aleuronas de semillas en germina
cidn.

Estas grificas demuestran que los resultados obtenidos en los-
estudios cualitativos son confiables, puesto que las aleuronas de -
las mitades ensayadas presentan una curva de respiracién muy similar
a la que presentan las aleuronas de semillas completas de germina--

. 7
ClO0ne.

En el caso de las aleuronas que fueron incubadas sin la protec
cién del endospermo almidonoso y del pericarpio, ¥y debido a la difi
cultad para mantemerlas vivas, los resultados que se obtienen solo
son demostrativos de que este tejido es el responsable de la activi
dad amilolitica, pero de ninguna manera podrin hacerse interpreta--

ciones de caracter cuantitativo.

L4,~ Seleccidén de las tres diferentes razas de Maiz que se uti-

lizaron en los estudios cuantitativose.

De los resultados que se presentan en la Page. se llega a la
conclusidén de que las semillas de Maiz estudiadas se pueden distri-

buir en tres —rupos:



Semillas Semillas no
Sensibles a AG3 sensibles a AG3
H-28 Opaco = 2
Elote cénico Dulce
Gordo
Chapalote

Cristalino de

Chihuahua
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Semillas parcialmen

te sensibles a AG3

Apachito

Palomero de Toluca

Bofo

Para los estudios cuantitavios se eligid, por su importancia,

un tipo de semilla representativo de cada grupo:

a)e=- Maiz H-28. Es una variedad que se desarrolld en el Colegio de

Post-graduados de Chapingo y que alin no ha sido suficientemen

te estudiada desde el punto de vista biogquimico. Es un hibgi

do del Maiz enano, que tiene la cualjdad de retardar su creci
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miento en épocas de sequia y asi puede economizar agua.

b)e- Maiz Opaco - 2. Se ha difundido en todo el mundo y es una de las
semillas mds prometedoras en la dieta de los paises en desarro--
llo, pues sus proteinas son de buena calidad alimenticig"debido-

a que contienen cantidades elevadas de lisina y triptofanoe.

Esta variedad es objeto de numerosos estudios, pues presenta los
inconvenientes de ser susceptible a la infestacdidn por insectos y que

su harina no tiene la textura dptima para ser amasada.

¢)e~- Maiz Palomero de Toluca. Es una raza utilizada en el Valle de Mé.
xico como alimento para aves de corral y animales de engorda,. Mor
folégicamente es muy diferente de otras semillas, pues se trata-

de un grano pequefio y puntiforme.

5.- Determinacidn cuantitativa del efecto del AG3 sobre la actividad-

amilolitica de las tres diferentes semillas de Maiz seleccionadas.
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a)e- Diseccidén de las semillas,

A todas las semillas se les quitd el embridén y el escotelo con
un bisturi, quedando linicamente el endospermo almidonoso, la aleu=-
rona y parte del pericarpio. Es decir, se obtuvieron "endospermos!

de Maiz.
b).- Método de estePilizacidn.

Los endospermos se esterilizaron durante veinte minutos en hi-
poclorito de calcio al 2% y posteriormente se lavaron diez veces con
agua estéril. Todo se hizo dentro de una campana estéril de flujo

laminar.

c)e& Incubacidén en medio liquido.

Los endospermos osterilizados se transfirieron a cajas de petri
estériles de nueve cm de didmetro que contenian un disco de papel =

Whatman #3 y diez ml de medio de incubacidn.

El medio de incubacidn es un amortiguador de succinato 0,02 M =
con 200 ¥ M de CaCl2 a pH 4,8, Ademéds contiene 10 /1g/m1 de Penici

lina, IO/Mg/ml de Cloramfenicol y 25 /Mg/ml de Estreptomicina,

E1 amortiguador de succinato se eligié porque en comunicaciodn -
con el Dr. J., Varner, nos sugirié no utilizar acetato, que es el ==
que generalmente se emplea en estos ensayos, porque éen algunos estu

dios que el ha realizado, pudo apreciar que inhibe en cierto grado=-
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la actividad amilolitifa de la semilla.

Algunos investigadores (Harvey, Oaks; 1974) han reportado que. el
caCcl? estabiliza la actividad amilolitica. El pH 4.8 es considerado -
8ptimo para las amilasas de Maiz y otros cereales (Harvey 19743 Jennings
1975; Varner, 1966). Los antibidticos se utilizaron para inhibir el -

crecimiento bacteriano.

con el fin de comprobar que las concentracciones de antibidticos
no afectan la expresidén de la actividad amilolitica, se hizo un expe=
rimento en el que se ensayd la actividad del Maiz H-28 en tres y cin-

eo dias de incubacidne.

Resultados:
Medios de incubacidn sin angi . Medio de incubacidén con anti
bidtico. biotico.
nendospermos'" de Maiz H-23
Tiempo U de arilasa Tiempo U de amilasa
3 dias 0. 63 3 dias 0.62

5 dias 1.58 5 dias 1.60
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Con esto se comprobé que las concentraciones de antibidticos
utilizadas, no afectan en forma significativa la expresidén de la

actividad amilolitica.

Una vez que los '"'endospermos' se esterilizaron, se transfirie
ron en grupos de diez a las cajas de petri que contenian el me-=-
dio liquido, y se anotd el peso seco de cada grupo. Las cajas se
cerraron y fueron incubadas a 250C, en la obscuridad y sin agita-
cién. Se ensayaron tiempos de incubacidén de cero a cinco dias pa
ra hacer las determinaciones de actividad emilolitica, Para ver
el efecto del AG3, se afiadié 1 M de la hormona al medio liquido =
de algunas de las cajas, y las que no contenian AG3 se utilizaron

como controles.

Se utilizaron los controles de esterilidad descritos en la =-
pég. , con la diferencia de que en este caso se aplicaron a-

los "endospermos" y al medio de incubacién.

d).- Extraccién enzimitica.

lLas cajas de petri se retiraron de la incubadora y lostendos-
permoé"que contenian se homogeneizaron con 20 ml de amortiguador-
de succinato 0,02M, ph 4.8, en un homogeneizador Politrén
durante dos minutos a su maxima velocidad. ILa temperatura nunca-

excedid de 60.C.
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El homorenado se centrifugd a 4o. C durante diez minutos y = -
20 000 g. Se colecté el sobredante filtrédndolo a través de cuatro ca
pas de gasa v se ajustd el volimen a 20ml, obteniéndose el extracto-

enzimitico.

e.~ Método de Nelsson (30), para determinar la actividad anilolitica.

Consiste en medir los reductores totales gue son liberados paér-
la accidén de las amilasas. Esto se logra al medir la cantidad de co-
bre que pueden reducir en un tiempo dado. El cobre reducido se cuan-
tifica haciéndolo reaccionar con una solucidém de arsenomolibdato de-

amonio, para formar un complejo colorido.

1.- Preparacidén de las soluciones para el ensayo:

Solucidn de subtrato. Se pesa un gramo de almiddén soluble y se-
disuelve en 50 ml de amortiguador succinato 0,02 M, 200mM CaCl2 y ph
4,8, Se hierve durante un minuto. Se enfria a temperatura ambiente y
se centrifucra durante veinte minutos a 2000 g. Esta solucidén contie-

ne 20 mg/ml de almidén.

Reactivo A. En 800 ml de agua desionizada se disuelwen 25g de =
carbonato de sodio anhidro, 25g de tartrato de sodio y potasio, 20g-
de bLicarbonato de sodio y 200 g de sulfato de sodio anhidro. Se afora

a un litro y se filtra la solucidn.
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Reactivo Be En 200 ml de agua desionizada que contenga cuatro

gotas de H23504 concentrado se disuelven 30g de CuSO4 5H20.

Reactivo C. En 450 ml de agua desionizada yue contenga 21 ml-
de H2SO4 concentrado, se disuelven 25g de molibdato de amonioe. En
otro recipiente se dishielven 3 g de arsenato de sodio heptahidrata
do en 25 ml de agua. Esta solucidén se agrega lentamente a la ante-
rior, con agitacidén constante. La mezcla se afora a 500 ml, se agi

ta y se calienta durante 30 minutos a 550C.

Reactivo D. Un ml de reactivo B se agrega a 24 ml del reacti-

vo A.

2e.= Procedimiento:

Un mililitro del extracto enximitico diluido segin convenga, se
agrega a un ml de solucién de substrato. Despiés de 10 minutos de &«
incubacidén a 250C, se agrega un ml dél reactivo D recién preparado,
a una porcidén del digerido (mezcla de reaccidn) entre 1.0 y 0.5 nl.
El volimen se completa a 2 ml con agua desionizada. La solucidén se=
coloca en un bajfioc de agua en ebullicidén durante veinte minutos y --
después se enfria en agua corriente durante 5 minutos. Se agrega un
ml de reactivo C y la mezcla se agita hasta que deja de producirse=-

C02 .+ La solucidén se deja reposar 10 minutos y se diluyea 25 ml --
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con agua desionizada. La absorbancia de la solucidén se Xee contra -

un blanco de reactivos a 520 nm en un espectrofotometro.

C4lculo de las unidades de amilasa.

Se prepard una curva patrén de maltosa, para‘'poder =xpresar ==

los resultados en/Mg de producto aprarecido, ¥ posteriormente en --

unidades de amilasa por gramo de -tejido. La cuantificacidén se hizo-

por el método de Nelsson,.

Resultados,

Solucidén patrdén de maltosa

/M g/ml

150

250
350

4ks0

Absorbancia

520 nm

«175

<275

«375

1460
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Condciendo la curva patrdén se preparaba una dilucidén del ex-
tracto enzimitico de tal manera que su actividad nunca fuera ma-
yor de 0,5 unidades de absorbancia, pues este valor es el maximo
permitido para que las determinaciones se realicen dentro de las
condiciones éptimas del método. Una vezobtenidos los valores ==
para cada extracto, se interpolaron en la curva patrén para ver -
a que cantidades de maltosa correspondian; y se calcularon las -

unidades de amilasa por g de semilla.

U de amilasa = (Jg/ml/min) {Vol, digerido) (dilucidn)

g (PM maltosa) (peso de la muestra en g).

f.- Resultados obtenidos.

las siguientes gréficas muestran cuantitativamente la activi-
dad amiloli{tica y la susceptibilidad al AG3 de los "&ndospermos''-

de Maiz, durante cinco dias de incubacidn.
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Grafica que representa la actividad amilolftica de "endospermos"
de Mafz H-28 durante cinco dfas de incubaciédn en medio 1lfguido.
El contml es la actividad de semillas completas en germinacién.
‘Todos los puntos representan el promedio de cinco experimentos.



} de amilasa/g ENDOSPERMOS OPACO — 2
304

Conlro
4 A 65

W\

5  pIas

N e
Wl
N

Grdfica de la -actividad amilolftica de "endospermos" de Mafz
)paco-2 durante cinco dfas de incubacién en medio 1iquido.

)omoécontrol se tom§ la actividad de semillas completas en germi-
1acion.

‘odos los puntos representan el promedio de cinco experimentos.
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ardfica de la actividad amilolftica de "endospermos"de Maiz
Palomero durante cinco dfas de incubacién en medio liquido.
Como control se tomé la actividad de semillas completas en germi-

nacién.
Todos los puntos representan el promedio de cinco experimentos.
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U de amilasa/g ENDOSPERMOS PAILOMERO
30-
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ardfica de la actividad amilolftica de ™endospermos" de Maiz
Palomero durante cinco dfgs de incubacidén en medio 1{quido.
Como control se tomé la actividad de semillas completas en ger—
minacidén
Todos los puntos representan el promedio de cinco experimentos.
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TABLA DE RESULTADOS CUANTITATIVOS.

ENDOSPERMO H-28
(U de amilasa / g)

DIA - AGy + AG3 CONTROL
T 2.8 5.0 5145

2 5ol 8.8 9.6

3 8.0 12.4 13.5
4 12.4 17.2 18.5
5 16.0 17.8 20.0

ENDOSPERMO OPACO-2
(U de amilasa / g)

DIA -AGy + AG3 CONTROL
¥ 3.4 4.0 4.2

2 T.4 8.6 8.9

3 9.5 10.5 11.8
4 12.8 14.0 15.1
% 14 .6 16.2 17.5

ENDOSPERMO PAIOMERO
(U de amilasa / g)

DIA - AG, + A%y CONTROT,
1 4.0 A2 g 7.0

2 7] 7.5, 103 13.5
3 10.3 104, 15.0 14 .6
4 15 .4 15.8, 19.7 19.1
5 19.0 19.3, 22.8 22.0



ANDOSEERNMO OPACO-2

-AG3
- - +
DIA o e Mgw- S e
1 3.44  ,093 (3.533, 3.347)
2 742 .088 (7.508, 7.3322)
2 9.49 .079 (9.569, 9411)
4 12.81 «121 (12.931, 12.689)
5 14.59 « 200 (14.790, 14.39C)
+AG3
- +
DIA X S =3
1 4.0 A0 (4.121, ,.879)
2 8.59  .081 (8.671, 8.509)
3 10.55 .152 (10.702, 10.298)
4 RO 02w 210 (14.22, 13.81)
5 16,18 . 168
CUNTROL.
- +
D .-': §..-. X - S e T
1 4,24 ,180 (4.420, 4.060)
2 8.89 .078 (8.968, 8.812)
3 11.80 «111 (11.911, 11.689)
4 14.11 .160 (15.27, 14.95)
5 17.49 . 200 (17.69, 17.29)

56



57

ENDOSPERLO PALOMERC D& TCLUCA.

- -AG3 _ +
DIA X S X -3
1 4,01 181 (4.191, 3.829)
2 7.11 «163 (70273, 6:947)
3 10.29 L4l (10.431, 10.149)
4  15.38  .175 (15.555, 15:205)
5 19.00 192 (19.192, 18.808)

+4G3

DIA X S

1 4,23,7.12 200, <195

2 iS5l 4035 .202, .210

3 10.42, 15.01 .197, .213

4 15.83, 19.74 .185, 214

5  19.32, 22.84 .201, .199
CONTROL .

DIA X 3 X- S

7.00 .082 (7.082, 6.918)
13,48 .079 (13.559, 13.40L)

Ul Fw

14,65 .100
19.14 .103
22.00 b4l

(1%4.750, 14.550)
(19.243, 19.037)
(22.141, 21.859)



ENDJSPERMOS H-28
-AG3
+
DIA X 5 X- 3
) 2.79 .095 (2.885, 2.695)
2 5.20 .103 (5.303, 5.097)
3 8.04 - 109 (8.149, 7,931)
4 12.39 <077 (1L2.467, 12.313)
5 15.99 5] (16.200, 15.78)
+45G3
-+
DIa X 5 X =05
4 5.02 .086 (5.108, 4.934)
2 8.84  .0%0 (8.930, 8.750)
3 12.37 l25 (12.495, 12.245)
4 " U708 ilig (17.302, 17078)
> L7676 180 (17.940, 17.580)
_ CONTRCL. |,
DI X S X -85
555 .095 (5.645, 5.455)

9.56 2l
«092
18.50 oE83
20,01 .201

LN 2 B B VU R ) I\
._4
W
L]
I~
(6]

(9.081, 9.439)

(13.572, 13.388)
(18.683, 18.317)
(20.2LL, 19.809)
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En la gr&fica que se obtuvo con Mafiz H-28 se puede apreciar
que la actividad amilolitica de los "endospermos" de esta varie-
dad es inducida por el AG3 durante cinco dias de incubacidén. En
el caso del Maiz Opaco-2 no se encontrd alguna induccidén signifi
cativa. Para el Mafiz Palomero de Toluca se presentan tres gréfi
cas que representan los tres diferentes tipos de resultados que
se obtuvieron al medir los efectos de la hormona sobre estos =--
"endospermos". (como ya se menciond con esta raza no se pudieron
o¥tener resultados repetitivos en nueve experimentos, por lo que
se tratd de resumir en esas gra&ficas las tres diferentes tenden=
cias que se presentaron con mis frecuencia)e.

En todos los casos, los "endospermos' que se incubaron en =
ausencia de AG3 presentan una curva de actividad que aumenta du-
rante los cinco dias de incubacidn.

Debe notarse que cada semilla tiene un valor caracteristico
de actividad amilolitica en cada dia, es decir, que los valores
de cantidad de amilasa por g de tejido no son comparables entre

las diferentes variedades y razas de Maiz.

59
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6.- Determinacidén de la capacidad de respiracidén de aleuronas de =

semillas de Mafz H-28 incubadas en medio liquido.

Este experimento se realizd para conocer la viabilidad de los

"endospermos" que fueron incubados de cero a cinco dias.

a).- Procedimiento.

Con una peiuefia espitula se separd el endospermo almidonoso de
la aleurona y del pericarpioe.

Las aleuronas asi aisladas, se colocaron en 4 ml de amortigua-
dor de fosfato de potasio pH7, en el compartimiento de ensayo de un
oximetro, y se determind el consumo de oxigeno de cinco aleuronas,
durante diez minutos.

b).- Resultados obtenidos.

U/min./5 al. 10

__, Control.
A

k%

|

S VRV T B

4

. , : . DIAS
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Se puede: apreciar que no existieron diferencias significati-
vas entre la respiracidén de las aleuronas de "endospermos'' en in
cubacién y las de semillas en germinacién, Por lo tanto, los =

nendospermos” fueron viables durante los cinco dias de incubaciédn.

7.- Determinacidén dé la actividad amilolitica de semillas en ger

minacidn.

Este experimento se realizd con el objeto de establecer los -

debidos controles para los ensayos cuantitativos.

Se midié la actividad de semillas en germinacién durante un -
periddo de cero a cinco d{as., Se utilizdé el método de Nelsson y-

los resultados se expresaron en U de amilasa por g de semilla.
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SEMILLAS ( U Amilasa)
g

DIA H-28 Opaco - 2 Palomero
1 55 k2 7

2 9.6 8 09 13 .5
3 13.5 11-8 14,6
L 18.5 15.1 19.1
5 20 17«5 22

U amilasa

A
304

Palomero

H-28

Opaco-2

DIAS
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Conclusiones y discusién general.

Para esterilizar semillas de Maiz, se puede utilizar hipoclorito
de sodio al 2% en agua, durante veinte minutos, sin vacio, obte-
niéndose buenos resultados.

Los experimentos bioquimicos con semillas deben realizarse en con
diciones estériles. Es necesario llevar a cabo estrictos contro-

les de contaminacién microbiana.

Fl método cualitativo de los geles de agar-almidén es una forma-
sencilla de detectar la actividad amilolitica de las semillas de
Maiz. Se puede aprovechar para obtener una idea de cual puede -=-
ser la respuesta hacia alguna hormona, antes de emprender un lar

go andlisis cuantitativo.

En el endospermo almidonoso de la semilla sin germinar hay muy =
pocas amilasas. La actividad amilolitica que se manifiesta duran
te las primeras horas de incubacibén se debe a amilasas preforma=-

das durante la embriogénesis.

La aleurona es el tejido responsable de la sintesis y secrecién-
de. amilasas asi como de la respuesta al AG3, en semillas de Maiz
H-28.

1a velocidad de respiracién de las capas de aleuronas es un buen

{ndice de la viabilidad de "endospermos' de Maiz.

La proteccion del pericarpio y del endospermo almidonoso es muy

importante para que las aleuronas sodbrevivan mis de cinco dias en in

cubacidn y en buenas condiciones. Sin la presencia de estos tejidos=-

solo un 10% de ellas sobrevive mis de 48 horas.
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To= 10/dg/ml de Penicilina, 10/lg/m1 de Cloramfegicol y Zs/ﬂg/ml

-

10 =

1e-

12,-

13."

de Estreptomicina som concentraciones de antibiéticos de gran
ayuda para prevenir el crecimiento microbiano en el medio 1li-
quido que se utilizé para incubar "endospermos" de Maiz., Estas

cantidades no alteran la actividad amilolitiea.

El 4AG3 induce un aumento importante en la actividad amiloliti

ca de 'endosvermos" de Maiz H-28.

El AG3 no altera en forma significativa la actividad amiloliti
ca de "endospermos" de Maiz Opaco - 2, aurante cinco dias de-

incubacidn.

Los "endospermos" de Maiz Palomero de Toluca presentan una res

puesta heterogénea al AG3.

Las diferentes razas y variedades de Maiz que fueron estudiadas
presentan diferentes respuestas a la induccidn amilolitica co
AG3.

las tres diferentes razas de Maiz que se analizaron cuantitati
vamente presentan curvas de actividad que siempre aumenta duran
te cinco dfas., Esto significa que en los tres casos el embridn
no es indispensable para la sintesis y secrecion de enzimas ==

amiloliticas.

Es probable que el Maiz H-28 sea sensible al AG3 por tener re-
lacidn genética con el maiz enano, que se ha reportado que tie
ne pocas giberelinas enddgenas para expresar su total actividad

amilTald{t+don
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La medida de la velocidad de respiracidén de las aleuronas de
los "endospermos" que se ensayaron fué de gran ayuda para esta-

blecer los debidos controles y poder asegurar que el material ---

bioldégico se encontraba en Sptimas condiciones, eliminando posi-
bles errores por alguna disminucidén en la actividad bioquimica --
de los tejidos.

En diferentes ocasiones se han publicado resultados que apa-
rentemente no corresponden unos con otros, pues algunos investiga
dores rportan que el Mafz, al igual que otros cereales, depende =~
del,lAG3 para expresar su total actividad amilolitica; también hay
quienes dicen que ningiin factor embrionario es necesario.

Hemos encontrado que depende de cual sea la raza que se eli=-
Ja. Es decir, que la respuesta al AG3 es una caracteristica pro-
pia de cada semilla y depende de las cualidades genéticas de la~-
misma. Pero en €odos los casos, afin en aquellas semillas sensi-=-
bles al AG3, se demuestra que la actividad amilolitica puede de-
sarrollarse afin en la completa ausencia del embribn.

Por otra parte, proponemos la hipbtesis de que el Mafz H-28
es sensible al AG3 por tener pocas giberelinas endbgenas, pues =

estd relacionado con el Mafz enano. Se sabe que &ste es defi--
ciente en giberelinas y que en algunos casos el AG3 puede estimu
lar su actividad amilolftica en mis de 300%.

Esta hipbtesis es un buen ejemplo en el que se correlacio=-

nan las caracterf{sticas genéticas con las propiedades bioquimi-

cas.
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Se pretende en el futuro, que el trabajo interdisciplinario de
agrénomos, bioquimicos, fitomejoradores, etc., cristelice en lograr
que las diferentes semillas que existen en el pais sean ampliamente
conocidas en todos sus aspectos para poder distribuirlas a las zonas
de cultivo con plena conciencia, es decir, poder recomendar la me jor
semilla conociendo cual va a ser su rendimiento y comportamiento ==
en las condiciones edafoldgicas y climatoldgicas de la regidén en =

que se va a sembrar,



67

VI - Bibliografia.

1= Alexandrescu V. and Florin M. Rev. roum. RBiochim; &2,2,89 (1973)
2.- Arias T., Williams P. and Bradbeer J. Planta (Berl.) igl,lBE (1976)
3.- Bachofen R. Plant Science Letters. 1,447 (1973)
L,~ Chao and Scandalids. Biochem. Genet. 3,537 (1959)
5.- Chen S, and Chang J. Plant Physiol. ig,#hl (1972)
6.=- Chen S. and Park W. Plant Physiol. 23,'174 (1973)
7e= Chen 5., Planta 22, 336 (1970)
8.~ Chrispeels M. and Varner J. Plant Physiol. 42, 398 (1967)
9.- Chrispeels M. and Varner J. Plant Physiol. EE, 1008 (1967)
'10,- Doig Re., Colborne A., Morris G. and Laidman De J. of exp. Bot.5§,399 (1975)
11,- Bure L. Plant Physiol 35, 925 (1960)
12,= Filner P. and Varner J. Proc. Nat. Acad. Soc. 2§, 1520 (1967)
13,- Finnegan, Plant Physiol. 40, 672. (1969)
14,- Fleming W. and Howden M. Rev, Pure and Appl. Chem. 22, 67 (1972)
15,— Fuchs Y. and Gertman E. Plant and Cell Physiol. 15, 629. (1974%)
16.- Goldstein L. and Jennings P. Plant Physiol. 55, 893 91975)
17.- Harvey B. and Oaks A. Planta (Berl) 121, 67 (1974)
18,- Hebard F., Kaufman P, Plant Physioi. 58, 670 (1976)
19.- Hess D. ""Plant Physiology". Springer=Yerlag, Berlin New York=-
Heildelberg. 1a. Ed. (1975)
20,- Ingie J., Hageman R. Plant Physiol.
21.- Jacobsen, Scandalios and Varner. Plant Physiol. &é, 159€ (1970}

22,- Kadam S., Mehta S. Phytochem. 12, 1221 (1973)



33.-
34,
35¢=
36~
37e~
38.-
3%e®
Lo,-

L
bh2,-

43,-

68

Johnson K. and Chrispeels M. Planta (Berl.) 111,353 (1973)
Kruger J. Cereal Chem. 49, 391 (1972)

Labansat E. Facultad de Quimica UNAM. Tesis Profesional (1975)//
Mayer A. and Shein Y. ann. Rev. Plant Physiol. 25, 167 (1974)
Meredith P. and Jenkings L. Cereal Chem. 50, 243 (1973)

Morita Y., ¥Yamashita H. J. Biochem. 79, 591 (1976)

Nadeau R. and Rappapport L. Plant Physiol. 54%, 809 (1974)
Nelsson J. Of Biol. Chem. 153, 375 (1944)

Nummi M., Emari Te M. J. Sci. Fd. Agric. 21, May. (1970)

Obata T. and Susuki H. Plant and Cell Physiol. 17, 63 (1976)
Safran M. and Galsky A. Plant and Cell Physiol. 15, 527 (1974)
Scandalios., Ann. Rev, Plant Physiol. 25, 225 (1974)

Tanaka and Akazawa. Plant Physiol. 46, 586 (1970)

Tuan#Hua H. and Varner J. Plant Physiol. 57, 175 (1976)

Varner J. Plant Physiol. 39, 413 (1965)

Verbeek R., Gaspar T. et Khan A. Soc. Bot. Mémoires, 141 (1972)
Vigil E, and Ruddat M. Plant Physiol. 51, 549 (1973)

Wareing P. and Phillips I. "The control of growth and differentia
tion in plants". Pergamon Press, Oxford, New York, 2a. Ed. (1973)
Wielgat B., Kleczkowski K. Acta Bioch. Fol. 21, No. 1 (1974)
Wolf M., Khoo U. Crop Science. 12, 440 (1972)

Wood A. and Paleg L. Plant Physiol. 50, 103 (1972)



Terminé de imprimirse en
agosto de 1977 en los Ta-
lleres Graficos de la Edito-
rial del Magisterio “Benito
Juéarez”’,



	Portada
	Índice
	I. Objetivo
	II. Antecedentes
	III. Materiales
	IV. Metódos y Resultados
	V. Conclusiones y Discusión General
	VI. Bibliografía

