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RES UMEN 

Lo ,.; ce real es s o n utlllz a d ,}s oa ra l-onsumo humllno de b Ido 11 su 
alt o porcentaj e de n u trimen tos , asl (' a mo par a la el abora c iÓn de 
bebIda s alcohólicas y c o mo forraj e para <.: ons umo an i mal, Entre la 
variedad de es tos !tranos e l trig o oc u pa un lu!t ar i mpo rta n te por 
el uso Qu e se le da par a la eJabo ra rlón de pan e s}' pas tas 
(Ay l.r o y d, 1970), 

La importancIa d e l os cere a les en l a nu t ri C I O" humana se 
refle ,la en las lnvestl llaCI OneS r e a l iz a d a s s o b r e 111. ,Ile r mi na e lón de 
l a s s e m i Il as ~' las en Z lm af< responsablt' s de r .. "u lar l a 
mov i l i zac Ión de la s r ese rvas d e I end o sp e rmo ha c la el e mb r i6n, 

Las se mil las de Jos c ereal e s presenl an una c a pa de c"lulas 
llama d as de al <. u r o na, Que rodean 11.1 enJospermo umllaceo. tenIe ndo 
éstas l a c apa CId ad de II.cidifl ca rl o, dich o C\'Cllto puerle pe rm itI r 
la mO VIlI zaciÓn de reservas h a C Ia el ,>mbrlón d u rante 111. 
ge rm Ina c i ó n (Hamabata, y co l. 1988) , 

L. cap a d, aleurona ademá s '" 
, , s itio d, s lntesis d, 

enz ima s hidrolltica s, 'u c uales d egradan ,o< r es er\' as d ,' 
e nd ospe rmo, produc i endo az uc ares y am i noa c Idos Q", ut i liza ,1 
e mb r ion para c r ece r , ., .1 f'nc ar gado d , i ndu c ir l. 
slntesls d, dicha s enzimas. 

GA::¡ e s 
Siendo l . m' , abundante l. a- ami lasa. 

El ABA po r el con trari o tIen e una 
indUCCI ón de esta en zi ma (Chrispee ls ~' 

lI. eCIO n 
Va rn e r, 

I n hl bid o ra 
1967>' 

sob re 111. 

La acidlri c a c ión que presenta la. c a p a de aleurona e s 
i n dependiente a l a presenc ia de l á CI d o ~ib e rf llCO ( Hamabata, 
y co l 1988) . En co ntrando e n este trabajo oue t amb ié n lo es a la 
p r eson ci ll. d el á CIdo abs c lsico. 

Cuando se agre ~ an exógen ll.mente l as d os fi toh o r mo na.s .Jun t as a 
c apa s d e al eu r ona a i s~t.das de tr igo, o r e"la me nt e IndU CId as 
du rant p 21 h con GA 3 10 M, e ncontramos una a cc Ión I nhib ld o ra d e 

.\ I"l~ al di s minUIr la s ln t"sis de a -aml l ll.sa, c c n r e soectQ a la a -
!> '!lll a s a " 1'l t p ti l'. lI.da 
un icamente de GAJ' 
e s d e ·400 , 

Dar c llpas de al t' ur o na IndU CId ", !! ,~n p~, s,''' C IIl 
siend o ma~'o r su efecto c UlI. n d o el pI! del medi o 

Al r e al i zar ge l es d e isoelectroenfoQu c 
d e ABA a l i nhibIr la slnteiis d e el grupo 
a mllasa de punto Isoelé c tr ic o ba JO ( P.l .) 
á c ido. 

se o bs t' r vó la a cc ión 
de Is ocn;¡: lmas de a ­

r n rl me dIO c on oH 



I IfflflODUCClON 



I NIROPUCC 1 ON 

Los cereales son plantas pertenecientes a la f ami l ia d e l a~ 
gr8.mlne8.s, de fruto seco o grano, que se emplea en 18. 
alimentaCiÓn del hombre y los animales, Los cere8.les ha n tenido 
gr8.n importancia desde épocas muy remotas y poseen un elevado 
conten ido en almidones y azúcares, protelnas, grasas y vitaminas. 
El cultivo de a lgunos es tan antiguo qua las varie dades 
silvestres, de las que proceden. son en la actualidad totalmente 
des conoc i das. 

la mayor parte de los cereales estAn difundidos en la 
actual idad por todo el mundo. Su uso es muy va r iado ya Que se 
uti l i zan como pienso, para hacer malta y cerveza, aguardiente. 
almidón, dextrina. etc. De sus semi Ilas se extraen a c eJ tes y l a 
paja se e mplea para fab r icar papel y objetos trenzados . Entre l os 
cereales se encuentran el malz. la cebada, la avena, el cent eno. 
el arroz y el trigo. 

El trigo es una graml nea de orlqe n des c ono c ido, es una 
p lan ta herbácea, anual, cuyos granos o semi I l as son r.: mp l eados 
para obtener harina de trigo refinada que es ut il izada para 
elabor8.r panes y pastas. la paja de la p l anta de trigo sirve para 
elaborsr d iversos objetos como sombreros Y como relleno de 
embslajes (Aykroyd, 1970). 

la importancia de los ce reales en la nutri ció n humans se 
refleja en las Investigaciones realizadas SObr e la germinación de 
las semi Ilas y las enzimas r esponsables de regular la 
movilización de Iss r eserva s del endospe r mo hacia el embrión. 

Las semillas de lo s cereales presentan una capa de cé l ulas 
llamadas de aleurona, que rodean al endospermo amiláceo, estas 
cél ulas tienen la capacidad de acidificarlo , este evento pued e 
perr,.¡tlr la movilización de reservas hacis el embriÓ n durante l a 
ge rminación y c re c im ie n to heterotrórlco del mismo. Sin emba rgo 
esta mov ili zació n de rese r vas reqUIere de una serie de eventos 
coordinados. como ' son la inducción de e nz imas hidrollticas en l a 
c a pa de aleu r ona por el Acido gibe r élico (GA 3 ), la activación d e 
cstas enzi mas encargadas de hidrolizar los materIales de reserva 
en el endospe rmo ami l Aceo. asl como el transporte ele l os 
p r od uctos de h idról 'isis al embrión. 

L. capa de aleurona tiene un pape I muy important~ e n cstos 
eventos. ya que " 

,. enca r gada de proveer d ic has e n1. imas 
hidrolltlcas co mo ,on entre otras l. a-ami lasa y alqunas 
nroteasss. Pero esta no es 

" 
{lnlca fun ció n de ,. c apa de 

aleurona, ya que este te .lldo a Cidifica .1 e nd ospermo arn ll a c eo y 



c uand u ~cur r e est~ hay una mayor solubilizaci6n de protelnas , 
almid6n y iones Ca + . produciendo sustratos solubles para la 
a c tivIdad enZim~tlCa. adem~s de Que activa varios sistemas 
de t ranspn r te e n el epItelio escutelar (Hamabal a y co l. 1988). 

La acci6n inhibidora de ABA en la inducción de enz imas por 
GA 3 es b ie n conoc ida. (Ha y Varner. 19 76 ) . Cuando se agrega 
ABA a capas de aleurona al mismo tiempo Que GA3 . impide la sln­
tesis y secreción de estas enzimas hidrollticas. 

El modo de a cción de dichas horm onas vegetales e n la 
estimulación e inhibición de la s lnte sis de las enzimas 
hidroll licas no es aun completamente entendido. ya Que se ha 
mostrad o Que ABA no actoa simplemente por competici6 n al i nh ib ir 
la acción de GAJ en la inducci6n de la actividad de a -ami lasa 
(Nolan y col, 1987). 

La a-ami lasa es la mAs abundante y mejor caracteri z ada de 
estas enzimas hidr o llti cas. 

La acidificación ca usada po r la c apa de aleurona y Que 
favorece todos los proc esos ya d esc ritos en e l e n dosperm o 
ami lAceo. se ha estudiado y se co noce que es independient e a J!! 
presencia del GA 3 , sin embargo ante la presencia de AeA 
se desconoce cual es la respuesta de la acldificaci6n; asl como 
el efecto que causarla la presencia d e ambas fitohormonas e n 
capas de aleurona de trigo previamente indu c id as p o r GA 3 en 
medios co n pH de 4 .0 y 6.0 ya que los antecedentes muestran que 
sólo han sido ut i l izados medios de inducc ión con un pH d e 
5.0 por lo Que se decidió emplear medios de inducción co n un pH 
más á c ido . con valor de 4.0. es decir un pH muy cercano al Que es 
capaz de llegar la cap!! de aleurona por s i sola. 

El modelo experimental que se utilizó en este ·traba ,i o fué la 
capa de a l eurona aislada de trigo. debido a Que este tej ido a 
pesar de ser separado del resto de la semi Ila conserva s u 
cepacidad de 8cldificar e l med io de inducción. asl como d e 
responder a la adi ció n exógena de GA3 y ABA in v itro tal como se 
conoce in vivo . por lo Que se considera un modelo ide.!ll parll 
estudiar un fenómeno de r e gulación h o rmo nal . En cebada 18 c apa 
de aleurona ha sido ampliamente investigada. pe ro en tri go estos 
estudios son r ec ientes y este trabajo forma part e de di c hll 
investigación. 
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¡\NTECED~ 

El trigo 

El trigo es la planta alimentici a de mas extenso c u lt ivo en 
el mundo. Millones de seres huma nos l o co nsum en en dIversas 
f ormas y con tr ibuye en mayor proporción que nin~un o tr o alimento 
a suministrar calo ría s y protelnas al hombre . Las c antidades 
de trigo que pasan al mercado murtdial son mayo r e s que las d e 
todos los demAs cereales juntos. Estos he c hos demuestran la gran 
importancia del trigo en la agricultura, el comercio y la 
nutrición. 

La planta de trigo es un miembro de la f am ilia de las 
gramlneas, la cual comp rend e unos 600 gé neros y ma s de 5000 
especies. Aunque las gramlneas tiene aspectos divers o s, presen­
tan gran nóme r o de similitudes en la est ructu r a de las rai c es, 
lo s tallos y las hojas, Los principales cerea l es c onsumidos por 
el hombre son: tr igo, arroz, malz, cebada, avena, cent e no, sorg o 
y mijo todos ellos son semillas de plantas que forman parte de 
la familia de las gramlneas, 

La palabra ~ trigo~ designa tanto la p lanta como sus semillas 
comestibles. Todos los trigos, sean silvestres o cultivados, se 
hallan incluidos an el género Triticum. del cual S6 co nocen 
comunmente 14 especies (Aykroyd,1910). 

1,1 Estructura del grano 

El grano de trigo es un fruto seco indeh iscente. llamado 
botAnicarnente cariopse. estando la s emil la adh e rida al fruto, 
este constituye una delgada capa exterior debajo de la cual estA 
la semilla, compuesta por el embrión que se transforma en la 
nueva planta y el endospermo que as un depósito de a li mentos para 
el embrió n. 

En el 
siguiente : 

grano. desde 
(Figura 1) 

la periteria al cent ro , encontramos lo 

Fruto o pericarpio: es una zona delgada for~ada a 8U vez 
por tres partes. el pericarpio, el mesoc arpio y el endocarp io . 

Cubierta de la semilla o testa: es el s itio en que esta el 
pigmento que da la COloración al grano. 

Capa de aleurona: es 
morfológicamente const ituye la 

, 

una sola 
parte mas 

capa de c61ulas que 
externa del endoepermo . 



Endospermo : representa al r ededor del 82X del peso del ~rano . 

EstA fo rm ado de cél ulas mu y apretadas y g rAnu los de almidón 
incrustbdos en una matriz que en gran parte es pr ot elna. S u 
estructura no es comple tamente homogénea . La~ c élu l as subvAcentes 
a la ca pa de a leuro na son pe4ueffas Y de forma c ub ica, las que se 
hallan mAs ade n tro son prismati c as y algo may o r es y, en el 
centro. las células son grandes y poligonales . 

Escu telo : forma alred edo r del 1. 7 5" de l pes o to tal del 
grano. El escutelo une el embrión al endospermo v lo rec ub r e a 
manera de funda. Cont i ene alimento para el embrión y llegada la 
germinac i Ón, se convie r te en un órga.no qu e abso r be y di g i ere el 
alimento r ecib i do de l endospermo y lo transfiere a la e spi,ll"a 
naciente. El emb rión y e l escute l o es tAn soldados por una capa de 
célu las, pero esta un ión se debilit a con la humedad 
(Aykroyd,1970). 

EmbriÓn: como en todos los vegetales, estA formado por 
l a plantula. Esta cons ta de l talluel o y la radlcula . (Figura 2) 
El talluelo posee la plumula y estA envuelta por una hoja 
protectora llamad a co l eoptilo. El coleoptilo envuelve l a plumula 
pero no t otalmente, pues en el extremo superior t ie ne un 
orifiCIO por donde emergen las tres primeras hojas duran te la 
germinación . La plumula esta cons t itUida po r dos o tres hojas 
r udimentarias que r odean el teJido meristemAti co de c r ecimi ento . 
La radlcula, es la futura ralz, es de ci r, la primer ralz seminal 
o embrio nar ia Que aparece. La r adlcula estA envuelta por la 
va i na ll amada coleor r iza y en su extremidad se e ncuen tra l a zo­
na de p r otecc i ón o pilorriza. 

Además en el e mbr ión se encuent ra el cotiledón ünico por ser 
planta monoco ti ledónea (Soldano, 1978) 
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-- Pelos epidérmicos 

- Cubierto del grano 

Copo de oleurono 

( o ) 

Escutelo 
Coltoptilo } 
Nodo ncutelor 
RodÍculo Embrión 

ColeOfrizo 

~c::.~-E""'- . . } ~<)~~--.... r-rmtsulerior 
..,,._ 4'><::>ó<><> .O .c:::Jo___ • .-Hipodermis 

Ce\ilos de lo pored . ~ '\""" """" '"""'" "Ce lulas tuberosos 
Tmo 11ucelo 

~C1t111de 
olellt'ono 

Endospermo 

( b) 

FIGURA 1. Estructura del grano de trigo. 

a) Corte longitudinal del grano completo. (Esau, 1977) 

b) Corte que muestra las partes del pericarpio y 
endospermo (Fahn, 1977). 



FIGURA 2. 

" '" " " '" 

... -....... .,.... .. ' ...... " 

Grano de trI go co rtad o longitudinalmente a nivel 
del surco. 

2 Sección lon~itudinal del embrión de Triticum 
(Num . 1 Es a u. 1953: numo 2 lIayward, 1938.) 

6 



1.2 CompORición qulmica de las distintas partes de l g rano 

El pe ri ca r pio y la testa 

Se componen en gran parte de celulosa, he mic elulosa y 
l i gnina. De (ue r a a adentro disminuyen las c antidades de ~ate r i a 
( ibrosa en estas capas y aumenta n l as de pr o telnas Y aa les 
minerales. Estas capas só l o contienen una peQu eMa proporción d e 
las distintas vitaminas ex i stentes en el gra no, per o SI un 
elevado contenido de á cido tltico. 

El embrión 

Este contiene aprox i madamente un 30X d e p r otelnas solubles, 
no tiene almidón, pe r o sl lleva i nc or po rad o s ca r bohl d ratos 
h id r osolubles, principalmen te sacarosa y ratino s a , los c ual es 
representan alrededor del 20X del embri ón. Es elevado el 
contenid o graso u oleoso d e l embr ión, Que s upo ne alrededor del 
30X d el peso. El aceite de l germe n de t rigo tie ne t ambi~n una 
gran propo r ción de Acidos grasos no sa turado s y es u na de lae 
tuentee naturales m~s rica s d e vitamina E o t oco (erol . Se ha 
estimado Que aproximadamente la mitad de l toco(erol que hay en el 
trigo e n te r o se enc u e ntra e n e l e mbrión . Tiamina y ot ra s 
vitaminas de l g rupo B se hallan presentes e n grand ee canti dades. 

El escu t elo 

La eomposición del eacutelo es semejante a la de l eNbri ón, a 
excepción de que el esc ut elo es rico en t iamina. Aunque 
rep r esenta menos del 2% del p eso del grano , con tiene al r ededor 
del 60X de la tiamina. El e scu te l o es también rico en fósforo, 
Que en un 69X es fítato (Aykroyd,1970). 

El endospermo 

El pri ncipa l const i tuyente de esta part e del grano ee el 
almidón, presente en forma d e g ranuloe, cada uno encerrad o en una 
fina envoltu r a de cel ul osa. El a lmidó n ee combina en diversas 
p o r ciones co n prote l nas, aceites y g ra sas . Los granulos de 
almidón se o r iginan en plastidios (unos o muc hos) (Butt r ose. 
t960). Los cereales t ienen f recue n temente g ranul os do al mld 6n 
peque Mos y grandes , localizados e n el centro de las cél ulas d el 
e ndospe rmo amil~ceo, r odeados de una su bstanci a p r ote i ca llamada 
gl u ten, de estructura amorfa. El gluten se compone de gl i ad ina y 
glute n ina que difieren por su 801ubilid/:l.d en alc ohol, I!ci d os y 
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ál c tllis d ilu idos; ambas cc nst ituyen aproximadamente fll 45 y 40% 
respec tivament. e df' la t. o talidad de las protelnas del trigo. 

f.n la mayor parte de las gramíneas, las célul as del 
e ndo spe rmo que c onti e ne n almidÓn no estan vivas (Esau . 1985). 

El c o ntenido de nutrientes del endospermo varia de la parte 
situada inmediatamente debaj o de la capa de aleurona al cen tro. 
El co nten i d o de protelnas. mi neral es y vitaminas disminuye hac i a 
el ce ntro y esta disminuciÓn es mAs pronunCiada en unas 
var i edades de trigo que e n 

l a d i stribuc IÓn de la 
no de trigo s e obser vtl e n 
al contenid o de prot e lna, 
g rano d e l rigo 

otras. 
prolelna. tiamina y niacina 
l a r igura 3. El porcentaJe 
tlamina y nlacina en cada 

1.3 Estruct u ra de la c apa do a l e u rana 

en el gra­
se r e f iere 
parte d e l 

la c apa dn aleurana de las g ramln e a s mono c otiledóneas 
(cebada. trqfo. arroz. ce n teno y a vena) es un tej Ido altamente 
espe C ializado. terminal. diferenciado, y secretor c u y a ~nica 

f un Ci Ón pare c e ser la slnte sls y libe raCiÓn de enzimas 
hidr o ll tlcas . Al compl e tar su funCiÓn. las cé l ulas de la capa de 
a le ur o na redu c en su conten id o y mu e r e n ( Ta lz. 1991) . Dicha capa 
rod ea al e ndospermo ami láceo y e s cito lÓgica y bioqulmica­
mente d i stinta a e ste . En la cebada está formada por tres o 
cua t r o c apas de c é l ulas de al e urona. mientra s que en el t r igo , 
mal 7 . so rg o y arroz tie ne una s ola c apa de cé l ulas. Las c élu las 
de !l le urona es t an f'n ce rradas en una pa r e d celul ar gruesa y contie 
nen un gran nlime ro de o rganelos qu e almacenan protelna llamados 
grano s de aleurana o c uerpos proteiCos. además de esre r osomas 
Que a l macenan llpi d as. Las estructuras de una cél ula de aleurona 
se o bs e rvan en l a figura 4 . 
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PROTEINA 

PE RI CAR PI O Y TES TA 4'4 

TIAMINA 

CAPA DE ALEUAO NA 82 '1. " 

NIACINA 

/ 

ESCUTELO 4"' 

' EMBRION 6'11, 

CAl'I\ DE ALE\JRONI\ 1b ... 

CAPA DE AL EUAONA S2'4 

/ 

EMBAION 1'1. 
PE RICARPIO Y TESTA 4"' 

,- ENDOSPERMO 12'1. 

ESCU T ELO 1'4 

FIGURA 3. Distribución del con tenido de proteína, tiamina y 

niac ina en cada parte del grano de trigo (Adaptada de 
Aykroyd,1970). 
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FIGURA 4 . Ml c rofotoltrar l a d e cé lulas d e aleuronll. Se nota la 
presencia de pa r ede s celulares gruesas (pe) y 
num e r o s o s cuerpos prote i cos llamados grano s de 
aleurona (GA), ad e ma s de es f e rosomas o c uerpos 
I ipldicos e n el interio r de l as cé lulas (El (Talz, 
1991 ). 
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1 . 4 ComposiciÓn Quimica d e la capa d e a leu rona 

Es ta parte de l g r ano es r ica e n nutr ientes. Contlene el 80X 
de toda l a niacina del grano y g r andes cant l dades d e ot ras 
v itaminas d el g rupo B. Su contenido prote Ic. o es el e vado de 18 a 
24X, tratandose d e protelnas de g ra n v a lor bLo l6g i co, Que se 
e nc uen tran como granos d e al eu rona. Que est an compuestos de 
p r ote lna co n u n c uerpo cristal oi de (c r i st a l d e pr o t e! na ) y 
un c ue rpo glohoid e (fosfato do ble de ca lC IO y ma~nesLo con 
un radical o r gánico) . Tamb ién a bundan los mineral e s e n esta 
capa. Que carece de almidón . (Ay kr o yd, 1970). Los e sf e r osomas 
Que presen t a son lugares de a l macenamiento d e ¡ l pidos como 
a ceite s y g ras as o ceras, suberina y o u ti na. estos s on ma te rial 
de reserva comú n e n semillas. embrion e s y células meristemáticas 
(Fah n , 1974 ). 

2 La germinaci6n 

De manera ge n e r al se considera Qu e una semi ll a ha ger mLnado 
cua ndo la radl c ula se ha abierto paso a trav é s de l a cu b ierta 
seminal; sin embargo d e be considerarse Que antes y después de 
este efecto mo rf ológico visibl e ocurren otros p r oce s o s poco 
visibles. Qu e pertenece n tambi én a la germinac i ón . 

En much o s casos la semill a es ca pa z de germinar 
inmedi a t ame nte después de liberarse d e la p lanta madr e. En ot ros 
sin emba rgo la semilla puede germi nar sólo después de un pe ri od o 
d e pausa o latenc ia . 

La latenc ia pued e d ebe r se a muy diferentes c ausas como son: 
la liberaciÓn de semi ll as con e mbrion e s Que no es t !n 
completamente desarro llados. Ó en algunss e species l a capac i dad 
de germinaciÓn compl eta s610 s e alcanza cuando l as s em i llas han 
pas ado por un proceso de seq u e dad o bien l a p resencia de 
inh ib i dores qu e i mpid e n la germinac i 6n. 

Cuando la semil l a ha s id o capaz d e v encer todos l o s 
mecanismos de obstac ul izaciÓn . e l embr l 6n es c apaz d e ge r minar . 
Sin embargo. sÓlo lo hace cuando se dan determinad a s co ndici o nes 
exter i o res como s o n: agua, Oxig e no, t empera t ura y luz. Pero una 
vez Que la ge r minación ha ocurrido. el c reci mient o de la p l ántula 
jove n continúa. sopo rtado por l a mov il izac i6n d e r e servas 
alimenticias; eventua l me nte la pl bmula e s tr ans p o r t ada haci a 
arriba y en su natural eza es l eva ntada hacia afuera de la tierra 
a la l u z donde s u vida autotrÓfica pu ede COmen za r <Hess. 1980 ) . 

11 



3 Los ritorreguladores 

Actualmente se conoce q ue en las plantas la regulación y 
coordinación del metabolismo. crecimiento Y mo r fogén f':s is depende 
de seftales que van de una parte de la planta a o tra . 

La comunicación Intercelular en las plantas es mediada por 
la acción de mensa j eros qulmtcos 1 Lamados hormonas vegetales. 
fitohormonas o fitor regu ladores. En las células. las titohormonas 
interac tuan co n p roteinas especIficas ll amadas receptores. 
El complejo ho rmona-re c ep tor es la forma activa de la hormona. 
Las fitohormonas se agrupan en c i nco clases: auxinas. g lberelinas. 
ci toc i nl nas, eti Leno y bcido absclsico. Todas estas fitohormonas 
son r e latIvamente moléculas 
(28 Da) a la g i bereli na (346 
I"\ulmicas de las principales 
111. rigu r a 5 . 

3.1 AUX¡1'<AS 

pequeftas. 
Da) <Talz, 

su tamafto va del etlleno 
199 1 ). Las e 8tructuras 

fitoho rmonas pueden observarse en 

Es 111. primer a fitohormona descubier ta y probab le mente la 
meJor conocida d e todas las hormonas vegetal es. 

Act ualme nte se c onocen diver sas substanCIas co n act ivi dad 
auxlnlca a i sladas de tejidos vegetales Y también otras 
SIntéticas. La mas comun de estas auxinas natu ra les es e l acido 
i ndolacético ({AA) (Raven. 1915). 

E l crec imiento parece ser un requis i to para l a slntesis de 
I AA y se p r oduce principalmente en los ápices en desar rollo. 
hoj as en e xpansión y tejidos con Igual actividad meristematlca; 
en l a ra!z la c antIdad de auxlna es minima y es prObable que no 
s e produzca en este órgano y se transporte del tallo. 

El transporte de las auxlnas es polar es decir va de los 
ápices de los tallos haCia la base de la planta y se producen 
cas i contin uamente por a l gunos tejidos de la planta sin l l egar a 
ac umularse en g rande s cant idades. lo que significa que debe dI! 
oc u rrir algun pr oceso de inactivaclón o de destrucción (Bldwell. 
1979 ) . 

f fp(' to s f isio l ó 'l 1<:os de la au,ina 

La a ux ina tiene una gran variedad de efecto" en el 
c reCimient o y morfogénesis de las plantas; promueve el 
a l argami e nto d e tallos y coleoptllos, pero puede Inhib i r el 
al a rl{ aml e nto de la ra ! z: prom ueve la división celular e n tallos 
pe ro la i nhibe en yemas laterales. Para el desarro l lo de los 
frut o s d e be estar presente la auxina. Estos efectos dependen de 
varIOS Cactor e s. como: el estado de desarrollo de l tejIdo u 
órgano. la c oncentraci ó n de auxina. el tipo d e aux ina (natural ó 
sint é tica). y la partiCipación de ot ras Citoho rmonas ITalz 
(99 1) . 
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F IGURA 5. Est ructuras qulmicas d e las pri ncipales fitohormonss 
<Talz. 1991). 
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3.2 GIBERELINAS 

La giberelina fué a islada e identi ri cada qulmicamente por 
bioqulm i cos japone ses en la década de los 30 ' a parti r de un 
h o n go parAs ita de las plAntulas d e arroz llamado Gibberella 
IUJikuroi, pero rué hasta 1956 que se l og ró por primera vez el 
aislamiento de giberel lna a partir de una p l anta superior, la 
semi Ila de l a judi a, Phaseolus vulgaris. Desde aque l ento nces se 
han ai s lado gibereli nas de muc ha s especies de plantas superiores 
y e s posible qu e es ten p resentes en todas (Raven, 1975). 

Hay mAs de 80 giberel l nas c onocid as. su dist r i bució n es 
bastante especi fi c a, aunque mu c hos te jid os co ntienen dos . tres o 
varias de las conocidas. Algunas g i be r e l i na s son bio ló g icamente 
a c t i va s, mientras que otras no, parecen sintetizarse en muchas 
par tes d e la planta , pero espec ia lmente en las Areas en c recI­
miento a c tivo como los emb ri o nes o los te ji dos mer i stemA ti c os o 
e n desar rol lo <Ta l z , 1991). 

Las gibe r e linas son comp uestos t e rJ,>eno i des, hecho s de 
un id ade s i s op r ano ides der i vados de 1 ác ido meva Ión i c o. La mayo r i a 
de e l las tie nen 20 c arbo nos, las est r ucturas de a l gunas gibereli­
nas important es se mue stran en la t ¡gura 6. 

Ef ec tOR fisiológi cos d e las giberelinas 

Deb ido a la amplia di st r ibuciÓn de I&s gibereli nas en las 
plantas y a las distintas r es puestas especif i c as d e cada tipo de 
pla n t& a la aplica ci ón ex ter na d e gibe r elinas. deben ser 
consideradas como fltohormon&s del crec imient o de tipo natural . 
Por su a ct iv idad bio l ó gica se les ha comparado con el á c id o 
indolacético (IAA). aunque en algunos C&SOS &ctÍlan de modo 
distinto, y en otros d e Un& m& ne r a parec i da. 

Las giberelinas a ctúan sobre el en&nismo genético, 
es p igamiento y floración, pl&nt&s fotoinhibida s, partenocarpia y 
mo vi liz&c l ón de l as s us tancias de reserva durante la germinaci6n 
( Devl i n . 1982). 

En la germinación de l a s semillas. deben se r mov ilizadas 
lAS sustancias de rese r va que es tan &Im&cenadas e n e l e nd os pe rmo, 
111.-; se !'ial e s para esta moviliza ció n parlen del e mbri6n y el á. ci d o 
gibe r élico ( GA 3 ) pued e se r una s e n al de este tipo (Yomo y Paleg 
1960). Varner ( 1964 ) demo !':tró Que el á c id o gibe r é li co p' lede 
a ctivar e l mat e rial genético. Dura n t e la movilizació n del mate r ial 
d e r eserva. el embri ón deja GA 3 a di s posi ci ón d e l a capa de 
al eu r ona. AII! se a ctivan ge nes para In síntes is de distInt a s 
e nzimas de acción h i dr o l1ti ca , las cua l es pasan &1 endospermo 
hidrol i za ndo el almidón. prot e ínas y á ci dos nucl ei cos a a.zucares 
simples y aminoácidos. estos son absorbidos po r e l es c u telo y 
t rans po rtados al embriÓ n pa.ra s u c re c im iento (Hess. 1980>. 
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3.3 CITOQUININAS 

Ex isten compuestos que inducen a las células a multiplicarse 
como la cinetina (6-!urturil-amino purina), l a cual procede de la 
desoxiadenosina. un producto de l a degrada c ión del DNA, sin 
embargo se ha encontrado clne tina en célu l as vegetales nstural es, 
en especia l en las células del tejido de las heridas. 

A todas las subs tancias análogas a la cinetina con actividad 
estimulante sobre l a división celula r se les dló el nombre de 
citOQuininas. 

Efectos fisiológicos de las citoQuinina~ 

La cinetina tiene sus erectos sobre diferentes sistemas de 
c r e c im ien to de las plantas. como la estimulación de la división y 
el alargamiento celu lar, la iniciación y el crecimIento radi cula r 
y de la parte aérea de l a planta y la termInación de l r·e poso 
(Devl in. \982 ). 

3.4 ETIL ENO 

En contras te con las hormo nas que promueven el 
el e ti leno es una titohormona que a ctÚa i nhibiendo 
d e c recimiento y metabolismo en las plantas. 

c r ecimiento. 
lo~ orocesos 

El et í lena se t o rma en la mayoria de Jos órganos de las 
plantas, l o s tej idos en senescencia o frutos maduros p r oduciendo 
más etileno que los tejidos Jóvenes. El precursor del etileno es 
e l aminoácido metioll i na. 

La bi osl ntesis del etileno es desen c adenada por varios 
procesos de desarrollo, p or auxinas y por estrés medio 
amb ie n t al. Los efectos fisiológicos del et i leno pueden ser 
bloqueados por i nhi bidores biosintéticos o por antagonistas. 

El etileno regula la maduración de los fr u tos y otros 
procesos asoci ados co n la senescencia de hojas y tlores, la 
absci si ón de hoj as y frutos y e l crec im iento de la plll.ntula 
(Talz, 1991). 

4 A~ido Absc l si c o (ABA) 

El ABA es un i nhibidor del crecimiento. que e n 1965 un !truco 
de cientlficos d e la Universidad de California aislaron de los 
frutos de la planta del al¡lodón GO$s.vphium hirsutum (Ohkuma y 
col. 1965). 

Qulmicamente ABA es un terpenoide con 15 átomos de carbon o 
l os cuales co nfÍllu ran un anillo a l ltát i co con un o1obl .. e n lace. 
dos grupos metil y una cadena ¡nsa tu rada co n un S!"rupo c ar bo xil o 
t ermi nal. La posición d e los protones en 108 rarbonos 2 v 4 y la 
o r ientación resultante d el ¡(rupo ra rbO Xl l,., rt.' 1 " ar bon c 2 
d ete r mina los isóme r os cis y trans de ABA. 
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Dentro de la planta, ABA ha sido de tectad o en c ada 6rgano 
principal o tejido vivo de la ralz a l a yema api c al, ABA es 
sintetizado e n casi todas las células que contienen cloropl as tos 
o amiloplastos ( Tal z, 1391). 

En la semi lla se localiza e n vari a s partes scgún la especie, 
c omo se puede ve r en la tab l a l . El origen de .~ BA d e semillas no 
es claro aún. Una parte o l a totalidad del ac id o e n ciertas 
semillas puede derivarse de la planta ma dre, pe r o al meno s en 
un caso (P. sativum) ha sido demostrado qu e e l embri6n Y el 
endo spermo pueden s intetizar esta subst a nc ia a partir del acid o 
me val6nico (Mi lborrow , 19741. 

TABLA l. Contenido de acido absclsico en alguna s semill as 
(Be wleg, 19 78 >' 

ESPEC I ES 

Pisum sativum ( semilla i nmadura) 
Lac tuca sativa 
Triticum aestivum (grano inmad u ro) 
Rosa arvens i s 
Rosa can ina 
Cocos nucJ fera 
Persea g ratissima 
Pyrus ma 1 us 
Co r.vlus ave l lana 

Fraxinus amerI cana 

Fraxinus ornus 

Taxus baccata 

(semilla madur a ) 
( semi lla madura) 
(s emilla madura) 
( s emi Il a mad u ra) 
peri c arpio 
testa 
embrión 
(s e milla madur a) 
pericarpio 
(sem ¡ 1 la madura) 
pericarpio 
(semilla mlldura) 

CONCENTRACION 
(mg/Kg peso (resco) 

\.0 
0. 70 
O. 12 
Q.16 
O. 53 

0.11 
0. 04 

0.37 
5 . 0 3 
0 .02 
O. ·15 
0.73 
O . I1 
0 . 22 
0 .7 1 



4.1 BioslnteRis de ABA 

Para co n ocer la v ia de slnte s is de ABA. d os rutas 
metabólicas han s id o investigadas <Zeevaa r l y Cre e lma n, 1988). 
(Figura 7) Una vIa i nvolucra al ácido mevalónico, el cual 
es un precursor de todos los terpenoides en p lantas. en es ta ru la 
que es l lamad a directa. la molécula de ·ABA de 15 c arbo nos est a -
(a rmada a partir del ácido mevalónico y un precu rs o r de 15 c ar bo­
nos llamado piro f osfat o farnesil. Y la vla alterna o indir ecta . 
en donde ABA es formado a part i r de un carotenoide (vio laxant i na J 
de 40 c a rbonos por degrada ción. 

La co ncent ración de ABA en los tejidos esta dete rminada por 
e l balance e nt r e la bioslntesis y el catabolismo. El ABA libre es 
inactivado por oxid a ción. dando c omo resultado la forma c ión de un 
inte rmediario inestable llamad o S'-hidroximetil ABA. el cu~l es 
co nvertido a á ci do Case ico (PA ) y ácido dihidrofaseico (OPA) . El 
ABA libre tamb i én es inactivado por conjugaci ó n . en la cual la 
h or mona f o rma un enl a ce coval e nt e con ot ra molé c ula . como un 
monosacári do. Un ejemplo comú n de un conjugado de AB A es ADA 6-D­
glucosil ester (ABAGE) (Tal z. 199 1), 

4 . 2 ABA duran te e l desar r ollo del grano 

Du ran te e l de sarrol l o del gr ano. el ABA a cumu lado e n el 
embrió n y en el endospe rmo juega un pa pe l principal en el con trol 
de la maduración del e mbr ió n y en la p re vención de la g e rminación 
prematu ra del gra no mo r fo lóg icame n te maduro pero fisiológicamente 
aun i nmaduro. En un gr ano seco. los niveles de ABA d ismi nuyen y 
se lleva a cabo la germi nación . 

E l efecto que tiene ABA en el g ra no inmadur o e s doble; 
primero s upr i me l a exp resión hormonal de l os genes espec i ficas 
para l a ge rmina c ión. es de c ir, aqu e llos que se expresan e n 
p r esencia de GA 3 ; esto pu ede a yudar a pre venir la .germinación 
pr ecoz; segundo, e l ABA induce la exp res ión de ge n es 
'emb r io'if énicos". algunos de l os c uales p ueden ser necesarios para 
l a madu r ación d e l embr ión. (Fi~u r a 8) 

Entre las protelnas iden tif icadas qu e se acumulan en el 
emb r i6 n en respuesta al ABA estan l a ag"lu ti n i na del germen de 
t ri go. l a l ect ina de arroz y la prot e l na de re se r va globulina 75. 
Ni nguna de estas prote lnas t iene una localización p recisa en el 
embrión , ni e l sitio de ac ción del ABA ha sido definido. 

El ef ecto d ob le de ABA puede observarse e n cap a s de 
aleurona a is l a da s de g ra nos madur os . donde n o solamente se 
sup r ime la e xpresión de ge nes q ue codifican las proteinas que 
i nd uce el GA 3 . inclUye ndo <1 -3 1-4) j3-glucanasa y a -ami lasa. 
sino también eleva los niveles de las protelnas especiClcas de 
ABA. como sucede con el inh lb ido r de a-ami lasa. esta protelna 
puede inh ib i r alguna a-ami lasa que se sintetiz e durante l a 
ge rm inación prematura, por lo Que la actividad de a-ami lasa pu ede 
se r suprimi da por ABA tanto a nivel transcripcional como e n el de 
la e n zima misma (Fincher . 1989). 
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4.3 Ef ectos fisio l ógicos de ABA 

La acciOn p r imaria de ABA pa r ece ser la de inh i bir la acciO n 
de la gibere l i na y estimular el letargo. S e ha adve r tido un 
efecto estimu lante como e l GA3 , el ABA cau s a un aumento en la 
producc i ón de invertasa en l a cal'l"a d e a z uca ro Es t e e fe c to parece 
operar a nivel de la t r aducc i ón del RNAt e n el pun t o d e slntes i s. 
Otros efectos est i mulantes de l GA 3 so n opuesto s po r el ABA. 

E l ABA i nhibe l a estimulación de le. slntes i s de retl c ulo 
eodoplásmico y de a-am i lasa en las semillas de c ebada Que es 
causada por el GA 3 . El efec to de l ABA par ec e se r baR t ante 
especifico pa r a Inhibi r a - ami lasa , tanto qu e la slntesl s de 
ot r as hid r o l asas continua:esto sugiere que inhibe e spec l f i c ame n te 
la traducc i ón del RNAm para esta enzi ma pero no para otras. 

Los efectos de ABA sobre e l letargo y la senesc ~ "c¡ a 80n 
parale l os a su influencia sobre la slntesis de protelnas y de RNA 
en ge ne r a l: por lo tanto, par e ce probable Que g r an parte de su 
acciO n i nducto r a de leta r go se deba a ellos . 

E l ABA tamb ién tiene efecto sobre las respuesta s d e 
flo r aciO n . causando f l oraciOn en plantas de dlas co rtos . El ABA 
es también el agente Que media el c i erre d e l o s estomas ba j o el 
efec to de seq'J l a <B i d well, 1979>' 

4. 4 . Pape l de ABA en l a i nhib ició n d e a - a. ilasa i nd uci da po r GA3 

Durante l a germinaCión de las semillas de los cerea l es, el 
GA 3 i nduce la s l ntesis d.e a-ami lasa en l a capa de ale u rona , la 
cual cataliza l a degrad aciOn de l as r ese r vas de almidOn almace ne.­
das e n e l e ndospermo de la se mil l a : ABA inhibe la s l ntesis de 
e s ta enzima hldrolltica dependiente de GA3 : esta inhibició n no 
es deb i da a una simple competenc i a entre estas do s ho rmonas , 
porque altas concentraciones de GA3 no pued en re ve r ti r t o talme n t e 
los efectos de ABA. E l efec t o de ABA t am p o co e'! s obre e l 
metabolismo celular ya que no tiene erecto so br e e l consumo de O2 (Ho y Varne r . 1976), 

ABA a una concentración de 5 uM. i nh ibe l a rorma ció n de a ­
amilasa cuando es agregado a l mismo tiempo Que GA 3 e n med ios con 
capas de aleurona de cebada; sin embargo son necesarias altas 
concen traciones d e ABA ( 10-25 uH) para redu c ir l a slntesis de a­
ami lasa cuando ABA es agregado 12 h. después de GA 3 , ( Figu r a 9) 
y a concentraciones mayores de 50 uH ABA ya. no t i ene un efecto 
significativo sobre l a actividad de a-a mi lasa (H a y Varne r , 
1976>' 

Varne r y Ha (1976), han sugerido Que ABA inh i be la slntesi s 
de a-ami lasa induc ida por GA3 afectando la t r aducción de su R~Am, 



sitio Que ha sido sug~ rido también por Dure (1976), en embriones 
de algod6n. Ho y Va r ner (1976), trabajando con capas de ",leurona 
de cebada han encont rado Que ABA Inhibe la slntesis d e a-amila sp 
si la hormona se ",nade 12 h despu és de in i ciado el tratamiento 
con GAJ' Pero la producc ión de esta enzi ma se previene si se 
6dicionan, al mismo tiempo que GA J , Inh i bido r es de slntesis de 
RNA tales como actinomicina-D Y 111. cordicepina {Yomo Y Varner. 
1971. Sin embargo la slntesis d e a-amilasa no es susceptible a 
estos inhibido r es, si se anaden 12 h después de la adición de GA3 
(Ro y Varne r , 1974) . Lo Que pe rmit e establ ece r que l a sl n tesis de 
",-ami lasa despu és de l a s 12 h de tra tamiento con GA 3 , está bajo 
c ontrol post - transcripcional, que el RNAm de la a-ami lasa debe 
sint e tizarse antes o dura n te l as prime r as 12 h de tratamiento con 
GA¡ y que ABA a ctua inh ibiendo la slntesis de a-ami lasa durante 
es a etapa. 

Cuando ABA se agrega 12 h después de GA3 y la cordiceplna es 
adicionada al mi smo tiempo o mas tarde, l a slntesis de a-ami lasa 
no para o b ie n co ntinua rapidamente, lo que hace parecer que l os 
e f ectos de ABA d e penden de una slntesis cont inu a de RNAm o 
protelna de vida corta, 108 cuales son bloqueados por cordicepina 
y cicl oh e ximida (Nolan y Ro, 1988>' 

La capacidad conti nua de ABA para disminu i r lo s nlve l ~s de 
RNAm de a-ami lasa sugiere que el GA 3 puede se r constan temente 
requerido para una expresión maxima de a-ami lasa y que ABA}' el 
acido taselco (PA), su primer metabolito est a ble ac tuan 
reduciendo los niveles del RNAm de la enz ima al interferir co n l a 
acci6n continua de GA 3 . 

Nolan y Ho (1988) sugieren que los inhibidores de slntesis 
de RNA y protelnas, previenen la degradación del RNAm de a-aml lasa 
en la capa d e aleurona. Favoreciendo el modelo en el que el GA 3 
supr ime la slntests de la prot elna o protelnas que af ec ta n la 
estabi 1 ¡dad de l RNAm de a-ami lasa y que ABA y PA impiden esta 
acción de GA3 . la expresi6n de la a-ami lasa puede en este caso 
ser regulada post-transc r ipcionalmente por GA3 , ABA Y PA. ya que 
se ha demostrado su regulación transcripcional (Jacobsen y Beac h . 
1985). La clcloheximida y la co r dicepina participan bloqueando la 
s ln tesis de las protelnas involucradas en la desestabilizacl6n 
del RNAm de a-ami lasa y asl aumentar la estab ilidad del RNAm de 
a-ami lasa. Deduciendo co n esto que el RNAm y la protelna que estan 
Involucradas en la desestabilización de este RNAm tenqan una 
vida med ia muy corta. 

Otro papel que pueden desempel'l"ar los inhibidores de 
traducción y transcripción es que cause n un aumento en la 
'es tabilidad de l RNAm de a-amilasa (Nolan y 110 . 1988). 
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4.5 Papel de ABA en la acidificaeión de la capa de aleurona de 
trigo. 

Los experimentos realizados han mostrado que la c apa de 
aleurona aislada de trigo tiene un papel d e gran importancia 
durante la germinación y creci miento de la semilla. ya Que aparte 
de proveer de enzimas hidrolltieas como a-amilaaa y proteasaa, 
tiene la capacidad de acidificar el endospermo ami lAceo, teniendo 
esta acidificación un papel regulatorio en la movil iz a ción de 
reservas, ya Que c uando el pH del endospe rmo se acidifica hay ~fa 
mayor solubilización de protelnas, almidón y io nes Ca , 
produciendo sustratos solubles para la actividad enzimatica, 
adema s de Que activa varios sistemas de transporte en el epitelio 
escutelar (Hamabata y col 1988). 

AdemAs se ha encontrado Que la capa de aleurona es capaz de 
acidificar al medio de manera independiente a la presencia de 
el GA 3 (Ramabata y col 1988). 
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5 Movi li zac ión de las r eservas 

Durante la germinación, las r eserv as alimen t i ci a s 
almacenadas en e l endospermo ami l áceo, principalmente almidón son 
degradadas por enzimas h id r oll t icas y 10 5 azucares solub les, 
aminoAcidos y otros productos son transportados para el creci­
miento del embrió n. La s dos enzi mas responsables de la 
d eg radación del almidón son la a y 0- ami lasas. la a - ami lasa 
hidroliza l a s cadenas inte r io res del a lmid ón p r od u ciendo 
oligosacáridos o dextrinas limite, compuestas de residuos a(I.4 ) 
glucos ldi cos. La B-amilasa de¡;¡:rada l os extremos del alm idó n para 
produc ir maltosa, un disacárido. 

La ami lasa es secretada al endospermo ami laceo d e las 
semillas de los ce r eales por dos tej idos : el escutelo y la capa 
de aleurona (Figura 10 ). Sin embargo la pri mera fun C i ó n de l 
e scu tel o es la de absorbe r los azu c ares producidos durante l a 
degr a dació n del almidón, también puede liberar a-ami l asa y asl 
participa r e n la degradación d el almidón; a difere nci a de éste , la 
capa de aleurona es un tejido altamente es pecial i z ado y secretor. 

La secrec i ón de las enzimas que degradan al almidón en l as 
capas de aleurona de cebada dependen de la p r ese n ci a del 
emb r ión Cuando el emb ri ón es el iminad o de la semill a s . la 
degradació n del almidón no oc urr e, ni s i q u iera después de una 
prolongada hidratación de las media s semillas; ya que es el 
embrión el que produce una sustanc ia difusible que dispa r a la 
producc i ón de a-ami l a sa por l a capa d e aleurona, esta sustanci a 
es el a cido g i berélico (GA3 ). Quedando claro qu e el embrión sin­
tetiza y li bera giberel i nas a l endospermo ami l aceo durante l a 
ge r minación. Asl e l embrió n de los cereales regula eficient emente 
la movilización de sus propi a s r ese r vas alimenticias a través 
de la secreción de gibe r elinas, las cuales es t imulan la fu nCió n 
dig:lstiva de la capa de al e urona (Talz, 1991>. 
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-coleoptilo 

tesla y pericorpio 

copo de oleurono 

embrión endospermo dlmidCH!oso 

FIGURA 10. Estructura de la semilla de cebada y las fun c i on ~ s 
de sus tejidos durante la germinación. 

(1) El GA 3 es s1ntet1zado por el coleoptilo y el e s cu t e lo 
del embrión y liberado al endospermo amiláceo . 

(2) El GA 3 difunde hacia la capa de aleurona. 
(3) La capa de aleurona es inducida a sintetizar y 

secretar a-amilasa y otras hidrolasas al endospermo. 
(4)y(G) El almidón y otras macromoléculas son hidrolizadas. 
(6) Los solutos del endospermo son absorbidos por el ~ sc u ­

telo y transportados para el crecimiento del embri ó n . 
CTaiz. 1991). 
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6 a- ami lasa 

La enZima mas estudiada en los ,!franoa de l os cereales y que 
es producida por la capa de aleu r ona es la a-ami lasa . l i e ne un 
papel definido en el endospermo ami laceo d urante la germinación; 
l a cual es producida en grandes cant i dades por la aleu r ona. es 
facilmente pur ificada y detectada en ge l es de isoelectroenroq ue; 
es muy estable y consiste de una cad e na simpl e de po i ipéptidos . 

La actividad de la a - am i l asa aumenta durante la germInación 
de los CE'reales. en a l gunas especi e s (cebade y trigo ) l a e n Zima 
proviene pr incipa lmente de las células de eleurona , mientras que 
e n o t ras (arroz. sorgo, ma l z) del escutelo ( Russe l l y Jacobsen. 
1991 ). 

Es conocido que el GA 3, causa un aumento en la a c ti v idad 
de la a-ami l asa y ot r as enz . mas en las célu l as de aleurona de 
trigo (Ba u lcombe y Buffard, 1983) y de cebada (Paleg y Yomo, 
1960) y J uega un papel i mpo r tante en e l contro l de la a-ami l asa 
in vivo; este GA 3 proviene de l embrión y c o ntr o le la producc ión 
de la a-ami las a de l a a l eurona y el es c utel o durent e la 
germinación (Chandle r y Mosleth, 1990 ) . 

La mane r a en que actúa e l GA 3 para ind uc i r l a sintesis de l a 
e n zima e s a nive l genético . ya que se ha enco n trad o que esta 
hormona aumenta e l nive l de l RNAm trad ucib l e Da ra a- am i l asa en la 
capa de a leu rona (Higgins . et al. 1976) 6 mas especlficamente Que 
los niveles d e RNAm de a - ami lasa s on fuertemente aume n t a dos po r 
e l GA 3 (Chandle r y co l. 1984 e n Talz, 1991). 

Usando capas d e ale ur ona de cebada se ha e ncont rad o ~ue la 
prOducción de a - ami l asa depende de la presencia de GA3 y Ca + ; y 
que la mayor í a d e l a enzi ma es liberada por l a s células dE' 
aleurona . que a -ami l asa se sinteti.za po r slntesis de novo; l a 
abundanci a de RNAtn para a-ami lasa aume n ta con la slntesis de a ­
ami l asa y que el aumento de RNAm es debido en parte al LnC r emento 
de l a ve l ocidad de tra nscr i pc i ón de los genes de I'I-emil l'l !la 
(Russell y Jacobsen. 1991). 

6. 1 I aoen z imss d e a - am l l ssa 

La a- a mi lasa de los granos d e los cereales consiste en 
realidad en un número de isoenzimas que pueden ser se paradas po r 
varias téc n icas: lsoelectroenfoQue (IEF); e l ect r ofores is de ge l es 
de pO l iacri l amida y po r cromatogr a f J a de i n t e rcambio i ó ni co 
(MacGregor, 1982; MacG r ego r y MacGregor, 1987 ; Hil l Y Ma cGregor. 
1988 >. 
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El número de isoenzimas de a-ami lasa que se encuentran en el 
endospermo de la cebada (sintetizadas y secretadas por la capa de 
al e urona) dependen d e varios factores como son la técnica de 
separac ión, la variedad de la cebada, si se utilizan semi l las 
ente ras al e uronas aisladas o endospermos tratados con GA 3 . 
Depe ndi e ndo de c omo se han producido y separado las isoenzimas, 
serA e l nllmero de ellas que se encuentren (Russel l y Jacobsen, 
1991 ) . 

J a co bsen y Higgins (1962) util izaron capas de aleurona de 
cebada ( Hordeum vu/!{are ) L. cv Himala >'a tratadas c on GA 3 y 
fra cc i o naron la a-ami lasa si ntet i zad a, e nco ntrando 2 It'ruoo s de 
i soe nz imas: la s di f erencias entr e ambos gr up os se dieron 
particularmente e n las ca racterlsticas serológicas y mapeo de 
péptidos indicando que estos dos grupos contenlan polipé ptidos 
con d i f e ren e i as cons ide ra b I es en la secuenc i a de ami noAe idos, 
siendo probable que fueran producto de g e nes di feren tes o grupos 
d e ge nes . 

Los grupos de isoenzimas se designaron como A (con dos a­
ami lasas) y B (con dos a-ami lasas), cada grupo se h a diferenciado 
t ambipn por su punt o isoeléc tri co (P. l. " el grupo A presen ta un 
P.I. que va de un pH de 4.5 a 5.2 y el g rupo B de un pH de 5.9 a 
6.6 ademAs el gen o genes del grupo A se lo c aliZa en el 
c romosoma I y en el grupo B el gen o ge nes estA en e l cromo s oma 6. 

En e l ca so del trigo Lazarus y col. (1965) reportan dos 
grupos de isoenzimas llamad o s a-Amy 1 y a-Amy 2. 

El grupo I de isoenzirnas esta codificad o e n el cromosoma 6 y 
ti e ne un P. I. alto de aproximadamente 6.3 a 7 .5, estas isoenz ima s 
no estan pres e ntes durante el desarro ll o del endospermo de la 
se mi 11a d e trigo, pero SI aparece n temp ran amente dura nte la 
ge rminació n y se a c umul an has ta lle!far 1I. 1I.ltos niveles, 

El ¡;¡rupo 2 de i soenzi mll.S pres e ntan un p, r. bll..io de 4.9 a 6.0 
y se localizan e n e l c r omos oma 7 d e l .qe noma de tr igo . son acti\'lI.s 
du rante el desarr o llo del endospe rmo y la germinaCión de l !frano, 
estas apar ece n más tard e y se acumulan a n i veles mAs bajos que 
l as isoenz lmas del grupo l . 
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111 HIPOTESIS y OBJETIVOS 



HIPOTESIS 1 OBJETIVO~ 

El GA induce la slntesis de a-ami lasa en capas de aleurona 
de trigo tHo y Varner, 1976), siendo necesaria su presencia 
d urant e toda la inducción (Nolan y Ha, 1988) , para pod e r obtener 
la máx ima respuesta de la enzima. dicha inducción se llev a a c a bo 
cua ndo e l pH del medi o es ácido ( Chr ispeels y Varner, 1967). 

AB.' inhibe la re spuesta de la enzima ya que actüa s o br e la 
slntesis de su RNAm (Nolan y Ha, 1988) , el porcentaje de 
inh ibició n varia co n respecto al tiempo de adición de la 
titohormona (Ga r c la, 1982), 

Hipótesis: 

Si ambas tit ohormo nas son agregadas al mismo tiempo a capaa 
de aleurona de trigo previamente inducidas, después de un pe riod o 
de 21 h., en medios con un pR de 4.0 cuando ya se ll evó a cabo la 
slntesis del RNAm de la a-ami lasa, entonces la inhibici6n q ue 
presente la e nzi ma no se deberá solamente a la presenci a de A.BA, 
sino también al valor de pR del medio 4.0 Ó 6.0 

Los objetivos q ue se plantaan son los siguientes: 

Objetivo General: 

Conocer el efecto Que causa el pH del medio 4.0 y 6.0 en 
en la inducción de a-ami lasa por GA3 ' cuando se agregan dos 
ritoho rmonas antagóni cas (GAJ y ABA) a capas de aleurona de trigo 
previamente inducidas . 

Qbetivo8 particulares: 

Co nocer s i la 
al e urona d e trigo, 
ab sc ls i c o (ABA). 

acidificación del medio causada por la capa de 
es indepe ndiente de la presencia de l ~cido 

Co nocer e l e f ecto de ABA sobre la inducción de a-ami lasa po r 
GAJ previamente sintetizada en c apas de aleuro na de trigo a pH 
4 .0 Y 6.0 

Observar por medio de isoelect r oenroQue Que isoenzimas de 
a-am i lasa de Trit i cum aest illum varo Tonichi so n afectadas por el 
pH del med i o 4.0 y 6.0 Y l a presencia de las dos fitohormonas 
j untas (GAJ y ABA). 
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IV MATERIAL Y METODOS 



Re a c tivos y mate r ia l . 

Los rea c tivos que s e uti liz a r on e n 
experime n tos fuer o n d eJ g rado anallti co como: 

cada 
acido 

( Hel) , e loruro de cal c i o (eaCI 2 ) ~' od o ( 12 ), yodu r o 
( KI ), clo r uro de sod io (1"aCI) . 

uno de los 
clorh\drico 
de potas i o 

El Ac i do giberél ico yAcido a bsclsico que se empl e a r o n, asl 
como e l sulrato de estre p tomicina y c loranfenicol fu ero n de ma r c a 
Sigma, el a l midón solubl e de la c a sa Mer c k, e l hioo c l orito de 
s o di o d e mar c a elo ral ex . 

E l a~ua bldeslilada. ma te r ial de vidrio y riltros millipo re 
<tiPO HA 0. 4 5 um ) se uti l i zaron e s tér iles , por 210 Que se empleó 
para su est e r i lizaci Ón un au tocl ave a 1 .5 Kl{/cm a 12 0 ' e durante 
20 mino 

t.l Mate r ial Bioló~ i co. 

Se emplearon semillas de t rig o (Triticum a estivum val' 
Tonlc h i) cosecha 1985-1986 d o nada por PRON ASE , 

Se seleccionar o n para c ada expe r imento semillas enteras, si n 
man c has n i h ongos, del mismo tamano y c olor . 

1. 2 Imbibic i 6 n d e med ias semillas. 

A l as semillas escogida s s e l es eli min ó 
('mbr ló n. as} c omo l a pa rt e opuesta co n ayuda 
pin7.as. 

l. 
de 

porc iÓn del 
un bisturl y 

Estas medi as semillas se pasaro n a un matraz Ki ta za t o de 125 
mi y se les agregó u na SOluciÓn de h i poclo rito de s odio a u na 
co n centra ci ón final de 0.5% para esterilizarlas. colocando el 
ma traz al v a clo po r 15mln. Posteri o rme nt e dentro de una 
cam~an~ de flu jo laminar, se deea nt 6 la solución d el matraz y 
las medias semill as se lavaro n 6 veces co n 6 1(u a bi desti lll.da 
estér il para el iminar los resid u os d e clo r o y se o1i st r i b uye r o n 
<:'n ('1'1 las P e tr ~ pst"ri les Qu e co ntentan un disco de papel ti It r o 
Wh alma n ~o . 4 0 y 10 mi d p a~u a bidestilada estéril . 

L1S c a j a s se sellaron co n oaratil m. se e nvolvier o n e n pa pel 
Alumini O ~. co lo c aron en reooso a 2 5+ I'e durante 24 h. oara la 
Imololclón de las medias semi llas desembrionadas. 
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1.3 Aislamienlo d e capas de aleurona 

Pasando el pe r iodO de imb i b ición se obtuvieron la8 c apas de 
aleurona de las med ias semill a s, e n cond ic iones de e s teril i dad. 
Esto se l levo a cabo co n ayuda de una espátula , co n la c ual 
se presionó la media semilla lo~ra nd o Que el endospermo 
a mi l ac eo salie ra por un ext r emo. a br i e nd o la med ia sem i lla para 
Quilar l os r eSt08 de endospermo. 

Ya aisladas las ca pas de aleuro na se lav ar on 4 veces con 
a p r oxima damen te 15 mi. de agua estér i l para eli mi nar lo s r esiduos 
de alm i dón . En la fi.lfur a 11 se muestra e l di agrama d e este 
proceso . 

l." Métodos 

1.5 Acidifi c ación del medio por capas de ale u r ona aisl adas de 
t ri g o. 

La s c apas de aleurona p r eviament e aisladas y lavada s se 
sepa rar on e n mat r a ce s Erlenmeyer de 50 mI. co l ocandose 10 capas 
por lote. La a c idificació n del medi o se r ealizó en presencha ó 
ausencia de acido abscls i co (ABA) a una co ncent r a c ión de 10- H y 
de ac i do succ\nlco a una co ncentración de 5mM o ue actuaba c omo 
buff e r, el medio de incuba ció n conlenla además c loramfenicol y 
estreptomic ina 50 u,, / ml de c/u para prevenir la contam i nació n 
mi cro b iana, el pH Que tenia el med i o al In i cia r el t rl:.tam iento 
e ra de 6. O. 

La a cidifi cac i ón se llevó a cabo d e la si¡(uiente ma ne ra : A 
c ada uno de los l otes co n 10 capas de aleurona se le s agre"ó .J 
mi. del medio de inc ubació n para un nu evo lavado, es t e se repitió 
una vez mas para f i na l mente incubar el te jido co n 2 mi. de med io 
a 2S± O.S ·C en agitación c onstante por 24 h. de a c uerd o a 
a la labia 2 . 

---------------------------------------------_. ------- -- ---------
TABL .... 2 . Acidifica ci ó n do 1 medio d . i ncub'H' i 6n 

-----------------------------------------------------------------
Lote 10 c apas d, aleurona , oc. succlnico , antib i óticos '. AS' 

Lote 2 10 capas d. al e urona , oc. s uc cl n ico , ant ibi óticos 

Lote 3 10 c a pa s " a Ie ur ona , a gua , a ntibióticos , , .. BA 

Lot e 4 10 c a pa. s d , aleurona , a gua , a.ntibiÓtLcoS 

Cada lole se t ra.ba jÓ co n s u respect ivo duplic a do . 
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1. 6 Medición d el p H d.) 1 medio de i nc u baci ó n 

Le medición del oH de l o s m .. dlos se llevó a CAbo con un 
POt. I'HI C l(" metro ma r ca Co rn inl! SClent.lri c Insl ruments '1o d e l 12. 
Intro dUC iendo el elec trodo e n el matraz que co n t.enla e l medio 
p r oc ur and o sepa rar los medi os de l as aleu r o nas, dicha medic i ón 
se r ea l izó c ada 2 h . a c a da uno d e los medios. el re~islro de 
la acidi fi c ación se hizo de forma co n ti nua hasta las 8 h., Y 
rina l mente d os me d iciones má s a las 22 y 2 4 h. 

DesPués de las medi ciones los ma traces se r e~resa r on al bafto 
de al:!ltaoión para continuar la Incuba C ión. 
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.. 
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PE CAPAS PI ALDlllOtlA 

,.. 

CAPAS PI: A LDlllOllA 

LISIAS PARA 

lltCUllACIOll 

TRAtAMIDl'IO CON UllA SOL. PI HIPOCUIRIIO 
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TDIL • 
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' FIGURA 11. Diagraaa da la secuencia de proeesoc para la obtenclon 

de capas da a leul'Dna • 
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1.7 Obtención de a-ami lasa 

Una vez terminado el re~letro de acidificación, el medio de 
incubación contenido en 108 matraces se separó del tejido . se 
tomó exactamente 1.5 mI. se ajustó el pH a 6 .0 y se aforó a 2 ~J 
con una solución de acetato de calcio 6.5 mM. 

Por su parte las capas de aleurona se secaron con papel 
filtro y colocaron en un mortero de porcelana al cual se le 
agregó nitrÓl(eno liquido y se procedi6 a molerlas hasta obtener 
una harina muy fina. Dicha harina se pasÓ a un homogenizador 
Potter de vidrio de 10 mI y se agregaron 2 mi de a cetato de 
calcio 6.5 mM el homogenizador se coloc6 e n hielo y para llevar a 
cabo la homogenizaci6n se utiliz6 un taladro en dos periodos de 
20 segundos cada uno, alternando con un descanso de 10 se~ . 
Cuando se obtuvo el homogenado se pasó a un vaso de prec ipitados 
de 10 mi . enjuagando el homogenizador con 0.5 mi de acetato de 
calcio 6.5 mM, adicionando este lavado al vaso, se ajust6 el pH a 
6.0 y se aCoró a 3 mI co n la soluci6n de acetato . 

Tanto lo s medios como los extractos de aleuronas se 
coloca r on a 70 'C por 20 mino para inactivar las J3-ami lasas 
presentes, posteriormente se pasaron a tubos de pOlipropileno y 
se ce n t rifugaron a 15000 r .p. m. durante 20 min o a 4'C en un rotor 
SS-34 de la centrifuga Sorvall Re-5B. Terminado e l tiempo de 
cent rifulfaci6n se separaron los sobrenadantes y en ellos se midi6 
la actividad de a-ami lasa. El diagrama de estos procesos se 
obse r va en la rigura 12. 

1.8 Determinación de la actividad de a-ami lasa. 

La actividad de la enzima se determinó utilizando un e nsayo 
basado en el método d e Bri¡¡~s (1967), el cua l consiste en seguir 
la delfradaci6n del almidÓn por la disminución de color del 
complejo almid6n-yodo. 

Psra este ensayo se utilizaron las siguientes soluciones: 
-Sustrato (almidón): Se pes6 0.0625 .I{. de almidón soluble y 

disolVIÓ en aproximadsmente i O mi de agua bidestllada. se dejó 
hervir por 1.5 mln. se enfri6 a temperatura ambiente. se agre­
g6 0.5 mi. de una soluci6n de cloruro de sod i o 250 m~ y 0.2 mi 
de acetato de calcio 325 mM , se atoró la soluci6n a 25 mi. con 
agua. bidestilada. Siempre se utilizó recién preparada. 

- Yodo: La solución estándar se preparÓ disolviendo 40 g de 
yoduro de potasio en aprox. 50 mi de agua bidest i l ada. 
posteriormente se agregaron 2.54 g. de yodo, hecha la soluci6n se 
aCorÓ a 100 mi y gua rdÓ en frasco ambar. 

-Soluci6n de trabajo de Yodo: Se tom6 una parte de la. 
solució n estándar de yodo y se diluy6 200 veces con aqua 
bidestllada. 



alPAS DE ALIUROHA 

AISLADAS 

SI lllCllllAH POR 24 h. DI llDIOS cotl1 
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COL Y ESIRIPTOlllCIHA 51 ~glld, 
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LOTES DI 
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1 
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' FIGURA 12. Dlagra11a de procesos pan la acldlflcacion del llldio y obtencion 

de sobrenadantes para Ja deterainaclon de alfa-u! lasa y reallzacion 

de geles de isoelectroenfoque. 
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1.9 Ensayo d e a-amila aa . 

Se mezclaron 300 ul. del sustrato (almidón) . con 100 u l de 
la muest r a (medio o extracto del te.i i do), se tomó Inmediatame n te 
una a l l c uota de 100 ul. de la mezcla que se consideró como tiempo 
cero <to ) y se a gi tó perfectamente con 5 mI de l a solució n de 
traba jo de iodo, a los 10 mino se tomó otra a l lcuota de 100 u l . 
de la mezcla que se agr egó y agitó a otroa 5 mi de so l ución de 
trabajo de yodo, cons id erandose como tiempo diez <tIO)' Se 
real izó 111. lectura en un espectrofotómetro Carl Zeiss mod o M4 
QIII a 565 nm., utili7.andose como blanco a.ltua bidestilada. 

Se ca lculó e l c ambio de absorbanci a por mino (A /ml n . >SI este 
estaba 'entre O.OS-O.Ol unidades se continuaba con l a cinética por 
10 mino pe r o si no era así. la muestra ori.l{inal se di lu l a cuantas 
veces fuera necesario con una solución de acetato de calcio 6.5 
m~1. 

Obten i da la dilu c ión adecuada para r egist r a r la diferencia 
ya indicada se procedió a realizar la ci nética para la c ual se 
mez c laron 600 ul de sustrato con 200 ul de la muest r a diluida, 
la me zcla se agitó y se tomaron allcuotas de 100 ul cada 2 mi no 
que se agregaron y a gitaron en sus respect ivos tu bos con solución 
de trabajo de yodo y se proc edió a la lectura e n l as condiciones 
ya men cionadas. 

Con loa datos de abso r be.ncie. y t iempo se co nst r uyó u n a 
gráfice. a partir de la cua l se ca l c u ló la pendiente ( m) de la 
r ecta y con esta las u n idades de a-ami lasa/mi y unidades de a­
ami lasa/lO aleuronas. 

1. 10 Determ i nació n d e a - ami l as a e n c apa s d e al e urona d e 
t r igo e n prese nci a o au s enci a d e GA 3 

Para confirmar que las capas de a l eu r ona de las semi l\as 
empl e adas respondlan 11. la p r ese ncia de GA3 se embebie r on medias 
semillas y se obtuvie ro n las capas de aleurona las cuales se 
in~~baron utilizando 10 por lote en presenc ia y ausenC i a de GA3 10 M e n mat r aces Erlenmeyer de 50 mi . con 2 mI. de medIO de 
inducció n a pH 6.0 que contenla: Acido succ lni co 5 mM, clo r uro de 
c alcio 20 mM, estreptOmicina y cloram f e n icol 50 uf/mi de c'/u en 
agitación constante a 25± O. S ' C por 28 h. 

Pasado el periodo de i ncubación se obtuvie r on los medios y 
las aleuronas, a ambos se les determinó po r sepa r ado la a-ami lasa 
sintetizada de la mane r a ya desc r ita. 
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1.11 Determinación de 
trigo inducidas 

a-a..,! lasa 
por GA 3 en 
apH4.0y 

en capaa de aleurona 
preaencia o ausencia de 
6.0 

d. 
AB. 

Para c ada uno de l os 4 tratamiento$ se utilizaron 10 c apa s 
de aleurona por tratamiento que se obtuvieron siguiendo la 
metodologla ya descrita. El diseno experimental se obse r va e n 
la figura 13. Las 10 capas de aleurona aisladas se colocaron 
en matraces Erl enmeyer de 50 mI con tap~n de rosca. con 2 mi 
de medio de inducción a pH 4 .0 co n GA3 10- M duranle 21 h. en 
agitación constante a 2S± O.S·C. pasado este period o l os medios 
se extrajeron y gua rdaro n en tubos' eppend o r. las ca pa s de aleur o ­
na se lavaron 2 veces con 2 mi de una solución de lavado que 
con tenla ac. succlni co 5 mM. cloruro de c'alcio 20 mM. estrep t ollli ­
c ina y cloramfenicol 50 ug/ml de c/u y se dejaron incubando co n 
2 m\. de medio por iS mln. en las cond i ciones iniciales. es te 
lavado se rea li zó 3 veces mas cad a 15 mino despu6s de c ada inc u­
bación los medios se r ecolectaban para cada uno de los t rata ­
mientos . 

Después del Illtimo periodo d e 15 mino las capas de aleurona 
se lavaron 2 veces con 4 mi de l medi o co rre spondient e al 
tratamiento indicado de titohormona y pH y se incubaron con 2 mI 
d e su medio respectivo durante 6 h. El tiempo total de incubación 
en este e xperimento fué de 28 h. al termino del cual se midió el 
pO a los medios y posteriormente tanlo medios como tejido fueron 
sometidos a la l6cnica d e obtención d e sobrenadantea para la 
determinación de a-amila~a. utilizAndose tambi6n para la 
realización de geles de isoelect ro e nf oque. 
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FIGURA 13. D 1 S E f.l O E X P E R 1 M E N T A L. Lotes con 10 capas de 
aleurona se incubaron en un medio de inducción, posteriormente se lavaron, para finalmente 
incubarlas en su medio correspondiente de tratamiento de fitohormona y de pH. 



1. 12 Procedimiento gene r al pa r a l a e l abo r ación de geles de 
isoe l ec t r oe nf oQue 

Se l i mpiaron las placas de vidrio y La p l aca de soporte 
perfectamente con alcohol. Se pre nd ió eL enfri a dor de agua r se 
graduó a 4 ·C. 

Una jeringa de 10 mi ge ensambló co n un filtro mil li pore Que 
contenta una membrana de 45 um, en un matraz kitazato de 50 mi . y 
directamente sobre la jeringa se agregaron l os siguientes 
reactivos: 

anfolinas: rango de pH 

3 .0 
4 6 
6 , 

glicerol al 50' 
agua tridestilada 

mi 

o. I 
0.2 
0.2 
3. ° 
4. 5 

El contenido de la jeringa se filtró y se ag r egó adema s 4.0 
mi de u n a mez cla de acrilamida 30X y bis-a c r i lamida 0.8 X, 
lo cual también se filtr6. 

El matraz se sometió al vacio por 10 mino y se adi c ionó 
directamente sobre s u c ontenido 5 ul de N-N-N' tetra metil 
etiJen diamino (TEMED) y 15 ul de persulfato de amon io al 10X, se 
me zc ló perfectamente Y se adicionó a la placa de vid r io p r evi amen 
te i nstalada en el preparador de ge l es co n ayuda de una pipeta, 
inyectando l a mezcla por uno de l os extremos de la placa , dej and o 
Que saliera un exceso por el extremo contrario. 

Se di6 un tiempo de 20 mino para Que polimeriz!!.ra la mez c l!!., 
al transcurrir este, con aruda de una espAtula de l gada se des peg ó 
la placa de vidrio con el g e L ya adherido y s e c o locó e n la 
camara de electrotoresis. 

Se cortaron 2 ti r as de oape l fi Itro d e 12 cm. y una df' ell as 
se embebió con una solución de hidr6~ido de sodio I M Y s e co l ocó 
sob r e el gel e n el extremo del polo negativo. La otra tira s e 
embebi6 co n una soluci6n de acido fosfórico I M colocAndose en el 
extremo del ~el correspondiente al pOlo posit i vo . 

La fuente de poder se e ncendió y 911. fij6 e n las s i guientes 
condiciones: voltaje 2000 vo l ts como maximo, de 7-10 wattlJ y con 
pode r co nstante. 

Para establecer el gradiente de pH e n el gel se hizo una 
precorrida de 25 min . , al term i nar esta s e apagó la fuente de po­
der y se colocó una gula sobre el ~el para depositar e n cada u no 
de los pozos la cantidad de mu e stra necesaria. para el primer gel 
se utilizaron 30 ul de tejido por pozo y para al segundo ge l se 
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emplearon 15 ul!' d e protelna por pozo , se esperÓ unos minutos a 
que se abl'lo rbleran las mues tras Y se co ntinuÓ la corrida por J .5 
h más 

Tranl'lcurr i d a la separación. se pasó la placa co n e l ~el a 
una charola y se a!!' r el/ aron 100 mi de a c e t ato de c al cio 40 mM para 
d e spe ga r el gel. hec ho esto se dec ant Ó la solución y se a.,;¡r egaro n 
100 mI de una solución de alm idó n al 211: d ejand o se en e l la por 20 
mi n o en ag i ta Ci ó n suave . 

Po ste ri orm{'nte se deshecho e l almi d ón Y se agre'laron 100 mI 
de una 801u('\ón de yodo a l 2 11: y Aci d o a c étlco glacial al 5\ por 
5 min .. enseguida se e liminó el r eac tivo y se l a vÓ el Re l va rias 
ve c es co n agua b i de stilada. de j andose en esta por 24 h. 

Fi nalmenle se pasó a totografla y se preservó e n pape l 
<'c l o fan. 

t. 13 Cuan tificaciÓ n d e prol e inlls por Lowry 

La determina c i ón se hizo de a cue r do a la modifi cación del 
método c olo rimétri co de Lowry, (}951 ). 

f'a ra ll evar a cabo la pr ueba se prepa raro n las siguientes 
soluc i o nes: 

SoluciÓn A 
Carbona to de sodio al 2X 
HidrÓxic o de sodio al O. ~X 

Tartra to de sodio-po tasio al 0 . 02X 

Solució n B 
Sulfato de c obre 5 veces hi dratado al 0.5X 

Sol UCió n C 
Se prepara 
sol ución B. 

Sol uc i ó n D 

el dla de 
se agr egan '" 50 

Reac tivo de Foli n-Cica lle au diluid o 

uso. a una 
pa rt es de la 

plI.rte de 
solución 

1 mI. de r e a ctivo .¡. I mi. de altua bidest i lada 

Solució n es tándar de alb umin a de 50 ug/ ml 
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Para r eal i zar l a curva patrón de cuantiricación d e prote lna 
se hizo una serie de tubos con e l siguiente esquema: 

Tubo 

Sol. Alb. 
(mI) 

Agua 
(mI) 

Sol. C 
(mI) 

So l . D 
(¡ni) 

2 3 5 6 

0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 

1.0 0.8 0.6 0. 4 0.2 

5.0 5. O 5.0 5.0 5.0 5.0 

AGITAR Y REPOSAR 10 HIN. --------

0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 

MEZCLAR DE INMEDIATO Y REPOSAR 60 HIN . ---

LEER A 750 NfoI CONTRA AGUA 
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V RESULTADOS 



1. 1 Acidificación del me d io dI' 
ale uro n a de 

incubaciÓn 
tr ¡,lilo 

po , c apa s de 

En la r i ~u r a 14 s e o bserva Que en las dos c urvas superiores 
l a acidificación parte de 6. 0 y llega hasla un valor de 4.3, 
natándose Que es muy similar e l comportamient o de ambos loles de 
a l e urolltls, 8.u~u e e n uno de los t ratam ¡en tos se u1 i 1 i zó Ac i do 
absclsico 10- M. mostrándose una total inde pende ncia de la 
acidificación a la presencia de la hormona in h ibidora. 

En l as dos curvas in feriores de l a grafíc&. se observa una 
situación semejante a la anterior, aunque en uno dg los 
tratamientos también estaba presente el ácido abs c lsi co 10- M só­
lo se nota como d i ferenc i a una mayor a cidificación d el medio ya 
que el pH parte de 6.0 y lle~a a 3.3. 

En aquell os mediOIS que estaba presente e l !cido succlnico 
5mM como burrer, ( c ur vas supe r iores) el pH lleg6 a un valor de 
4.3, (22 Y 24 h.) mient r as que los medi os que no content a n al 
amortill'uado r (c u r vas i nferiores) su pH bajo has t a un v alor de 
3.3 (8 h.) 

La curva mue8tra que el medio 8e ac idi fica r!pidamente en 
las primeras 8 h. Y hay muy poco cambio en las horas posteriores . 
y que la ac i dificaci6 n es i nd epe nd i ente de la adición d e ABA . 

Cad a punto representa el r esultado de tres experiment. o s por 
dupl ic ad o y las barras la desviación estandar . 
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1.2 Inducción d . 
.n 

a-amilaa8 por e l 
capaa de aleurona 

'cído ~iber61ico 
de triJ{o 

Para confirmar Que el material biológico 
8 la accl6n del GA3 empleado. se uti l izaro n 
aleurona de trigo incubadas con y sin GA 3 , 

utilizado 
loles de 

respondla 
capas de 

Los loles que se incubaro n en presencl!l. o ausencia de GA 3 , 
al término d e 28 h de incubación en a~itaci6n constante a 25± 0.5 
'C se l es determinó la cantidad de a-ami lasa sintet izada de la 
manera q u e se describe en l a sección 1.8. encontrAndose como se 
observa en la figura 15 en la co lumna del lado izquierdo (l) la 
r e spuesta de las capas de aleuro n a ant e la pr e sencia de la 
ritohormona inducto ra, mo strand o una gran a c ti\'i dad d e a ­
ami lasa, llegándose a cuantificar 3.7366 Ua-aml!ss8 lotal/ml. 

Mientras que la column a del lado derecho (2) muestra l a 
rcspuesta de l os lotes de capas de aleurona que t uer on i nc ubados 
sin GA 3 a los cuales también se l es determinó la actividad de 
a-ami lasa, y solo mostraron una actividad de la enzima mlnima. de 
menos de 1 Ua-amilasa/ml. 

Por lo que se mostró que e l tejido empleado re spondla en 
torma no rmal a la acción de la ritohormona. induc ie nd o una gran 
actividad de a-ami lasa 

Cadfl. columna de la ¡ r a! ica es al promedio de 5 lotes d e 
oapas de aleurona con sus duplicados y l as barras indican la des­
viaoión estandar. 
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1.3 Efecto del 4 c ido abaclsico (ABA), sobre la 
a- amilss8 por !oido gibefó li co (GA3 ) en 

aleurona de trigo e n medios con pB 4 .0 

inducci6n de 
capalJ de 

y 6.0 

Para co nocer la respuesta de lss capas de aleurona de trigo 
anle la presenc i a de ABA. cuando e s le tej id o ya ha sido indu c ido 
a sintetizar a-amilas8 por la acci6n d el GA 3 se utilizó el disen o 
ex peri men tal mo strado en la figu ra 13 y e xol icadO en la secci Ón 
t. 1 1 

La fi g ura 16 c omo se puede ver (columna s la y lb) muest r an 
que la ausencia de GA 3 después de la i nducci6n y los lavados 
pr o porciona una baja act i v idad de la a-amila8 a. Se pu e de 
considerar que los vslores de 1. 7 Ua- amila8a total/mi (columna 
la) y 2 . 5 Ua-smilas8 l o ta l /ml (co lumna l b), pa ra l as 
i nc ubacione s post - lavados. e n ausencia de GA 3 , e pH 4.0 Y 6.0 
corresponden a la act i vidad de a-ami lasa indU Cida en I a.s primp. ras 
21 h de inducciÓn en presenc ia de GA 3 y a pH de 4 .0 . Sin emba.rgo 
los dos pH de los medios poste r i o res a l os lavados (4.0 y 6.0> si 
tuvier o n un peque~o eCe c to sobre la a c ti v i dad de la a-ami lasa ya 
sint e tizada. co mo l o muestran los diCe r entes valo res 
reportados, e nc o nt r ando una mayor actividad en e l medi/) con pH de 
6 . 0. pero no siendo si gnificativa la diCerencia. 

Las columnas 2a y 2b re por tan la actividad de a-ami l asa 
de las c apas de aleurona Que estuvieron ind UCid as po r GAJ durant e 
las 28 h. del expe r imento a excepciÓn del periodo de lavados . la 
actividad Cué m!l.yo r con respect o a los trat!l.mlentos anteriores 
(la y lb ) l o s cual es solo tuvier o n GAa en SU8 medi08 durante 
2Ih., observl! nd ose Que la a -am ilasa Sintetiz a da a p H de 4 .0 
durante el per iod o de i nduc c ió n, cont i n uo hac i éndo I o aun cuando 
el oH del medio f ué c ambiad o a 6.0 ó mant e nido e n 4.0 .. sin 
embarg o sI es not o rio un aume n t o de acti Vid ad d e l a en z ima en 
el medio c on pH de 6.0 ya Que ahl se enc ontra r o n 5 .4 U a­
a mi lasa total/mi. con respecto a las 4.2 U a - amilasa total/mi de 
l o s medios con pH d e 4.0 mostrando un efecto oositivo d e l pH 
bási co sob r e e l p ll á ci d o e n la s l n te sis de a -ami l a sa . La 
diferencia que se observa en t. r e a mbos v alor e s sJ es 
significat i va . 

Para los lo t es ma rcados como Ja y Jb en las u lt imas 6 h del 
exper imento los medios solo co nten lan ABA 10 -5 H. habiéndose 
lavado el GAJ a l as 21 h de indUCCión }' la a ctividad de a­
ami lasa r epo r tada es e l resultad o del pe r iodo de inducc i Ón a un 
pH de 4.0, ya que l os medios d e incubac i ón después de l os lavados 
careclan de GA3 , mostrando los resultados Que no hay un efecto 
i nhibidor de ABA sobre la a-ami lasa ya sinte tizada e n el periodo 
de inducción. Ademas de Que el pH d e l me di o 4.0 Ó 6.0. no t i e ne 
un efecto que favore z ca o no l a acción in hib ¡ dora de ABA. 
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reoortándose una actividad de 2.0 U a-ami lasa/mi oara la 
columna 311. y de 1.6 U a-amllasa/ml para la 3b. no encontrando 
una diferenc i a sig'nificativa en ambos valo res. También se muestr a 
que ABA no tiene efecto inductor tanto a pH de 4.0 cnmo de 6.0. 
ya Que la actividad ~e la a-ami lasa es muy semejante 11. 

la de las columnas la y lb 

En los tratamientos marcados como ~a y 4b se emplearon ambas 
fitohormo nas .¡untas. después de la inducción por GA 3 a pH de 4.0 
y e I lavado de la f i tohormona inductora; ya Que uno de los 
objetivos del traba jo e ra conocer Que efecto causarla e l pH del 
m€'dLo ( ·400 y 6.01 sobre la ac ció n inhibido ra de ABA y la 
inductora de GA 3 e n la actividad de a-amLlasa por GA 3 ya 
Sinte tizad a e n el periodo de inducción y la producoión de 11.­

amilasa Que aun se podrla dar en las capas de aleurona aisladas 
df'< tr i.!lo. 

Debi d o a oue inicialmente las capas de aleurona se i ~iubaron 
en un me dio co n o H de 4.0_y en presencia de GA 3 10 '1. la 
poste ri o r adi c Lón de ABA 10-oM a comoaffada de nuevo GA 3 10-6 ~1 a un 
pll de ·LO como el de la inducción y a un pH de 6 . 0 era nece­
saria, para lograr nuestro objetivo. 

La columna 411. muestra las U a-ami lasa total/mi determinadas 
a u n pH de 4. 0 siendo de 1. 9 U a-a/ml, mientras que 111. columna-lb 
r e por t a 3.9 U a-a/ml para un pH de 6.0 , es decir mas del doble de 
111. co lumna 411.. Esto se pued e inte r preta r en el sentido de Qu e el 
ABA Lnhibió co mpletamente 111. inducción ejeroida normalm ent e por 
eI GA 3 a pH de 4.0, mientras Que 11. pH de 6.0 111. II.ctividad de 11.­

amLllI.sa e s semejante a la del experimento en donde está presente 
todo el tiempo el GA3. o sea. Qu e a pH de 6.0 no o c urrió la 
inhibi ción prOducida po r ABA . 

El efecto inhibitorio de ABA a pH d e 4.0. con respeoto a un 
nulo e fecto a pH de 6.0 es significativo como se observa en la 
!trárica. 

Cad a col umna d e la ~ráfica es el promedio de dos 
expe rL mentos. co n sus respectivos duplic a.do s, las barras indican 
la desvi a Ción stándll.r. 
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"4 Me di c i Ón d el oH d e l os med í os 
d es pués de 108 t r atami e n tos con 

de induc c ión 
GA3 y/o ABA 

an tes y 

Cuando las capas de al e ur o ns de trl~O son i ncubadas a un pH 
In i cl sI de 6.0, estas a ci dirican su med i o am o rtiguado hasta 
llegar a valores de 4.3,Uigura 14) pe r o cuando estas son 
inc u bad a s a un pH de 4.0 y en presencia de GA 3 que valores de pH 
alcanz ará el medio después de 21 h de inducción, para conoce r 
estos resultados se utilizaron 108 lotes de aleur onas del 
experimen t o rep o r t ado en el punt o I 3, por lo que fué 
necesario medir el pH de los medios al término d e l perIodo de 
inducci6n. 

DespuéS de 21 h de inducción, loa 8 lol es mostrar o n va l ores 
entre 4.05±O.2! a 4.15±O.21 como se observa en la labia J. Los 
valores reportadOS son el resulta do de 3 experimentos por 
dupl i cado. El medio en el Que estuvieron inducidas l as c apas de 
aleurona contenl a Acido succlnico 5mM como burrero por lo que el 
pH se mantuvo. impidie ndo que l as capas de aleur ona pudie r an 
a cidificarlo hasta un valor de 3.5. como se reporta e n la c urva 
de a cidif icación de med io s que c are c en de burrero (fir.tura 14) 

Tomando en cue n ta la desviac i ón estAndar e n cada uno de los 
valores, podemos conside r ar que el valor de pH se mantuvo en 4 . 0 

Ya conocidos estos r esu l tados faltaba saber a que valo r e s de 
pH llegarlan 108 med i os si las capas de aleuro na eran lavadas e 
incubaron en nuevos med i os que co ntenían acido succlnico 5 mM. 
estreptomicina y c l oramrenicol 50ug/ml. de c/u y ahora con cada 
uno de los tratamientos de fitohormona y dos valores de pH: 4 .0 
y 6. O 

Observamos en La tab l a de r esu ltados 4 q ue aquell os lotes 
incubados en un va lar de pH de ·1. O. 1 as capas d e al e urona no 
acidifi c aron mas por la prese n ci a del buff e r en el medio. 
mL e ntras que los lotes CUYO valo r de pll rué de 6.0 y en donde 
pensamos que el pH tendrla valores cercanos a 4.0 encontramos 
vsl ores e ntre 5 .50.±.O.I-t a 5 .95.±.O.21. es de cir l a s '-- /i pas de 
aleurona no fue r on capaces ya de acidificar e l medio. 



TABLA 3y4. MEDICION DEL :pH DE LOS MEDIOS 

DE INDUCCION ANTES Y DJCSPUES DJC 

LOS TRATAMIENTOS CON GA
3 

Y/O 

ABA. 

TABLA 3 TABLA 4 

llEDIOS llEDIOS 
Tl!ATAl'IIEMTOS Tl!A TAl1 I DITOS 

ANTES DE LAVADOS 

1 

21 h 

ptt inicial pttílnal 

DESPUES DE LAVADOS 6 h 

pH Inicial pHfin&I 

4.8 U!i: 8.21 - GA 4.8 4.15 : 8.117 
3 

4.8 4.15 : 8.21 -GA 6.8 5.511: 11.14 
3 

4.8 4.85 : 8.21 _.GA 4.8 4.15: 11 .87 
3 

4.8 4.15 : 8.21 _.GA 6.8 5.58 : 11 .14 
+GA 3 4.8 4.18 : 8.14 

3 

_.ABA 4.8 4.25 : 8.87 

4.8 4.85 : 8.87 _.ABA 6.8 5.95 : 8.21 

4.8 4.18: 8.14 _.f:IBA .. G A
3 

4.8 4.Z8: 11 .14 

4.8 4.111: 8.14 _.ABA .. GA 6.11 5.98 : 11 .28 
3 

~pu ele altW'Ona dt trigo funon incubadas tn Mtdios 'IUt oonttn!an GA 111-
6

M, Áoldo 

1ucclnico 5 Mii, tstrtptoMicina y oloranftnicol 511 µg/Ml durantt 31 h.,
3 

al til'Mlno 

dt la induocion u lts MidlÓ el ptt, posterlol'Mtntt futron lavadu t lnoWIUu tn 

los tratt.Mitntos hol'MOn&lt1 y ele pH indicados, por 6 h. Mis, para fln&lMtntt Mtdlr 

ti pH. ABA 1t utilizó a una conotntraclÓn de 111-sM. 

511 

1 

1 
1 
1 
1 
1 

1 

1 



1.5 Efecto de ABA y GA 3 en la expresión de las isoenzimas de 
a-aallasa en capas de aleurona de trigo en medios con 

pB 4 .0 Y 6.0 

Las capas de aleurona Que f u eron inducidas por GA 3 y 
po steriormente sometidas a los tratamientos hormonales y de pR 
des c ritos en la sec c ión 1.11 e ilustrados en la figu ra 13 fueron 
e l material util i zado para la r ealización de "eles de 
isoelect roenfoQue. l os c uales s e hiCier on para conoc e r Que grupo 
d e isoenz i mas de a-ami lasa pod r lan estar siendo afectadas por los 
c ondi c ion e s de los tratamientos empleados. 

Se real i zaron dos geles. Los resultados obtenidos para el 
prime r ge l se observan en la figura 17. 

En este cas o se util izó i'luaI c antidad de tejido po r pozo. 
si e ndO de 30 ul para cada una de las muestras, con la f i nal i dad 
de o bservar lo Que la determinac i ó n de la actividad de a-ami lasa 
graficada e n la figura 16 ya no s habla di cho. 

En los dos primeros '1rupos de bandas Que corresponden a 
l os lote s de aleuronas Que tuvieron un periodo de inducción c on 
GA 3 sol o por 21 h Y posteriormente careci e ron sus medios d e esta 
hormo na , teniendo como variable entre ellos Que los mar cados como 
la se incuba ron las ~ltima8 6 h en un medi o con pH de 4.0 y los 
lb en un medio con pH de 6 . 0., en el gel ss nota mas c laramente 
la expre sió n de las isoenzimas tanto de punto isoe lé ctrico alto 
( P. l.), como de punt o isoeléctrico bajo, para el segundo lote 
(lb) es decir para las capas de alsurona i nc ubadas en un pH de 
6 . 0 en el periodo de 6 h. Se pued e notar Que en ambos 
tratamientos (la y lb) existen igual c antidad de isoenzimas de a­
ami lasa. 

Para los lote s de capas de aleurona Que presentaron en sus 
med i os GA 3 durante 28 h, Y en las ultimas 6 h sólo se variÓ el pll 
ut il i z ánd o s e de 4. 0 para 2a y d e 6. 0 para 2b las bandas Que 
mo stró e l iso elect r oen roque parecen tener una expresión !limilllr 
de ambos ,;{rupo s d e isoenzi ma s . ya QUfl ambos l otes est uvi e ron 
ante la presenc ia de GA 3 durante todo el expe r ime nt o., sin 
ernbar ,;{ o s i es notorIa una mayor expresiÓn de las 2 primeras 
band a s de isoenzi mas de P . l . bajo, del lot e marcado como 2b, l o 
Que co nc uerda con la determ i nac ión de mayor actividad de a­
am i lasa repor t ada y II"raficada en la fi~u ra 16 . lo Que SI es 
cl ar o es su ma yo r e xpres i Ón de bandas de i soenz imas, de ambos 
g ru po s de P. l . de este lot e (2b) con respecto al r e sto de los 
tratam i entos ho rmonal e s . 

Lo s ~ru po s de bandas oue aparece n e n el lI"el identif i cados 
como 3 1'1. y 3b. co rr e spond e n a los tratamientos en los cuales 
du r sn t e la s ultimas 6h . las capa s de aJeurona estuvieron en pre-
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sencia so l o de l a enzima inhibido r a (ABA) , teniendo en e l ~edi o 

un valor de pH de 4.0 para 3a y de 6.0 para 3b. ob s en'andose 
en e l g el Qu e hay una me nor exp r es i ón de las isoe nz ima s de 
P . l . ba,io para ambos grupos d e bandas .. a di fe rene i a de l a e I a r a 
expresión de las ba ndas mar c ad a s como 2a y 2b e n CUYOS medi os 
siempre estuvo GA3' Entre los l o tes 38 y 3b no se o bserva una 
diferenc ia signi f ica ti va en el gel. 

Lo s ultimo s tr a t am iento s hormonales marcados como 411. Y .¡b 
son los ~'s Importanles para nues t r o trabaj o po r la prese nci a de 
las dos fitohormonas jun t as . Los resultados mu estran la a c ción de 
ambas fitoh oMllonas. ya que e n ambos tratami entos no se ex presan 
las Oltimas bandas de p. l. ba j o c omo se observa en la fi~ura 17 
e n l a pa rte super i o r . q ue s I se not an e n l os lotes 2a '1 2b 6 
cont ro l. indicando l a acción inhl b ido ra de ABA; mientras Que 
co~parando e ntre si l os t ra t ami e n tos 4a y 4b notamos Que para 4a 
hay un!!\. !!lanar no tor ieda d de la s bandas d e a mb os g r upos de 
isoe n zima8, observandose mA s cla ramente en la s 4 pri meras banda s 
de l grupo de isoe nz imas de P. l. bajo. estos r es ultados s on seme­
j antes a los g ra f i c ados en la f ig ura 16, e n d onde se observa la 
ac c ión inhibidora de ABA e n mayo r g rado c uando e l pH d el medi o es 
", c ido. 

Las isoenzimas de P. r . al to tamb ié n se ve n afect adas por la 
acc ió n de ABA e n el tratamiento 4a ~' a que se obse rva una me no r 
e xpresió n de esta s en el me dio a c ido . 

Pa ra e l segundo gel de isoelec tr oenfoque. que se presenta e n 
la figura 18 , se ut il izaron mues tras de los mis mos tratamientos 
emplead o s en el gel anteri or. c on la modifi c ación de que en es t e 
rué necesa r io determi nar la c an t i dad de p r otelna exi stente, para 
util i zar 15 u~ de protelna por c ada muest ra de ho mo genado de 
tej i do . 

Al uti 1 iza r i gual c antidad 
tratClml e ntos se obser va n en el 
ob ten i d os e n e l gel co n igua l 
ant e r io rmen t e. 
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DESAPARECEN 

FIGURA 17. GEL DE ISOELECTROENFOQUE DE a -AMILASA 
DE TRIGO CON IGUAL CANTIDAD DE TEJIDO 
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FIGURA 18. GEL DE ISOELECTROENFOQUE DE Ci -AMILASA 
DE TRIGO CON IGUAL CANTIDAD DE PROTEINA 
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Acidificación del m~dio d~ incubac ión por oa pas de aieurona 
d e tri go 

Las capas de aleurona de cebada tie r,en l a capacidad de 
acidifica r el e nd ospe r mo amiláceo' ( Hi kola,y Mikola 1980), esta 
a ci d ificación también se o bserva e n las capas de aleurona d e 
cebada aisladas (Mikola y Vi r tamen, 1981), as! como de trigo 
(Hamabata, y col 1988), Y este fenómeno es independiente al á cido 
g iberé li co. 

En la figura 14 se observa la curva de acidificaci6n, 
mostrando Que la incubacion se ini c i6 a partir de un pB de 6. O 
para t odo s los lotes, u tilizándose dos clases de medi os , unos Que 
conten l an a.c. succlnico 5 mM c omo buffer , y o tros Que careclan de 
él. Ambas condiciones se lleva r on a cabo e n la presencia y en la 
ausencia de ABA 

Es evidente la capa c idad de las capas de aleurona de tr i go 
de acidificar e l medio en e l Que están incubadas, siendo más 
ácido el valo r tins l en Las curvas infe r io r es ( 3 .3), po r la 
au sencia del a c. succl ni c ::l e n el medio, que rué sustituido por 
agua. La presenc ia o ausencia de la f itoho rmo na (ABA) en nada 
cambi6 la tendencia ácida de la curva. 

Esta acidificación independiente a la pr ese ncia de 
fitohormonas ya estaba repo r tada para GA3' encontrando e n este 
traba ,io que también lo es pa ra ABA. Hamabata. (1988) sugiere q ue 
este p r oceso depende de l as c é lulas de aleur a na per se y es 
i ndepend i ente del e mbr iÓn. 

Inducción de a -a.llasa por el Acido giberélico (G A3 ) e n 
capae d e alcurona de tr i go 

Ch ri spee l s y Varner en 1967, reportaron l a existenaia de un 
cont r ol hormonal en l a 81nte818 de enz imas en capas de aleurona 
de cebada. este proceso inclula la pres enc ia de dos tipos de 
hormonas, una inductora y una inhi bidora , desde entonces se h a 
establec ido Que el GA3 aumenta la slntesis de a- ami las8 y ABA l a 
inhibe. 
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En la figura 15 los lotes de capas de ale~rona .lfraficados 
en la columna 1 cuyos medios conte n [an GA3 10- M muestran la 
act i vidad de la a-ami lasa total sintetizada, por la presencia de 
la hormo na inductora , indicando que el material biol6~ico 
(capas de aleurona de tri~o) utilizado respondla al ác id o 
~iberélico empleado. 

La s c apa s de aleurona de tri.lfo que fueron incubadas en 
medios que no contenlan GA 3 y que estan ~raficadas en la columna 
2 no mostraron una actividad significativa de la enzima al, no 
estar pr esente la hormona induc t ora. Sin embll.r~o se ha obsP- r vado 
una CLerta actividad basal Que corresponde a la a - ami lasa aue no 
rf:OUL e re inducción. 

Efec to de l Acido absclsico (ABA) Elobr e la inducción de ' a­
allli lasa por e l acido giberélico (GAll. en capas de al c urona 

trigo en med ios con p8 4.0 Y 6.0 
de 

Durante la slntesis de a-ami lasa existe un periodo lll.~ de 
7 a 9 h. en el cual la presencia de GA 3 es necesaria, asl como 
duran te todo el periodo de síntesis dc a-ami l asa si se qu i ere 
ob tener la máxima slntesis y secreción de la e nz ima 
<Chrisppels. 1967), En la fi g ura 16 obse rvamos en l as columnas 
marcadas como la y lb lotes de capas de aleurona de tril!'o 
incubadas durante 21 h en presencia de GA 3 . poste ri ormente fueron 
lavadas e incu badas SLn GA 3 por 6 h, más, mostrand o oue la 
actividad de a - ami lasa determinada cor r esponde a 111. p r i mera 
inducción 

Cuando el GA 3 es nuevamen t e a~reRado a los medias de 
incubación después de los lavados, la slntesis de a-ami l asa 
inmediatamente se reanuda ya aue en los l otes marcados como 211. y 
2b Observamos más actividad de la enzi ma ~on respecto 11. los 
anteriores. de~ido a oue e n estos se~undos lotes se a~re~ó a los 
med ios GA 3 .0- M por 6h. más. 

La presencia de 2 diferentes pll para los mediOS se debLó a 
la i nterroqante de saber si un pH ácido o básico darla un efecto 
oositivo ó nel!'a tivo a la slntesis de a-ami lasa. entendiendo por 
positlvo a una mayor slntesis de la enzima y neqativo a lo 
contrario. 

Teniendo como antecedenles la utilización de medios con un 
oH de 5.0 (Chrisppels ~'Varner. 1967) se decidió utilizar un pH 
más ácido, de 4.0 }' otro menos ácido de 6.0 encontrándo que 
en el oH de 6.0 (columna 2b) hubo mayor slntesis de a-ami lasa. 

O bien es pOSible Que exista cierta inactivación de la 11.­

ami lasa secretada y Que se encuentra a oH de 4.0 
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En los lotes marcados como 3a y 3b las capa s de al e urona que 
fueron sometidas a la inducción po r GA 3 durante 2 1 h con 1 h. d e 
lavados y posteriormente incubadas en presenci a s o lo de ABA 
mos traron una menor a c tivida d de la enzima , l o c ual es 
comprensible ya qu e d urante las ultimas 6 h. del tratamiento no 
hubo GA 3 e n el medio, y como ya me ncionamos anter io rmen t e la 
presencia de esta hormona inducto ra es indispensabl e du rant e toda 
la incubación si se qU i ere una mAxima slntesis de a-ami l asa. 

Ante la ausenci a del GA 3 durante l a s ulti mas 6 h de 
incubación y la presencia de ABA los nive le s de a-ami lasa en 
estos dos lote s de capa !> de aleurona (3a y 3bl s o n seme jantes a 
los (raficados en los lotes en cuyos medios no hubo ninguna 
hormona en l as últimas 6 h de inc ubac i ó n (la y lb) sin embargo l a 
presencia de la hormona inhibido ra ABA nos ,harla pensar e n una 
disminución de la re spues ta de a-ami lasa. per e no sucede e sto , 
ya Que ABA no actúa sobre la a-ami lasa ya s in letlzada. teniend o 
su sitio de acción sobre los niveles de RNAm de a-ami lasa 
que se esta sintetizando e n el mome nto. interf i r iendo co n la 
acción continua de GA 3 (Nolan, 1988). 

El pH de 4 .0 ó 6.0 de l med i o parece no favorecer o i mpedir 
la acción de ABA ante la ausencia de GA3 . 

Cuando estan presentes las 2 fitohormon 3s e n el med io de 
inducción, actuando sob r e capas de aleu rona oreviamente inducidas 
se encont r ó una mayor respuesta de l a enzima en el lot e 4b Que 
fué i ncubado a un pH de 6.0 o di c h o de otra ma nera un menor 
e f ecto de la hormona inhibido ra (ABA). 

Sabemos Que la acción de las 2 fitohormo na s no 6S debida 
a una simple competencia e ntre ambas, ya que altas 
concentraciones de GA 3 no revierten completame nte los efec tos de 
ABA, debido a que la mayorla de los efectos de GA3 en lae cél u las 
de aleurona dependen de un metabol lsmo ce lul a r co mo la 
transcripció n y la t raducción. Varner y Ro (19 76 ) sugirieron Que 
e l ABA inhibe la slntesis de a-ami las a indUCida por GA 3 afecta ndo 
la traducción de su RNAm. 

Esta inhibición varia de acuerdo al mo me nto en Que es 
a g r e~ado ABA, ya que Garcla (19B2) reporta Qu e s i se ag rega n 
ambas f i tohorlllo nas s imul tAneamente al ini cio de la inducció n s e 
causa una inhibición del 96". mientras Que si ABA es a~ r egad o a 
las 12 h. d e in i ciada l a i nducción en la etapa en la cual l a 
sJntes i s de RNAm de a -ami Jasa ee ha completad o (y la slntesis de 
a-ami lasa conti n úa) se produce una in h ibición del 7 5" de l a 
slntes i s subsecuente de la enzima. (figura 9) 

En nuestros tratamientos ABA fué agregado después de 2 1 h de 
inducción con GA3 
me no r e xpresió n de 
4b) con respecto a 

y 1 h. de lavados observa ndo Que si hay una 
la enzima en ambos tratamientos de pH (4 a y 
las columnas 2a y 2b en las c ual es GA 3 estuvo 
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oresente d u r ant e tod o el tratamiento a e xcepció n de la hora de 
lavados, 

Entre los tratamientos 4a y 4b se obse rv a c l a r ame n te una 
ma yo r canti dad de unida des d e a-ami la s a tota l / mi . en el 
tra tam i ento 4b Que e n el ola, e st a d ife renC ia de u nidad e s no es 
solo de b id a a la acción de la horm o na inhibidora, ya Que 
Sl!oone mos aue e l 
de l a a -ami lasa, 

oH del mediO par t icioó en la resoue st a o btenida 

En I a ca 1 umna mar c ada Como 4a .'l e obtuv i c r on so l o 1 . 9 Ua­
am i lasa total/mi contra 3.9 Ua -amllaS lI total/mi . de la columna 
4b. es de C ir casi la mi tad de la a ~ t i\"idad de la enzima, por lo 
q ue co nside ramo s Que el pH á c ido ( ·LO) del medio t uvo un mayor 
e fecto para que actuara ABA inhib i e ndo la slntesis d e a-am i lasa 
c on respecto al oH me n os ácidoo (6.0) del medio Que se e mpleó 
e n el Inte 4b . 

Medició n del p O de los medios d e inducción aoteA y después 
d e los t rata mien tos con GA 3 y/o ABA 

Como s e abse r vlI en la tab l a 3 en todos los tratami entos 
se e moez Ó c on un oH d e 4.0 r d e spués d e 21 h. de ¡ncubllción los 
va lores fueron muy ce r c anos a I o H ¡ni c l a l. y al incubar IlIs c apa s 
de al eu r o na e n nuf"VOS med I os con d iCe r e nt es t ra tam i entos 
hormonales ta bl a 4 s e observ a allto similar a l o anterio r , los 
valo r es de oH fin a l se manti e n e muy ce r c anos a l as valores 
ini Ci ales, notánd ose adema s o ue aqu e ll o s medios oue ini cian co n 
un v a lo r de 4 .0 terminan co n valores mayores. como e n el 
t r ate.ml e n to co n -fABA el pH in ic ial e n el periodo de 6 h. es de 
4 .0 y el rina l de 4.2 5±0.07 

Pa r a aquel l OS tratamientos Que in i ci an c on pH de 6.0 y Que 
se espe r ab a e n con t rar valores cercanos a 4 .0 si mues t r an una 
a c idi r icac lón pe r o es mlnima, dism in u~'e ndo so l o 0.5 unidades. 

lo Que s e conSidera Que pas ó es oue hubo un allotamiento de 
las c apas de a l eurana d e sou é s de 28 ll . de incubación t o t al y 
lavad o s. debid o al metaboli s mo que llevó a cabo el t ejido . per o 
se ha obse r vad o oue si se a~re~a al me dio una f uente de CRrbono 
ccmo la qlu cosa. l as c apa s de alc uro na SO Il capaces de a CidI fi car 
su me dio nu evame nte lFlores. 1994). 

EfeQto de ABA y GA 3 en la exore~ió n de las isoen z imas de a­
ami Jasa e n c apas de ale u rona de t ri ~o e n med i os con pll 4 .0 Y 6.0 

los ~ enes !I-Amr y a- flmy 2 d e tril!o oroducen d is tintas 
su b seri e s de is oe n z lmas de a-ami lasa I s.<; cuales mlJestrsn 
dife r e ntes patrones de e¡.: oresión e n las células de aleuron a tie 
tnl!o r en l o s IlfallOS e n des!lrrollo. <l.!lzarus. 1985> 



E l numero d e isoenzimas detectadas d e pende de l a t éc n ica 
empleada, del tejido u tilizado, as! como de la e s pe c i e de trigo 
Que se emp l ee, pa ra es te caso se repo r t an lsoenzimas de 
Triticum aestivum varo Tonic hi, co n la t éc n ic a de 
isoelectroenfoQue la cual sepa r a El las protelnas de acuerdo a su 
punto isoeléctrico., este se defi ne como aquel va lor de pH a l Que 
le. mol écula no posee ce.r ¡;(a e '~ctrica y es inc apaz d e despl azarse 
en un campo eléctri CO (1.e hn l n~er. 19RR ) . 

Como se me ncionó en los resultado!> la pr esencia d e Is s 
fitohormonas e n cada uno de l os tratamientos tU \ C s u ef ecto en la 
expresión en uno o en IOR dos ¡¡r llpos de isoenzimas Ya Que l a 
a cció n i nducto r a de GA 3 s e nota c larament e so bre las isoe nzi mas 
de P . r. ba jo, e n los t r atamientos de +GA 3 a pH de 6.0 (columna 
2b) ya Que como se obse r va en el ~el son las mas viSibles del 
res lo de los t r alamientos. 

Mien t r as Que ABA tiene una mayo r acción i nhib idora en las 
isoe nz ima s de P . l. bajo Que se expresan cuando el pH del medio es 
acido . 
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VII CONCLUSIONES 



1. - La capa de aleurona 
i ndependientemente de 

a cid if ica el me d io de incubación. 
la prese ncia del Aci do absclslCO ( ABA ). 

2 . - Se comp robó la slntesis de a-ami lasa d e s pués de 28 h. de 
i nd ucció n po r GA 3 e n Cllpa s de aleur o nu de Tri t Jcum a est il' um 
v aro Tonichi. 

3 . - El Acido absclsico adicio nad o e n au senc ia de GA 3 a capa s de 
por 2 1 h. no actú a sob r e la a­
inh ibe la slnteslS post e r i or. 

aleuro na prev iam e n te inducidas 
ami la s a ya s i ntetizada, aunque 

4 . - Al a g r ega r las d os rit oho rmonas .iuntas a c apas d e al c ur o na 
p r ev iam e nte indu cidas durante 2 1 h. el ABA dis minuy e la 
slntesis de a-ami l a sa, co n ma yor e r ec t o en un medi o á c ido . 

5. -

6. -

La 
la 

a c idif i cació n provocada po r 
a cc i ón de ABA. al il{ ual Que 

l a c apa de al eu r o na favore ce 
sucede con los e f ec to s de GA3' 

Las isoe nzi ma s de a-ami lasa de P. 1. 
por e l pH ácido del medi o y 
fi tohormo nas . 

PERSPECTI VAS 

ba JO s e ve n mAs afectadas 
la p r esen Ci a de amba9 

Los dos val o r es de pI! trabaj a dos si t uvie r on un ef ecto en la 
respuesta de las titoh o r mo na s utili z adas , s i n e mbargo 
des c onocemos cómo actúa este pH. e n e l inte ri o r de la cé l ul a de 
aleuro na po r lo Que se pu ede s uge r i r en continuar traba ,i ando 
este mismo mo delo de capa de al eu rona d e tri go . pero ahor a 
utilizando pruebas fl s i coQ ulmi c as y dej and o un poc o l a activ idad 
de a-am i lasa. 

Se h a sugerido l a presenc ia de r ecepto r es a l as f i tohormonas 
emoleadas en la me mbrana de la célu l a de aleurona Que Que s e 
a c tivan o pr e nden ante la presencia d e ést a s o bi en que s o n 
inducidos a a c tivarse por o tr o s fa c t ores. que pueden ser en est e 
c aso e l pI! que hay en el medio. Es t o s trabajOS s o br e re c eptores 
en la membrana son posibles in v esti~arlos u t ilizand o los 
proto plastos d e la célula de al euro na . lo cual podr l a continuar 
este t rabajo. 
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la acidifi c a c ión causada por la capa de aleurona de triqo es 
un fenómeno Que desencadena una serie de eventos de qran 
importancia para la semilla, sin embarg o el por Que y como 
sucede e sto no es aún muy c laro , pero ya se han llevado a cabo 
investigaciones Que muestran Que posiblemente la acidificación se 
de ba a la salida d e ma l ato, Ó po r un simporte d e malatol H+. 
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