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RESUMIN

sem:llas de cebada el endospermo

de S. mientras gue el tejide vive
rermanace en wvaleres cercancs a la
sta diferencia se ha atribuide a la capacidad de la

aleurcma alslada de azidificar ol medic v este events se ha

de acidificar
su enterno de Yorma similar a la cebaca.
En este traba ;s se estudia el mecantismo de la acidificaczidén

a la secrecidn de Acldc milico y el papel

zkrenides sugieren gue la acidificacién es un

we faverece la hidrdlisis de reservas.

€
red
"
o
PI)

del medio de induccidn par capas de aleurora es
dependi:ente <o enerszia metabéllica. Gue probablemente proceda de la

gluccsa. Los intentcs per demostrar la presencia de

en la aleurcna ailslada mediante el uso de
inhibideres cenocides no dieron el resuitade esperado.
En ftase a !a ‘tendencia similar que presenta la actdificacidn y

censluimos gque el recanismo utilizado por la

para ac:dificar su entorne puede ser la

su ulterior disociacidn fuera de la



TAPITULS 1. INTRODUICICH Y ANTECEDENTES

Cuando wuwna semilla viable es humedecida, el agua es captada;

entences diversas act:vidaces metabslicas zcemlenzan y despues de

un ertc pericds de tiempc el exbridn emerge ce la semilla: La
semilla ha germ:nadc.

Variss reguerimientos chviamente deben ser satisfechos antes de
gue estos eventos puedan Ocurrir; perc Una ve- gque se han dado y

ia sexmilla ha lograds romper los cobstdculos gque la mantenian en un

estade <e lat

¥ la germiracisn ocurre; el crecimiento de la

plantula certinua. scoportads per la mevilizaclién de reservas
alimenticias. hrasta que aguella pueda adquirir la capacidad de
mAntenerse SCmMO Un ordanismo autotréafisc.

Sin duda aj de Lcs atcntesimientes de mayor importancia

durante la ygerrinacidn de las semillas es la provisidn de

crecinients del embrién. En las gramineas el

ncipal rimentc de alracén. La acz:dificacisn
del endospermc almidoneso durante la germinacisn es tamblén de
gran importancia, pues faverece la actividad de las hidrolasas en
el endcsperns v activa el sistema de transparte de nutrimentos en
el escutelc CHamakbata. 1888,

£n cereales. especificamente en <zebada, se ha encontrads que
durante la gerrunacion, el endosperse almdidoncess Yiene un pH
alrededer de S, mientras gue el tejidc wivo que lo rodea (capa de
aleuronal. 568 supohe, permanece en valores cercancs a la

rneutral:idcaas. Esta diferencia de pH fué atribuida a la capacidad

ce ac:icdificar su entcrno y la acidificacidn fueé

cde la aleur



correlacionada <on

En el laboratoric
acidifican el

independ.ent

acids abscisic

endosperne se ve incrementada cuanss el

produciendo

acidificacion

la semilla es una funcidn fis

cual. por esta via proporciona sustralds sclunles v Favorece la

actividad de las hidrolasas

o] sistema ce “rasporte en el

wtilizando cone medelc experime

de los demds componentas e

siguen conservands sU capacidad para  aciaificar el

induccidn Es por este gque el

ser <comparabie con ls  gue

completa.



L.1., Generalica

1.1.1. Eatructura as la zenzlila @e trigs

El trigo paertenece a la famiiia ¢ las ! amimeas ¥ Liens Una Sran
impartancia en tods el mundc per sus propiedades alimentizias v

sobre tode nutlrit

de Ssiete esperies

anuales ‘verzageras

Ctriges de invierno u otofsl.

ricos en protelras. triges tlanaz

DACSrIenes ¥y Productos Similares. Lis ILrl3 Lriglds no SN ya Jde

impartanz

%4
B

T._ dicoccum
difieren de o5 2tros r.ogss en jue ol e e de la 23p.353 e3 nudosg:s

¥y Quebradizc. ¥y 21 granc NS 52 segara fap:daTente e ias hDracteas
, =

que lo encierran

La sermila de wrig <o a
madures. consta Ze i &30 : 3 oov

parcialmente cesarrcsliads cantidad varsabtle




endospermo Tde las palabras griegas gque

llak. ¥y las capas praotectoras, la cubterta

de la semilla © testc (del lattn, ladrillo. tejad, como Se muestra

TmErion Ze las Krantneas. £l erbriéen de las gramineas,
prircipalmente e! de lcs cereales cultivades., ha recibido mucha
atencion. Como se ve en el de trige (figura (133, tiene la
estruclura siguiente: un eje provisto de escutels Cen lattin,
bandeja® a un lade. uni racdticula con una caliplra cubierta per la
coleorriza (del griege. valnra y ratiz) en el pole radical. y una
plumula zubierta por 8l coledptilo (en griego. vainad) y el polo
del krote. En lcs enbricnes Jovenes L& <coleorriZa se cortinta con
el suspensor. Por encitma. fa coiorriza lleva “na proyeccidn, el

griege, enciTa v brote?. insertade cpuestamente al

e3  ura estructura escutiflorme. Sy ensanchada

fuperficie abax:al lleva una epidermis epitelial sesretora, que
esta er contacts con el endospermo. El coledptilo. en forma de

conc, tiene un poro en el apice, por el cual emerge la primera

La colecrriza se identifica come una parte del suspensor o© del
hipocdtilas, = es considerada come la rafz primaria suprimida., v 1a

radicula zome uUma rals acventicia {SBuignard, 1881, RKegbi. 1802,




i
R
iR Cubena
B

i )3
I

teseanermal 8
PRt Y

T8 i

< ; mi,gs-"- L RBAE
k w3 el anh oy
= k:it“k e

2 R

Figura 1.2 (17, Granc de trigs cortads longitudinalmente a nivel
del surea. 12>, Seccisn lonzitudinal del embrisn de Triticum.

CNym. 1 Esau,. 193, num. & Hayward, 1838.2



El endcsperme se desarreclla ner:
& partir el produgtc de la tr:

de los dos ntclecs polares con
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R

almiden. mmentras gue

ne lieren la capaciZad
que este fte ide sea homdgéhes en cuant2 & SU Sicls celular.
Tante el emhrien zome el endespermse S2 entuentran rodeadss por dos

cubjertas protectoras: La testa o cublerts de la sermilila v 2l

pericarpie o cublerta el frute { figura .2 )
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semia 415

céivizt puzelores
aoiastadss

caea se clewrons

Feics epidemigOn s
sazerhice del pencanpe

y su pericarpio (A ¥

na s:2> ceortada longltudinalmente paralela al

5. La caricpsis
surca. Ei  peguefc rectangulo en (¢ indica la s:ituacion de la
seccidn representada en Al Lag ecélulas transversales estan

cularmente al wele longitudinal del grane. B,

célula transversal vista en Uha seccidédn transversal del grano. La

célula tubular forma parte de la epidernis interna del pericarpio.

1A ¥y B, <300, 2. xTX(Esau, 1888 D




3.0.1.1. Zonpasiciin guimica

El Lrige pertenece  al

materiales de reserva aliment

.

pretetnas, acel.es Y grasas.

plastidios {urz =

frecuentemente grancs Je alnodan

Aproximadamente el TS del pesc seco zel
almidon mientras que el
Las protetnas Qque se h

formas principales 12

los granos de ales

Los glaetenes son comlnes en

les grea

en ia

poligonaceas y de las gramizneas.

ftas protetnas endaspédrmicas sSon Principralrestte de reserva,

ellas se inciuyen la glutelina

forman eh con to irededer del

Tambieén se encuenifan Cantida

glebulina.

funcicnales ¢ enzi:maticas

pretefinas scn ricas &N glu

asparaginald v tiener un

h



triptofano., meticnina, lisina y glicina per 1o que son zatalcgadas

como  protefras de  Baja calidaz nutrisienal &

alimenticia 7 tabla 1.1 .
Ademas de les compuedticos princifales va menctonades. la zem:lla Jde
trige contiene Cn almacen de sleventos munerales, la fiwina gue se

encuentra en los gransos de aleurcona formandso zales .nsclubles zon

los caticres,

10
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ABLA 1.t Compesiciin Jde aminssc:des de las proteinas de la capa

de aleurcra <czparada con f1as ael balance de el

qrans de Lrigss

fepresentan el Forientaie del

endosperno  del

Tingalend. Los wvalores

CMurray. 19845,

Fuente de Proteina

Aleuraona

3.3
18
Treznina 3.
Glicina
Alani na
Nalina
Zisteina
Metian
Isoleuzina
Levsira
Tirosina
Fernilalanins
Triptefans
Hist:dina
Arginina
lisina
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N4l - me detectads

tneluyen sus

respectivas



En la figura 1.3 sze zhkservarn lcs

estruycturales e ia

Zutina; Jue e
esfercsoncs
de reserva

Almider., Se

Serva S5€

Protetlna. La protelna es material

gristalina o
almidén en el endospermo Se 1oz granos

Tarto gpreoteina cristalina cess amerfa

grancs de ale

sustancia proteflca ¢con un cuergs

¥ un cuerpo glonpelide [f2sf.

radical organicel (Fahn, 13731,

[
n



Figura 1.3 Ceélula de aleurcna despues de 38 hrs. de germinacidn.

Cuerpeos fiplaices {LBY vy granss de aleurcha (AG). mitocondria (M.,

plasticies (P2 . ¥ microcwerpos (M. Se puede ver la estrecha
asozraczicr de los pelisoras (Ps2 a los pores nucleares a lo largo

Z2e la per:feria del nuzlies INT. x Z3.100. (Vigll. 1873).

13



Les pol:scomas compuestios por la asociacién de cadenas ribescmales
a los porocs nucleares estan presentes en su mayorfa en el area

periferica del rucles (Vigil, 19732,

1.1.3, befinicisn de germinacien

Cwands una semiila viable es humedecida. el agua es captada, la
respirac:én, la sintesis de protetnas vy otras actividades
metabslicas comienzan v Zespues de un cierto periddo de tiempo el
enbriodn emerge de la semilla. generaimente primero la radf{eula: la
serulla ha germinadce. Varics reguerimientos cbviamenie deben ser
satisfechos antes de gue estos eventos puedan ocurrir; en muchos
cascs serta suliciente el oxigeno para permitir en algunss

respiracién aercbiza, ¥ uUna temperatura conveniente para permitir

ri1os procesci gque se lleven a cabc totalmente a una velocidad
adecuada Muchas especies de semililas sin embarge no germinan

igual zuandc estos reguerimentss son satisfechos. Esto es porque

de la semtlla chstiacule (u obstaculosd en alguna
parte a l1o largo de la secuencia de cambloes, les cuales
nermalmente culzinan en la proyeccicén de la radicula atraves de
las estructuras circundarntes. Estcs impedimentos son vencidos uno
U OLro por .a provisidn antes de la germinacion visible de algunos
estirules ambientales tales como luz © temperatura baja, o por
Cantics zuaves jue ocurren lerntarmente en la semilla con el paso
del tiempl. Esta zondizidin de no germinacidédn  igual bajo
es esx l!llamadZa latencic. Ferc una ver que la

germinacidn na ocurride, el crecimientc de la plantula joven

14



ceritinua. 53IF
eventuaimente

naturaleza es

cublertas e la

enbrién Al endSsSperms v DT lTnsisuLente a

cubre al
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Figura 1.4 Carte diagonal de grano de cebads

entre produscidn de GA. la sintesis ¥ secrecicn Jde hidrolasas., ¥

la movilizacidn de nutra tes del endosperms lHo., 18763,




el

Parel del malato en

setadalisno de

£

toleg

TunTents  encont

clantas

a celular de

rads este Jacido

Cr2adnico en oS teJidcs de plantas. su nembre se crigina de malunm
{= manzanal afss ror Scheels en 1789,
es mds comunmente sonocide Came un lntermediaric impartante.
compenente del sizlc e (1S3 azidos tricarboxilices. Perz el malato
ectis tarmbien impilicade eh una extehsSa variedad de procesos
f18SIci8T1CIs qQue oSurren en Ltejidas de plantas. mads gue en tejidos
anizales.

Ararte e 3U pape. en el cicle <e ios actldos trictarboxilicos. ol
malate esta :1nvolusragd:s tambien en el cicls del glioxalato. en
fotesintesis de rplantas C‘ ¥ rlantas CAM., en movitnentes
estomdtizes. en el control =2el fH del citsscl. e=n el rantenimiento
dei balance eléstrizzs zelular. etz El malzte esld suyjeis a
trarsforsacicnes  en Lodeos 125 coTpartimentss  Qebido A ia
daistraibuci e ubizua de enTimas gue faverecen su formasidn o
remoccion a la presencia de carreadores especifices de

fazil:tan su
de la
la Frande 3

rPosee ara <
#aw por 12 tarnls muchoz proCescs

17

movimients entre los

celula animal.

ve esta dispon:ib!

dacisn

<& i ocondr

zien estalblectdes,

«

conpartimentos

la colula de la

e para almacenar

ia de la planta

<de malato.

importantes

cran malato,



1.1.4.1. Fapel central del! nalato en la fis:olegia celular de las

acusulade a mayores niveles que otros acidos

o
)
El

Malate en los telides de plantas usualmente

ango de 1 a (CZmM {Ugochukwu, 18782, milentras las

PEPY estan en el range de 10 a 100uM

nstanslas especrales la concentracidn de
per ejemplco enn plantas CAM.

la roche, la concentracidn de

proximarse a 100mM (Osmond, 19813, En

el malaty Se crigina <de la farkoxilacion de

csfcerclpiruvate carboxalasa (PEPCY v la

subseciente reJuIiisn e sualcacetats CCAAD por malate
JMITHED £l termodiramices de estas

TRaICi Ires es5la tan atrutadcranente en favor 2Ze la formacion de

maiats Que =l cestinz cel fosfrenclpiruvatlo se cenvierte en una

de malate puede permanecer por large tiempo o

carmbilar covw mei0s en las cendiciones ambientales.

a

Sendiciznes 3 aiguna nat

uraleza (frio. caler. droga

Rerbicidas. posticidas, etc. D,

cia sobre el balance de las

- mcdifican su distribucion

cicnes de ancxia debidas

Zramaticane@nte incrementan la concerntracién de




malate es

sales en el

15833,

Latzbs v

dependient.es de

relacicnados a |

puece abastecer al Il

generar NADPH  atraves

NADPH-deperdiente.

nitrogens. zentribuve al man‘erimrentce Zel! pH
balance dJde carge, etz. “Davies., 1379, 2 leary. 1832, iLatzio.

19632,



1. & Funrdamentanisdn cel tema v planteamtento del problema

Se ha mencichads ya gue la capa de aleurzsna que rodea al
endospermc de la semiila de Lrigs., es un conjunto de células
nomogeneas ricas er prateina ne  enbebida., GUe COnsServa su
capacidad de acicdificar el medic, y gue ademas o5 @l Unico tejfida

guUe ie Tant.ene

sermanece sin reprodusirse, al ser aislade
Se los cemds constliluventas cde la serdlla. Por lo consiguiente;
@3Las caracteristicas son las gque hacen de éste tejido. un modelo

e rerizental 1deal mara el astudic

1 fensmenc de la
acidificaciar.

Por otre lada la Zependenc:a de éste fendmons. de la gluzdlisis.

-

a producsidn 2e energia ¥ la aereacicen Jdel telido durante la

incutacidng  sugieren Sue en el process de acidificacidn puedse

estar Involucrada uha -ATPasa, ya gue uno de los sistemas
mermbranaies de Lransposte. SUe actualmente se conscen. capaces de
ac:di1ficar un coTpartiments  utilizande directamente energla
metaboliica, son las bombas de protcones (H -ATPasas). Por lo tanto
é¢st> nes [leva a preponer un mecanisms  wediante el cual se
e<xplique 1 1a secrecidn de acide malico por aleurorna de trigo
CTIrsticum aegstisvim L. var. Jenizhil, es el proceso utilizado por
el teridsc Fara acrdificar el medio durante la germinacidn, © si la

ac:difscacisn estd dada por la secrezidin de malato y protén por

separads sin conservar alguna relacidn esteguicmetrica; lo que nos

sugeriria un fensrmenc de zaclransporte malato-proton.

a0



CTAPITULO 2. HIPOTESIS Y CHJETIVCS

En base a éstas ev:dencias presentadas se establece entcnces la

siguiente hipdtesis:

La secrecioén de zalatc es un “Sparte a
membrana. secundaric a un transporte primaric de protocres por la
actividad de una H -ATPasa. Planteandcss» tarbien uens hipdilesis
alternativa:

La secrec:dn de acido mialicd es un fendmens de costranspgsertie a

traves de membrana.

En consecuencia a io anterier se plantean las  siguientes

objetives:

al)., Cemparar la cinétlca de ac:dif:

de secrec:on de malatos y su acumulacisn en el tejido.

£). Establecer la estequiometrla entre

acidificacion ¥ Za cantidad ce mala’c secretada.

2. Cbservar el efecto de la adicién de  iones scobre la
acidificacién y la secreci®n de malats.

- 24
ad, Efecto de ¥ v Ca a diferentes zonzentraz:onas.
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TAPITULS 3 Mater:al y metcodos

Vasss depreczipitadss de 10.52.100,280.y 500 ml.; marea (PYREXD
Pipetas graduadas y voluretricas de 10 ml. (PYREXD

Cajas Petri IFTREXD

Malraces ritazatc de &5 ml. {WKIMAXD

Matraces velumétrices de 100 mi. TPYREXD

Tubos Eppendgary

5%

e 2.5 nl.

Mizropipetas de £.10.20.100.200 y 1000 1. . marca €Gilsond

Tubes de ensave de 12xT3 mm 13xi0C mn ¥y 18130 mm (PYREXD

Filtrecs Millipere C(HA 0.8 um.D

Microespatulas

Bisturt de diseccion

Fincas de diseccisn

Pipetas Fasteur

Morterc con pistile de percelana

La esterilizasidn del rmaterial de vidrioc y los filtros millipore
se ilevo a2 cabo en e! autoclave a (1.8 Kq/cm’ a 120°C3 durante 20

mdnutes



3.1.1. Eguipc

Petencidmatre (Besimanl digital. Mao-alg 3500
Espectrefolémetrs {(Bezkrmani. Modelo 35

HPLC (Variant?

Balanza analitica TMettler HEIARD

Incubader de agitazidn a teTperatura -castante (Preziziand

Micrecenirifuga para

BaMo de incubacidn =
Agitadcor de Lubcs (WartexD

Computadora vy graf:i:cader (Printa

Al
&
\
]
A
0
%
j
[
-
n
al
-
Bl
I
[
o
4]
-
g
&
4}

Ultracongel ader (Fewcon Freezers

Parrillia de zalentamzentc

Todos los reactives util:izades para la reall

in del presente

trakajo. fuercon de gradc anaill:cs cCe las sigulienties marsas:

MALLINCKRODT : Clorurs de magnesic nexahidratade. y clcrurs e

potasio.
MERCK : Acids etilendiamincteiraacet:ss cihidratade. fosfatc de
sodic cedecansdratade, y scide sussinics.

n
N



SPIERCE . Higrazina anhidra.

SIMA 3licina. acide L-malico, cligomicina, 1odoacetamida.
sulfats de aestreptomicina. cleranfenicel, ¥ F-nicotinamida adenin

Sipuciectido,

2.1.2.2. Preparacicrn de reactivos ¥y scluciones

a enzima malate deshidrogenasa CHDHS utilizada para la
cuantificacien enrimatica de L-malalo fue 2cnada por el M.C.
Pogeli:c PRodriguez, Jde la [Divisisn de estudics de posgradce del
departamerts de bloguimica de la facultad de Quimica de la
Un:iwversidad Nac:cnal Autcnora de México.CPreparacién: Ocheca S,

1555 Malie deh:drcogenase from 2ig nheart In @ Celowick y Haplan

Para la utilizacidn de esta enIima. se efectud una dilucién
1:50%00, la cuai se trabajé en todos los ensayocs para cuantificar

el malato presente en nuesiras ruestras.

Para las diferenies dilucicnes de la enzima. sfe prepard una

wwdratade, adicicnando 1.07 gr.

cefate de sodics dodezal

w
0
b
¢
n
e
»
I
3%
o
by

a 80 ml de agua iridestilada; se ajusté el pH a 7, y
posteriornente s lleve a 100 =i

La saluciédn buffer de hidracmina-glicina que se utilizd para el
nisme analisis fue prerarada disalviendo, 3.75 gr. de glicina.

1.27 ml. <e hidrazina anhidra., 80§ mg. de czlerurc de magnesio

a5



hexahidratado, y 200 mg. de 4cid: etilendramintetraaceétice en BO

ml. de agua itridestilaca. Se ajuste el pH a 8.5 ¥y zse jlevs a 100

ml. nuevamente con agua tridestilada {Hans—Jurgen Hoherstl.

Acide L-malizco 100 mM: esta solucisn se prepars  adiciznande
134.1mg en 10 ml de agua bidest:ilada.

De é&sta misma soluciédn s¢ hiciercn diluvicnes 1:10. para una
concentracidn de 10mM. ¥y a su ver de esta misma 1:1D. para una
sclucion ImM. Utilicando ésta Ullima Comd paLren de comparacisn en

los ensayos para la determinacidn enz:imatica de L-malatos.

fi-nicotinamicda aderin dinuclectide: Se prepare adizicnands 30mg

por cada =l ce agua.

Solucién de hidrexids erte 3M. Egta sciucion

se prepard; acicicnands B.4 gr. de hidréxidc de potasic en S0 =l

de agua.

Solucidn de dcide perclérico BM. Para esta soluciadn se adicionaron

30.83 ml. de acicdo. tomando en cuenta

pureza y su densidad a
22.37 ol de agua, haciends un total de 20 mi. de zz=luz:ien &N de

acido.

Indicador de pH. Se util:irc :nudicager de pM universal. Fere
tambien s wus®d comoe 1indicader de pH el azul de breomotimel,
preparado con 0.1 gr. en 8 ml. de hidrédxide de sedis 0. 02N dilutde
a 250 =l con agua.

El rango de colcracién utilizado para determinar el pH neutrec

a8



fue el zambioc coservado de amarillo a azul turquesa.

Se utilizé también cardbén activado para eliminar la celaracién
cenferida por el i1ndicador de pH a las muesiras en solucidn, Este
se prepard a una concertracidn de 350 mg.~ ml.; centrifugando para

elininar las particslas {inas v mencs pesadas.

redias semillas se uUtilizé una

dic al BYM. Para es!o se hizo una
dilucién 450 del tlangueador comercial Cloralex con 6% de cloro
At vo.

Las s=lucicrnes utilizadas en las incubaczicnes de las aleurcnas
fuercn esteriliradas a 4raves de filtres Millipere estériles Lip
HA 0. 45um de pero.

£! rmaterial de vidrio ¥ el agua tridestilada se esterilizarcn en
autcclave a 1207¢C w 1.8 kg sem® durante 20 minutos.

3.2. Marerial bisizgice

Semillas de trige C(Irsticum aestisum L. var. Tenichi) cosechas
13981 vy 19B3.1984., decradas por Pronase.

en el presente trabajo, fueron

aquellas de coclor diferente, quebradas,
de tamafc pequels, y Bn genera.s. todas las gque estaban infestadas
por honges. Se wtilisd esta especie, por Ser una variedad de trigo
principalmente blande, con la caracteristica de que se puede
aisiar facilmente la capa de aleurcna sin ser afectada durante el

process de obtencien.



F.2.1. Imbibicien de las medias semillas

Las semillas seleccicnadas Se cortaren wwransversalmenle con un
bisturt, desezhands la parte gue ccntenia el enmbridn. Las mitades
de semilla sin ermcridn se esterilizaron con 30 ml. de una sclucidén
de rnugposliorits de sodie {(clerale:s al 8% en un matraz kitazato de
1285 ml. ¥ ccrectado a vacto durante 1S minutcs. Despues de este

dias sem:illas se lavaron © veces con agua bidestilada

residucs del hipocleritoe de scdio;
postericrrente se transfiriersn a zatas Pelri esteériles de 9 cm.
de didmetrs. jue centenian un disco de papel filtro Whatman 2 40,
humedec.ido en 12 mi. <S¢ agua bides%ilada esteril.

Las cazas Petri con las redias Semillas esteéeriles se cubriercn con

papel alyminis para de’arlas embeber durante las <& hrs.

>
sigulentes a Una tesperatura de 25°C.

3.2.&. Aislamientc de capas de aletrcna

Las capas de aleurcna se cbtuvieron de las medias semillas
greviarente incubadas per 24 hrs.. util:zando una espatula plana y
curva de la punta ¥ por presion scbre la media semilla para
2liminar el erdcaperme almideonoso. Postericrmente se lavaron <on
Aagua bidestilada esteril para eliminar los resi{ducs del endospermo

almidonoso v dejarlas o mas limpias posible para iniciar 1la



generall

N4

3.2.3. Inzubacion de las aleurcnas <Proced

Determinacicen de la acidificacian

Oespues de 24 hrs. de enceober las wedias sermiilaz. se
almidén del grano »y sSe cbtienen las aleurcnas Cara sSw postericr
incubacidn., Una vez que se tuviercrn las aleuronas arsiadas se

efectuaron ios pascs sigulentas

a. Se lavd la muestra llcte de 10 2 veces 3 de
medioc dZe snducceidn gue sonsiste er acide Cinlee SmM,

cloranfenicol y estreptomicine Tlug-ml. de zada uno, para prevenmir
la contaminacion microbiana ¥y a un pH de 5.8,
b. Se coleocaren 2 ml. por muestra en <ada malraX;, v Se metieran en
un bafo a ircubar durante ias horas resueridas
¢. Para medir el fH. despues Je terminada la ingucgidn se separod

al madioc de induccion del tejide. y se Jdetermind el pH a cada una

de las muestras, con un potenciomelrs (Bedvmans Jigital <fig.3. 20,
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Medias semtllas
sin embrién

J

dias semillas
desinfectadas

Irbibicion de las
medias semillas
durante 24 hrs. a

Tratamiontoe con 30 nd . de
hipoclorito de sodio al
82 1% min. . enjuagadas
veces ccm agua bidest:l

da egter:}

=
a-

Se transfieren a una ca-—
ja Perrt de 9 en. de
diarelrc, conteniendc un
papel filtro humedesido
con 13 ml. <de agua bides~—
tilaca estéril

2s5°c
{

Atslamiento de
las capas de
aleurona

Capas de aleurcna
listas para la
incubacien

Separacidn del

endosper mo

Se lavan varias veces
cen agua bidestilaaa
esiéril

Figura 3.1 Imb:bicién de las medias semillas y aislamients de las

capas de aleyrcona,
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Adicidn de
[ PO T
inhibideres zom:
lfedoacetamida ¥
oligomicina

L ones
30T

Qurante las nrs
requerida

Lotes de 10 alew onas
despues de la incuba-
1on

G

Separacién del
medio de Lndyl-
cidn

¥
fwtersanacsien del
pH potenciometriva-
ment e

Y

Desproterntzacian
de las msuestras

slon de las
KJestras

Determinacion de
malate

Figura 3.2 Iincubazidn de las aleuron
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3. 3. Métodos

3.3.1. Despreoteinizaciédn de las muestras

3.3.1.1. Med:io de induccién

@. Tomar una alicucta de cada muestra de 0.5 ml. y precipitar las
proteinas <en Acide perclarico BN (B0ul,.2 dejando en hielo durante
25 minutcs.

Y. Centrifugar a 12.000 rpm en la mnicrocentrifuga durante S
minutos a +°C.

<. Separar el scbrenadante (450 ul.) y adicionar 10 ul.de
indicader de pH diluido 1:10 ¥ neutralizar con hidréxddo de
potasio 3M.

d. Clarificar cen ecarben activade (50 ul. > durante 10 minutcs en
hielc y con agitacien, centrifugar en la microcentrifuga por 10
minutes a 4°C.

e. Determinar malats a 28°C por el método de punto final (reaccian

completal.

3.3.1.28 Te:ido Chomogenaded

a. despues de haber separado las aleuronas del sobrenadante (paso
3 del procedimiento de incubacién; ver figura 3.2), se muelen con
Q.78 ml. e acido perclérice 0.6N ¥ se enjuaga el mortero cen
stres O, 78 ml. del dcido. cbleniendcse as? una completa
hemogenizacisan del teiido. Posteriormente se centrifuga a 4°c
durante S minutcs Yy s& sigue el procedimiento como  la
despreleirizacidon del medio de induccidn a partir del inciso g en

adelarte IBergmeyer, 953D
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3, 3. 2. Determinacien de [-malatc por el metodo de punto final

parte en Gha reaccien enl:imatica., esta
reaccitn puede 385 usada para la determinacidn cuantitativa de la
© analis:s enzimitico cel

de gque la reaccion catalizada

es gpracticamente completa. el

resultade puede ser ficilmente
calculade con la avuda de! conosimiento de la constante fisica del

ccef1ziente de extincidn en el caso de

La piridin ccensina abscrbe la iluz a 282 nm, ¥ el estado reducido

fene uUna abscroien

cen un raxamo & 340 nm. (ver figura

Fara la cbzervacien Je la extincisn a 340 nm. la conversion
enzimatica del sustrals S o I, puece seguirse directamente en la
suveta fotemetrica Sih intervencion en el proceso quimico. No

abstante 3: el HNAD acepta elecircnes del sustrate comoe en el

elemplo siguiente Ze la cxidazion del etancl, © si el NADH dona

er., la reduccion <e piruvalo a lactate. las

ideraciocnes zplizadas scn las mismas. La cantidad medida es la
diferenc:ra en extincien 4E.
Etansl » NADS ~w-=---- Acetaldehido + NADH + H®

- mactats * NAD




Nigs

Figura. 3.3 Coeficiente de extincisn ¢
de la longitud de =onda A para MNAD v NADH.

MADPH t:enen las m:smas zurvas { 3

{ Sergmexer .

i
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El mercdc de anal tnvelucra la medida de ia

Joncentracion del ceands una reacscicn esla

o cerca a completarse v puede sclamente ser usade para andlisis

en este %Yraba)c para la determinaciéen de

L-malate ze maza fundamentalzente en Lo anterisormente revisado.

Determipaczien de L -d~rmalats

deghidrogenasa ¥y N

La malice desnhidroegenasa O} 2>  cataliza la oxidacion de

rzctinamida Adenin Dinucleotids (NAD).

« NAD Craloacetato + MNADH « H

El egquilibric de lai reacclon. la cual tiende a la fzqQuierda, tiene

P moles -~ Lt. a 25°C.

una
Los preusnes son enlazades per el usc de un medic de reaccidn
For consigulente la ecuacion basica para el ensaya

espectrofotemédtrice de L-{-2-malate es:

pr=4)
1 -3- - - MNADT - - MDH Hidrazona .
L~{-3-malatcs MNAD Hidrazina ;—uTE—' loacetato NADH



1 meétcds de aral:sis por gpunto final. involucra la medida de la

(4]

ccncentracion del productio o cooproducto cuande una reacclon esta

¥ puede sclamente ser usado para andlisis

este traba)ec para La determinacién de

L-ralate se baza fundasrentalmpente en lo antericormente revisado.

Determinacién de L-C-3-ralats con mal:co

deshidrogenasa v NAD™
La mali:ce deshidrcegenasa < MDH> cataliza la oxidacion de

otinamida Adenin Dinucleotido (NADJ.

{~2malato pecr 3-!

- ————e -
iz L=C=2-malates « NAD Craleacetato + NADH + H

El equil:bric de la reaccion, la cuai tiende a la izquierda, tiene
una Kc de S.J0 = 172 mcies - Lt. a as%c.

Lee przotores son enlaczades por e! usc de un medioc de reaccidn
alcalinc donde el owaloacetato es atrapado como la hidrazona.

Por censiguiente la ecuacison basica para el ensayc

espectrefotemélrice de L-~(-d~malato es:

a2y

e . SRR - MDH Hidrazcna ADH

L-C->-malate AD Hidrazina =m0 Cxalcacetato B .
* H.O



Son necesartas concentracicnes relativamente altas de MADY 3 MDH

para oblener una <2uaniitatividad Yy rapidez sufliciente de la
reaccidn. £l cUrsc de ia reaccidn es segulde

espectrofctométricamente { el incrementc en

leido a 340 nm da la formacidn e NADHD .
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3.3.2.2 Técnica

1. Efectuar la me-cla de reaccién con las concentraciones de

de reactives en cada uno de dos

de agua tridestilada, transvasar

Abs. el aparate. a una longitud

e, pasv 3. nadamas gue en el lugar de

. se adiionan B0 Ll de muestra

déeras muestras probiema.
€, Después de leer ia primera Abs. de todas las muestras (Liempo
Swr=¥; adicicnar T.2 Ll de enzima MLH dilucidn 1:75 (0.i74 WD. a

CLo € arcubar en Lafc Maria a &5 C durante 30 min.. Leer

posteriormernte a la misma leng:tud de onda.
La diferenita de Abs. optenica a 125 30 min. menos 1a Abs., leida a
tiewpe  sero. nes muestra la  <cantidad de NADH presente; por

censlgurente la cantidad de malato tcantificado.
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ra determirar el tiexps en el cual se conpleta plenamente la

reaccron Jpunte finall. durante la determinacidn ehfTimAtica e

L~l~lmalaty; i Logubarcn a 2872 v 5 leyeron a

los tienpos 9w zers. 19, 30, 48 » &% pun., obsarvandose gque a
gartic de los primerss 15 min. de incubacion va no hube camblo en
la Anscorrancia de puestras muestiras .eidas a los 30, 45 y B0 min..
For o gque ze tome el tiemp> Jde 1% min., zoms tiempo de términe de

dar un margen de mayor seguridad se amplie el

.. incubands per ests las ruestras a 28°C » durante
el tiempo de 30 min. .

En otre experiments se efectuarsn warlos contreles con el (in de
sbserwar 3 habla algun zambio significativo en la Absorbancia, ¥
mprobar a la wvez si kabla un exceso de reactives realmente para

la derecha. y ademnds si algunc de

ttante.Fer o tanto los ¢ontroles

£i. Mezclae de reactives I1sin malalo pero con enzimal

ed. Tepues de terninar la reaccidn adicionar malatc en
cencentracion conocida

A3, Lz muisne perc en el lugar de adicicnar malato. adicionas HAD

en concantrac.an cononclda

shterides se cobsarvd gue en leS 1NRC1sSos a. b oy
2. ne hubo caenbie siznificante en la Akserbancia., pero si en el
ifc1sC o; pues al adicicnar malats despues de habker terminado la
reaceicn, a6 delectt un <7 de incremente en la Absorpbancia; le

gue nmuestra gue ternemos un 474 de excess de NAD y reactivos para



desplazar la reaceién hasia la derecha.

Per otro lade » con el fin de

L-{-Ormalate gue se

hiJ

efectud una curva de calibraclaon Jde ralato v se compard zon las
Abserbancias Lterer para cadia una de

las concentr < % SuEtituyende cada uUnha Jde estas en

la ecuacidn :

Por 1o tantco

sigulentes concentrasicnes,

£.9, v 2.0 mM. chlenlendcse

figura 3.4, y que se enlistan

(Malatc] Abs. Abs. % %

mM obteni da srtenido eremedic
o.2 0.1135 S.1244 si.23 N z2.83 )

2.4 0.2418 0. 2488 7. 8

c.8 C.3335 2 T &5
0.8 0. 47ES &, 4978 93, 85

1.0 0.5895 2.622 Se. 38 J

1.2 0. e85 0. 7484 S1. 77T 3

1.4 0.7535 0. 8708 312

> 30.28

1.8 ¢. 853 0. 5952 83, T3

2.0 1.101 3248 BE. 50 A

De los resultades cblenides chservames gue el metode de punto

final, nes cwantlifica en promedios el 3% del

. al de nuestira

muestra hasia una concentracidn de 2.8 =M, y un &2

a partir de

0.8 a 2.0 mM Cver fig. 2. 42.



HCERTRACION DE WALATO
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Lotes Ze 10 capas de aleurona fueron incubadas en 2 ml de medio de
tnduseidrn centerniends; suzcinate S M, S0 ug-m! de estreptemicina.
¥ 5C ug-ml de cloranfeniccl durante un titemps de 4 hrs. y a un pH

de 8. A3 final:zar la :ncubacidn se separarcn el medio de

terido. esta dliimo fue homegenizado y ambes
2 3 3
desprcoteinizades. En las soluciones resultantes se cuantificd el

malato cen Malato Deshidrsgenasa.
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ZAPITULO 4. FESULTADOCS

4.1, Cinéticas de acidificacidn ¥ secrecidn de malato; la relacidn

existente entre ambas,

La realizacién cde las cinédticas de acidificacion y secreciédn de
malato. fueron efectuadas mediante la incubacidn de varios lotes
de 10 aleurcnas. cada une con 2 ml. de medio de induccidn y a una
temperatura de 25°C durante los pericdes de tlempo que se muestran
en las graficas. Al términe de cada uno de estos tliempos, se
separéd el med:io de induccidn del tejido y se le determind el pH
con un pdtencidmetro IBeckmand digital, procesando el tejido para
su homogenizacidn v determinacién de malato come ya se describid
en la seccidn (3.3.1.0 incisc OfD.

En la elaboracien de est.cs experimentos se utilizé un bafo de
precislon cen agitacidn constante, en el cual se incubaron las
nuestras.

Los resultados obtenidos de éstos experimentos para cada punto,

sen @l producto de por lo mencos 8 cbservacicnes.

En la figura 4.1. se =muestran ios resultados obtenides para la
sineética de secrecion de malate en tejido Chomogenadod, medic de
induceidn. ¥ malatc total. En ella se cbsefva que enh el tejide
Chomogenade? ne hay cambio en la concentracién de malato
manteniéndocse constante durante todo el tiempo. En canblo la

cantidad de malato secretada al medio de i{inducciédn por el tejldo.
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FIGURA 4.1 CINETICA DE SECRECION DE meLAT0 POR
DE ALEURONA AlSLaDAS DE TRICGO

6l et
5 4 —
c - -
S st b o ]
5 P ° ‘
[ o L~ L
[s] 4+ -~ e ‘l ® namysgeraan
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LA © Tadiy g indumdion
= i &
\m- A9 midinta tatal
o
[}
&
3
b P S
— v b -
3 + : J
+ + + + + +
12 e 200 4 2 3D E;

tismpo de incubacion (h)

Lotes de 10 capas de alesurona fueron incubadas en 2 ml de medio de
induccidn conteniendo; succinato § mM, SO pg/ml de estreptomicina,
y S0 ugsml de cloranfenicol durante los tlempos indicades y a un
pH de 8. Al finalizar la incubacitn se separaron el medic de
induccidn y el tejido, #ste dltimo fue homogenizado y ambos
desproteinizadaos. En las soluclones resultantes se cuantificéd el
malatc con Malate Dechidrogenasa. Cada punto es el promedio de por
lo penos © observaciones, representado con su desviacién estandar

macttante barras,
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-as ceondicicrnes e~perimentales fuercn las nismas que las anotadas
en ia Ifig. 4.1), so5lo que al finalizar la incubaclién y separar el
medio. a ¢Ste se le determind el pH con unp potencidmetlro digital,

resultados para la cinética mostirada en esta
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4.2, Efecte de iones Ky ca?” sobre la acidificacisn Yy seécrecldn
de malate.

2.

Para observar el efecto de iones ¥ v Ca sobre la acidificacidn

¥ secrec:an de malato provocada por la capa de aleurcna de 4rigo;
50 efectud el experimentc, en las mismas condiciones dadas para la
cinét:cas de eéstas. Zsto es: Se incubaran lotes de 10 aleuronas
con & mi. de medic de 1nduccidn ¥y a Una temperatura de 25°c .
durante 4 y 24 hrs. La Grica madificacidn efectuada al medic de
induccion utiitzado en las muestiras., fue la adicién de cloruro de

potasio 20 y 100 mM a unes ¥ Jlioruro de calcic 10 y S0 mM a otras.

nestrandose los resultades en las figuras 4.3 y 4.4,

aficadcs en ja figura 4.3. se

0

Ve

puede chbservar gque, en las primeras 4 hrs. de incubacion, el K a
Una ccnhcentralion <de 100 mM presenta una cierta lnhibicien de la
secrecidn de nmalate ¥ que en el hecmogenado parece haber una
acumviaciin Jde éste, comparandele con les resultades de la
zinetica de secrecion de malate fig. 4.1), cuyos valores

consideradss Zomo ccohircies son de 1.52 umocles~10Q aleurconas para

el medioc dJde :induccidn, v de 0.53 urcles~ 10 aleuronas para el

mogenads. Para los valores de Ca't 10 ¥y 50 mM en el medic de
d.zgicn. parecen no tener efecto impcortante sobre la secrecion
de ralat:, feoro en el homogenads se chserva nuevamente una
acumulac:sn de éste. stends mas marcada con K& 20 mM.

En relac:idr a la incubacién durante Z4 hrs.:; y en base a los
cesultados soteradss en la zinédtica de secrecidn de malato, que

sur Ze <.93T umeles L0 aleursnas para el medic de induccién., y de

4€
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Flgura 4.3 Lotes de 10 capas Jde aleurcna fueron trcubadoes en & ml
de medlio de induccidn centeniendc: S92 ug ml de estreptomiliina. S0

ugeml de cloranfenicel. 5 mM de zycsinats -

I
"
-
Iy
"

congentracicnes indicadas de T4

incubacion de las muestras se realizd & 4 v 24 hrs. Al finalizar
la incubacién se separarcn medis vy tejide, éste ultime fue
hemogeni zade y ambos desproteinizadeos. En la saluzidn resultant

3@ cuantificd el malato <uin Malato Deshidrogenasa.
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1cnes experimentales fuercr las mismas que las anotadas
Lra +.3. sdlo que al finallzar la incubacion y separar el

25te 3¢ le determund el pH rton un potenciowmetro digital.,

.

strandcse lcs resultados cbienides en dsta figura.



0.58 umoles,10 aleuronas para ¢ homogenad>

que hay una inhitbicien sole com K 300 mM en

¥ en el homocgenado se presenta

chservandose TAS notoriamente a UNaA concentracion de K ZC mM, For

lo Lants se obhserva Que en el

malatc a las 4 ¥y 29 hrs. de o
la secrecidn de malato del M
de ¥~ a las 4+ y @4 hrs. respectivamente.

Con respecte a la agidificazidn {fig. 4.3, s5e zhserva un efesuz
inhibiterio del B y 3€%, comparanic la muestiri aanirol i ApH

e .72 y 1.3

Ly
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respectivarente fiinet:ila Je

agrdificacidn

y el oablenide rFara

mlamcs Liempes.

De la muestra correspondiente al medio Je

incubada durante 24 hrs. . 02 se puds cbtten

4.3 Efeste e iones K 3 Na© o scbre la aciasficaciin v

malato

En este experiments s5e uUliliTatoh Soncentracicnes crecientes Jde ¥
v Na’ {niclande desde O hasta 150 =M para cada uno de elloes.

Las condicicnes en cue se realllid el ewxperipe

e las empleadas

B

acirdificacien y secreciin de falavo. La wunita medificacisn

efecltuada,. come en el ewperimente antericor fua rsalizada en

medic de induccidf de las aleurcnas. a. fual Se adieionarsn las

de iones GUe se muestiran en las Yig3uras 5.5 ¥

4
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Se :ncubarcn lotes de 10 capas de aleurcna en 2 ml de medioc de
induccien conteniends: S50 wgorml de estreptomicina, 50 pg-/ml de
sloranfenscol. succinato 5 mM v con las concentraciones de X" Y

2" que se muestran en lLa graftca. La incubacion de las muestras

se realize durante § hrs. Al finaltzar la incubaci¢n se separaron

¥ tejido. honogenirandoc éste Ultims y desproteinizando
ambsz. En las soluciones resultantes se cuantificd el malato con
Malato Deshidrogenasa. La inhibicidn se expresa como el porcentaje
de la secrezidn 2on respectoc al centrol del experimento, el cual

consta de 1o misme pero sin K v Na~.
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Las condicliones experimentales fueron las mismas que las anctadas
en ia figura 4.5, unicamente que al finalizar la incubacidén y
separar el medic de induccién y tejido, se determind al primero el
PH con un potenclidmetro digital., mestrandose en ésta figura los
resultadss obtenides como el porciente de L(nhibielén de 1la

acidificacidn ¢on respecio al control experimental.
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respectivamente; e incubtadas con este medic de (nduciion por un
tiempo de 4 hrs.

De los reszultados obtenidez ¥ Iraficades. e sbser sa gu=2 hnay un
efecto inhibitorio constante en la secrecion de malate =nforme la
concentracicn de ¥ wva silende maver 4 la conzentraziin de MNa® va
disminuyendo; presentando una maxima i1nhibicien <Zel B3.383% con K
a 150 mM en el medio de induccidn. También en el homogenado sucede
le mismec perc en mencr propercisn, presentandcse un efesta

inhibitoric del 484 (fig. 4.5

Para la actdiftcacaon similarmente se observa un efecto

inhibiterio constante conforme aumenta la zeoncentracion de
dismtnuye la de Na". Stn erbargo gresenta Una maxima trhibdleiadn con
KT 180 mM de 85.43% con respectc al contrcl del! experiments {fig.
4.8>; lo que sugiere que oi K a Una concentracion mavor de 100 aM
presenta un efecto inhibitorio scbre la acidificacicn.

Por otro lade se realizd olre experiments con icnes K7 v Na~ pero
con concentracidnes Jde C a 75 mM del primerc y <o T3 a O dJdel
segundo.

En la figura 4.7 sze muestran lcs prenedizss de dos experimentos.
presentados como el Pporcients de inhibician de la secrecidn de
malatc con respecto al control oxperimental.

En dsta graifica. observamos que hay un efectlo inhibkiterics de la

secrecidn de malatec en el medio de jnguccidn praczticamente

constante desde K° 1S =M, hasta ¥ TE mM. habiende una diferer

de un s£.5% ¥ un 4

entre ambcs valcres de
respectivamente que na es 31gnificatliva.
En el homogenade no hay :nhiblcién aparente de malatlo. pues por el

cecntraric parece incrementarse la cantidad de e3te. con respecis



al control experimental. Por otro lado. en la acidificacidédn el
efecto fnhibiterio presentado parece ser censtante, observandsse
un valor del 35% para el maximo efecto inhibiteric obtenidec a la

concentracion de 15 mM de K~ (fig. 4.83.
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candiciones experimentales fueron las mismas que las anotadas

la figura 4.5 Los resultadoes son el producte de dos

exgerimentos realizados por duplicads, ¥y se presentan como el

porciento de inhibicién de la secrecicn de malato con respecte al

contral experimental.
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4.4 Efecto de manitel scbre la asidificacien v 3ecrecion de malatce

Este experiment> se relizo <on concentraciones e xanitol de ©

hasta 300 mM zontenidas com antericres 2n el

0
o
J
-
0
[0
2
Y
]
el
o
Bl
®
]
2
0
n

medio de induccion (2rl) por mueitra.

la

Los resultadcecs graficades npuestiran Jue ne hay :nhibizzidén en
maycrla de les dates » que en el medis de ind

gue se inhibte es a 3200 =M de manital

acidificacién ‘también se observa gue no

ergepcien del un:ic punts a 25 oM de manitel. Ionde se nota una

pequefa inhibicidn; pero parece gque en la marorla de l1os alores

hay un peguel .ncreme:n
induyceisn v en el homogenads; 1o GUe SUSLere Cha acumulal:idn de

ralatc en el teiidoe, oh-lamente Iomparando  fon reIpest> al

central
En la a:rdificaerin les Vaiire: no varliar
significativamente ccnh respectte  al < alcores chtenidas

para la cinédrica de acidificacién (fig. 4.:05.

En base a e3t<s resultades, se puede 2wcic gue el efecto de
manitcol scbre la acidificacidn y secrecicn de malate ns presenta
inhibicidn » gue el =fectv znhibriar

y Na~ es debiao a ia fuerza i

os~ttica: pues el man:tcl es una

inhizicidn de és.os fendmencs.
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Lotes de 10 capas de aleurona fueron inzubadas en 2 ml de medio de
induccldn centeniendo; succinato B mM. SO ugs/ml de estreptomicina
¥ SC ugsml de cloranfenicel., con las concentraciones de manitol
mostradas en la figura. La incubacidn de las muestras se reallzd
Z2urante 4 hrs. Al firalizar la incubacién se separaron medio y
terids. é&ste ultimo fue homogenizado y ambos desproteinizados. En
las scluziones resultantes se cuantificd el malato, con Malato
Deshidrogenasa, mostrandcese los resultados come la cantidad de
malate sectrelada con respecto a la concentracién de manitol. Los
resultadecs scn el producto de dos experimentcs realizados por

duplicads.
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Las condiciones experimentales fueron las mismas que las anotadas
en la figura 4.9, sd&lo que al separar el medio y el tefjido, =se
delerming al pramere el pH <on un petencidmetro digital,
mostrandese 123 resullados come la diferencia de pH con respecto a

la concentracion de malato.



4.5 Efecto de iodoacetamida scbre la acidificacién y secrecion de

malato

En éste experimentc se observa que hay una gran inhibizsisn en la
secrecién de malatc, en la acidificacion vy aun en el propic
homogenado Cfigs. 4.11 y 4.12), dejands ver claramente el efecto

inhibiterie de la icdocacetamida scbre la secrezidn de malats hasta

en un 100%; notando también gque a partir de una concentracidn de

0.1 mM de lodcacetamida la inhibicién de la secrecidn es maver del
S50%.

Por otro lado en la acidificacién se chbserva un efecto inhibitorio
de practicamente 100% a una cocncentracion de ;cdpacetamicda de 0.5
mM. Por lc tanto una observacidn importante parece ser, que la
inhibicidn de la secrecién de malats y de la acidificacin son
afectadas similarmente en cuanio a su poercrente de 1nhibiciédn por

efecto de ifodoacetamida.

=



FIGURA 4.11 EFECTS DE IQCORCETAMIDA SOBRE La SECRETICH
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Se incubaron lotes de 10 aleurcnas con 2 ml de medic de inducecidn
incluyendo las concentracicones de lodocacetamida indicadas en la

figura. La incubaciédn de las muestiras se realizé durante 4 hrs. Al

finalizar la incubacién se siguis el mismo procedimiento va

mencionado en las figuras anteriores. Los resultados se presentan

como el porciento de la inhibicidn de la Secrocidn con respecto al
contrel experimental. Estos resultados son el producte de dos
experimentlos realizades por duplicado.
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FIGUIRA £ 12 EFECTO DE IODOACETAMIDA SOBPE LA ACIDIFICACION
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l.as condicicnes experimentales fueron las mismas que en la figura

<.11. igualmente determinando el pH con un potenciémetro digital
despues de la incubacidn de las muestras., Los resultades se

myestran como el porcientc de la inhiblcidn de la acidificacién

<on respecto al control experimental.

61



4.6 Efecto de oligomicina sobre la acidificagion y csecreciin de

malato

Para é4zte experimerto se utilizaron concentracicrez de olizomicira
de 0 hasta 2 uyg/ml, tal como se muestra en la (ti13, 4.13), ¥y &n la
cual se ve claramente el efectc 1rhibitoria Frovecade por la

oligomicina scbre la secrecion de malato. alcanzando un 77.%7% a

una concentracien de 2 ug/ml; vy un 61.6 ‘a el homogenado a la
misma concentracioén de cligomicira.
Por otra parte la ac:idificacidn presenta un efgctc inhibitorio gei

B84.42X a la misma concentracisn de 2 ug/ml (fia., 4.14): y aurque

se presenta un poco menor =l efecto 1nhibiteorio de la oligemicina

en comparacidn corr la 10doacetamida  sobre la azigirfizacion Y
secrecicn de malato, se& obServa due el efecto irtatatorico de la
acidificacien por cligomicina @5 maycr Que ef efecto inhititorac

de secrecidn de malato por el telido, segun ss muestra en les

resultados obteridos (fi19s. 4.13 y 5,.148),
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Lazs condicicnes experimentales fueron similares a las de la

figura, 4.11, s¢le que en é¢sta figura se presenta para

resultades son el producto de per lo menos 8

chser Yatlenes.
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Las mismas condiciones experimentales que las de la figura 4.12.

s6lo gque en ésta figura se muestra para oligomicina.
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CAPITULD S. DISCUSION

S.1. Cineéticas de acidificacidn y zecrecidn de malato; la relacion

existente entre ambas.

En los resultados obtenides y graficados en la figura 4.1,
observamos que la secrecion de malato al medio de 1induccion se
incrementa conforme transcurre el tiempo de incubacion: no
sucediendo asi en el tejido (homogerado). pues practicamente
permanece constante. Esto sugiere gque =21 tejido =sta sintetizande
¥ secretando malato al mismo tiempc, observandote claramente, que
en el tejido (homogenado) no hay acumulacian de malato. Y s5€
conserva constante la concantraciom de este durante todo =1 Liempo
de xéncubacxén.

Con respecto a la acidificacion, se puede ver que hay desde =2l
inicio de la incubacion, un ingremento &rn la acider del medic de
induccisn, enfocandonos en el tiempo de 32 hrs.; en donde se ve
claramente que hay un ligereo incremante en el pH, =in afectar
aparentemente la secrecion (ver figs.4.1 y 4,2). como  si éste
tendiese a regresar al pH 1nicial. Mis como en los exrFerimentos
realizados no seguimos POr mis tiempo ésta cinetica, desconocemos
Por consiguiente en que valor ze mantiene finalmente el pH.Por
otro lado se encuentra también que: conforme e va dando la
secrecisn de malato, similarmente =& va acidificando €l medica; lo
que sugiere, que al mismo tiempo que Se secreta malato  tambiae

estan saliendo H', como lo muestran los resultados mencionados en

la seccidn 4.1 y cuya relaci1sr aproximada 3 de 1. H por

£



cada malato respectivamente. Sin embargo se ha vizto tambien que
la pared celular de la aleurona posee capacidad amertiguadcra vy
que aunada a la capacidad amortiguadora de log Jacides (malico vy
succinico) presentes en el medio, incrementan la cartacisn de H,
Por 1o que la relacion malato-proten puede ser razlments de 2:1,
1o que sugiere Que el mecanismo de la acidificacion se debe a la
salida de acido malico.

2+

5.2, Efecto de iones k™ y Ca sobre la aciditicacidn y secrecidn

de malate.

De los resultados obtenidos en los experimentos con los iones by
ca®’, observames que el unico que tiene efecto sobre la
acidificacidn y Secrecidm de malate es K a una concentracisn de
100 aM, pues el GCa’” no tiene efecto inhibiteric aparante coma 32
muestra en los resultados. Sin embargo una observaciédn importante
con respecto al efecto inhibitorio del K* es: que de acuerde a los
resultados, conforme transcurre el tiempo de incubacion, la
inhibicién de la secrecion de malato y por consiguiente también la
acidificacién se va incrementandos come se observa en al
porcentaje de inhibicion obtenido para cada uno de 1os tiempos dJde
incubacion, 4 y 24 hrs., (secc.4.2),

Otro resultado de gran 1nterés: es 3ue en el tejiao {(homogenado)
se observa una acumulacidn de malatoe en comparaciédn <om 1a
cantidad de malato obtenida en 13 cirética de secrecidn ds é&ste 3
los mismos tiempos de incubacion (figa, 4.1).,

Estos resultados sugieren que el K puede ectar penetrande a  la

célula conforme pasa el tiempo., v regsulande de ésta manera el



egquilibrio de cargas dentro de la «élulas favoreciende as! que la
salida de malato sea menor y que la extruccidn de H™ dismiruya, lo
que explicaria la bala corcentracidn de malato encontrada en =21
medio de induccidn y la acumulacion de éste en el tejido
(homogenado). AR la vez tambien, el efecto 1nhibitorio dz  1la

acidificacion conforme transcurre el tiempo.

5.3 Efecto de 1omes K y Na® scbre la aciditicacisan y secrecier da

malato

En ¢ste experimento se vuelve a notar el efecto inhibiteric <Que
tiene el K” sobre la acidificacion y secrecion de malate: pues de
acuerdo a los resultados hay una inhibicion creciente conforme
aumenta la concentracion de XK' y disminuye la de HNa':s  aunque se
observa tambiéen, que el Na“ tiene efectoc irhibitoric scbre Ia
secreciédn de malato v la acidificacion en forma similar  al [
(figs. 4.5, 4.6).

Al parecer la difererncia entre el efecte innioitoric del Na®  en
comparacion con el de K mo es significant:  Segur  muestrz  la
figura 4.5, lo que sugiere Jue ambos 1ones  estan  provocando  un
afecto inhibitori1o sobre la acidificacidn y secrecidn de malato:
sin embargo. el K  tierme un efectc de i1rhibicion mas marcado sobre
éstos fendmenos, como se puede apreciar a la concemtracien d= 1S5S0
mM de K (fig, 4.5).

Otra observacisn con respecto a la cantidad de ¥ y zu <=fecto

sobre la acidificacién y secrecisn , ce& Rracenta en éste

experimento; pues comparandc el antericr esperiments com K100 mm

(2ecc.5.2), se encuentra Que en &£ite el porcentee de inkbicion

&7



se incrementa a 89.99% en la secrecicn de malats vy AT.33% pars la
acidificacion, a 150 mM de K en un pericde de 4 Hrs.de
incubacidn, Estos resultados nos sugieren por la tanto,  3ue el
efecto inhibitorio de éstos fercemeros se incrementa al aumertar la
corcentracion de 10res K.

€n ctro experimentor realizados zimilermernte al anterior  con
concentraciones de K~ de 0 & 7?5 mM y Na  de 75 a O mM, 52
encuentra nuevamente una 1NHIRICIYN constante en la secrecion de
malato, ro sucediendo ast en el tejidc (homogerade): =n el cual se
ve ligeramente incrementada la cartidad de malato zon rezrecto  al
control experimental, lo qus i1ndicarta 3ue se estis scumulande el
malatc en el te)ido, Esto refuerza el comentario efectuado en  la
{secc.S.2) para éste efecto.

Un detalle clarc 25, <que el maame efecto inhibitorie de  la
secrecisn de malato al medic de 1nduscisr se da a 75 mM de &7, ¥
le sigue 13 mM de K°. MAs ern cambio en la acidificacisn al  maxino

efecto inhibitorio se da & 15 mM de K7 le cual

no concuerda con el resultady masamo & teribacisn
de la acidificacicn, de que fuera a 75 ™M de K, Estc puede
explicarse por la gran variacidn de los datos; por I que cseria
conveniente glectuar el experimento fFoniendo el mayor cuidado
Posible ya que es muy sensible 21 sistemas para corn  esto  obtener
me)ores resultados y hacerloss comparativozs con (os aoten1doss wa

aue los resultados rresentados son el producte de  al  mencs 5

observaciones para cada punto, perc derectands uns @rarm Variacisdma.



S.4, Efecto de manitel sobre la acidificacidem vy secrecidn de

malato.

De los resultados discutidos en las secCiones 5.7 vy S.3%, surge 1z
necesidad de comprender &£! efecto 1rmibi1torio provoscads en i, sor
los iones sobre la secracidn de malats vy la acaidificacions pues on
estos experimentos hemos visto gque =1 K Y Na~ 1nhiten ambpcs
fensmenos.

Al realizar éste experimento comn marmtoel y  dabide a aue  2ste
molécula no posee carga alguna, se puede apreciar 3ue la secrecidn
de malato y la acidificacion no sufren sigrnificstivamente alaun
cambio; comparandolo obviamente con los controles de las cineticas
rezpectivas (f19s5.4.% y 4.10). Por 1o tanto los resultados
obtenidos sugieren qus ¢l efecte de inhibicion Provocads por lo=
iones es debido principalmente a aTects per fusrza 1dnica, 21 cual
se aprecia de forma mas marcada con K' & concertracicnes Mayores
de 100 mM (figuras 4.5 y 4.8, ya Que por  abajos  da eztaz
concentracionss, ]l efecte de 1nibizidin Practicerente (=34

constante.

Z.5. Efecto de 10doacetamida =zobre la aciditicsciln y secrecian de

malato.

De axperimentos precliminares realizados en =i leborararica. ze  Fa
visto que el fendmeno de aciditicacier por capas de aleurona
aisladas de trigo: 2:c dependiente d= Jlucosa, pues al  Incubar

lotes de 18 aleuronas durante un p2riddc de 23 hre, lavar y volver

a 1ncubar 2n madio de andutcioen  fresco. se  ohzarve  3ue L]

o
0



capazlidad de acidificacion por la capa de aleurona disminuia. Sin
embargoe al adicionar gluccosa al medio de induccidn, las capas de
aleurona recuperaban el 1007 de su capacidad de acidificacion.

Con sustancias como la i1odoagetamidas la qual inhibe a nivel de la
enzima  3licaraldehido 3P deshidrogenasa, catalizadora de 1a
reaccion de 3Jliceraldetnde IP & 3P glicerilfosfato vy Por
consigutents la contirmatidn de la ruta de la glucdlisiss se
obtlene una inhibicidn de la secrecion de malato y acidificacion
por la capa de alaurcna aislada de trige, de practicamente un 100
fver figs. 4.11 4.12). Estos resultados sugleren que la cantidad
de malato que se ests sintetizando en el tejido {(capa de alewronal
pProviene g2 ésta ruta y si se 1nhibe ésta, se detiene la secrecidn
de malatc y también la acidificaciédn; lo que 1mplicaria que ambos
fen2menos dependen de ¢3ta via, FPor otro lade =i se irhibe la
Flucsliz15, afecta al cicleo de Hrebs ¥y por consiguiente la cadena
recpiratoria. For lo tanto s1 se detiere la cadena respiratoria no
hay fluje 2lestrarice y Por consecuencla se 1nhibe la extruccion
de H'. Estc podria explicar la i1nhibicién de la  acadificacidn en
nuestro sistema.

Las evidercias sugeridas ror Northcote (1977). wmuestran que la
arytrucciun activa del protén en el plasmalema  es actualmente
reconsc1do como el mejor transporte activo en células de plintas,
zon un papael en la regulacidn del pH y un namero de funciones

Ttandariaz,

Hay evidercias en ambas. directas e indirectas para un transporte
senzrante  en alaunmas  celulas de rFlantas, vy es actualmerte
corziderads como ura profiedac basica de todas las células de

Flantas, Cuya actividad =g escenclal sara la funcaidn celular,
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La evidencia directa vienz de la observacion de la acidificacién
del medic. al parecer de un gradiente de potencial electroguimico
adverse fara la extruccion del protdén © algun valor creible
asignade al pH citoplasmico.

La evidencia 1ndirecta viene del comportamiento eléctrico de 1la
membrana vy la evidencia para un Proceso de transporte
alectrogénico metabdlicamente potenciade transfiriendo cargas
Positivas hacia afuera de la célula.

En la ausencia de alaurm otro candidato disponible para la
transferencia de carga, el pH depende de los procesos reforzando
su 1dentificacidén can una bomba de extruccidn activa de protédn.

La existencia de tal transporte electrogénico en un rango de las
ce¢lulas de plantas fue demostrado por Higinbotham (1970) vy
revizada por Higinbotham (1974), Slayman (1974) y MacRobbie
(1497%y,

L.a cersecuencia de estos procesos es el establecimiento de un
rotencial de membrama mas negativo y el mantenimiente de un
aradiente de rH a traves del plasmalema es comurmente del orden de
100 mV (nesativo adentrol), y el potencial de membrana de -200 mV
PGSO Mas o mencs aue 21 obtemido en consecuencia de la extrucciéan
del proter,. Ararece por lo tante que un transporte ATP-asa esta
irvolucradeo, con la erergla para el transporte del protén derivada
d= la tndrdlisas de ATP.

Spatwilck (1974, sugirere Que el movimienta de protones controla
el potencial de la wmembrana en celulas de Charggean como un
resultade de la cperacitn de la bomba de extruccien activa de
Froton deperdiente de un voltaie., la cual provee la mayoria de

2=peciet 18micas cargadas err el plasmalema.
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La carga transferida cerd balarmceada por 21 flujo pasive neto,  de

las cuales el flujo de K~ puede ser la mayor parte. El balarce de

pH puede ser logrado salamante por Froceszas tendisntes a
H® dentro, cualquiera de las dos reacciones bioquimicas tales come
la sintesis de acidos crganicos para los procezos de transeorte en
membrana tales como el flujo de H, por coctransporte nterna  de
H” con algun otro solutc. o por cambic de  OH  interne  pPara  ue
ani1sn evterro.

Se sugieren dos caminos Por los cuales este medic ha si1do logrsdo.
En uno, el balarce de cargas ec logrado par =l fluje de t, puzsto
que el cambio de £17 - OH (s H C17 en un coctranzeorte trternc)
et responsable del limite del gradiente de pH: &l resultaoco neto
es responsabllidad d= 1as cantidades equivsalentes de ¥* y C17.  En
el segundo, por la acrtivacisdn de fosfoencl piruvatoe carba>1leze

(PEP), donde el OH &5 removido intsrnamente int=s1s de

Acidos organiTos para generar ovaloacstata, y de ahl malate 2 un
acido orgamco alternativo,

Estas evidencias muestran que el mecarizms fFrobabls: de ia
acidificacien del medio en rwestro sistems puede ser la saliode de
Aci1do malico. vya qgue tomandce en cuenta las <consideraciones
anteriores para la e-truzcién de grotén, ce ohzarva  uni aran

samilaridad del procesc de sintesis Jde¢ acidcs

procesos da transports en membrana tales como =1 flujo de H, cory

los resultados obterndos en nusitros P imentos,
Otra ruta alternativa quae podria  furciomar en  ausencta de  la
glucelisis como via de suministro Fara la formaciin da malato e

incluso de carbomidratos, es =1 ciclo del 3lioxalatos madianm

Bl
n

=1

cudl durante la germiracidr de las zemillz:z 1oz acigos grazcoz Ton
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utilizades —emc fuente de energia vy también en la transformacion a
carbehidrates por el procesc de gluccneogénesis., que requiere de
las centribucicnes de los glioxisomas. mitocondria y el citosol

CHess. 108803 (fig. 5.13.

5. 6. Efecto de oligormicina scbre la acidificacién y secrecién de

malato,

Una observacion de gran importancia tealizZada durante el
desarrollo de la incubacién de las capas de aleurona fué, que al
detenerse la agitacidn de las muestras en el bafo de incubacién,
no habla acidificacidn ni secrecidvn de malato al medio, lo que
tzzlicaba que e! telido requeria de una aereaclén constante.
Hikola v Virtanen (16BlX. efectuaron experimentcs &n los cuales
muestran que., al :iniubar lotes de capas de aleurona de cebada en
condiciones aercbicas. obtentan secrecion de H' y lones malato en
diferentes medios de incubacidn y ajustando el pH inicial a 5.4,
disminuyendoic de 3.5 -3.7 en 24 hrs. Si embargo cuando la
aereacion fueé reenplatada por burbujec de Nz‘ el pH del! medioc se
incrementaba lentamente ¥ muy poco malato aparecia en el medio de
induccien {Mikela, 18813,

Estus ewidencias nos sugieren que los fendmencs de acldificaclédn y
sSecrecidn de maiavd pueden depender entonces de la fosforilacién
sxidativa. va que al privar de osxigens al teltdeo, éste disminuye

la acidificacidn ¥ secrec.on de malate.



Por otro lado. el conocer al efecte debido a oligomizina  sobre
éstos fendmenos adquiere gran 1mportancia, ya qQue la aligomicing
pertenece & una =lase de agentes i1nhibidores de la focforilact o
oxidativa o inhibidores de la formacicr de ATF {(Lehninger. 12&2),
¢ste tipo de agentes 1mpiden tanto la 2stimulacisn del consumo  de
oxigeno por el ADP, como la fosforilacism del ADP & ATF. San
embargo ¢stos agentes mo inhiben directamente a cwalauiera de los
transportadores de electrcnes de la caderna respirateoriad en  lugar
de ello i1mpiden &l mecanismo de feormacion de ATP  que utilice el
intermediario de energia elevada, < sea el eztade producide por 2]
transporte electrédmeca. A consecuercia de ellc el transrorte
electramco no puede continuar, a mencs que te utilice vy ConsLima
el 1ntermediario ¢ estado de 2nargia elevada.

Los resultados obteni1dos en nuestros exgperimentos debida al efecta
de oligomicina sobre la acidificacicrn y fecrecion Je malato,
muestran una clara 1nhibicidn de estos fenomenocs Qe va desde wn
60 a 78% en cuanto a la secrecicn de malato y Que aparentaments se
va incrementando conforme aumenta la concentraciosn de <lisomicira
tver fi9, 4.13), Por otro lado, 2] afecto irmmabitorio de la
acidificaci1dn presenta un  porcentaje similer, aurque un (=YYl
mayor, pero cCuya difererdcia roc g sigmitrcative (fira, 4.14), Estos
resultados y evidencias presentadas, corraboran la Jdependsniia
ener3atica de los fendmenose de aciditicazisrn y cecreciir de
malato, ademas sugieren Sue tales fendmences reguaeren  de la
oxidacien de la glucosa rpara llevarce a cabo.

Hasta aqui los resultados presentados twusieren que €] efecto de 1

@

acidificacicon es un proceso fisicles que favorece de esta

manera la hidrolisis de reservas (ver tabla ©
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Tabla S.1 Efecto del pH en la solubilizacidn de diferentes

componentes del endosperms almidonoso de trigo (Hamabata, 1088).

Almiden®
pH ca*e Protetna® soluble
PO . o - =
8.0 1.28% C.19 3.85% 0.38 B8.008% 0.48
5.0 2.87= 0.34 5.15% 0.45 B8.44% 0.27
4.0 3.47* 0.38 5.2092 0.70 18. 422 0. 40
3.0 4.73+ 0.19 S.22* 0.21 22.37: 0.50

°ca®’y protetnas fueron extraidos de 25 endospermos bajo agitaciodn
scontinua durante cuatro horas, a 25°C, en 5 ml. de acetato de
sodiv 50 mM come buffer al pH indicada.

YE! almidan soluble fué exiraido de 20 endoespermos homogeneizados
en 10 ml. de buffer de acetatc de sodio 50 mM hirviendo, al pH

indicade., duranmte S min.. Los valores son los promedics del

dupliicado de tres experimentos : SD.



¥ya gque coms se ha visto é¢sta acidificacién alcanza un valor en el
pH de 4.8 en 24 hrs.; lo que puede explicarse similarmente al
zomparar lo reportado en cebada para varias enzimas hidroliticas,
las cuales degradan las sustancias de reserva en sl endospermo
almidoncse y cuyo pH Sptimo es de 4 a 8, teniendo ademis en cuenta
que el sistema de transporte aclivo, el cual toma los aminodcidos
¥ pequefcs péplidos del endospermo almidonoso transportandolos
hacta el escutelc es mas activo a un pH de 4 a S (Mikela, 1981D0;
io que explicaria l!a tendencia del pH en nuestro sistema de llegar
a mantenerse en un pH de 4.5 a 5.

Por otro lade los intentos por demostrar la presencia de una
H -ATPasa mediante la utilizacién de inhibldores conocildos no ha
dado resultade, ya que la adicion de Yanadato 20 mM, DCCD 0.3 mM.
Hitrato S0-75 mM y Manitol 28-300 mM, nc mostraron ningdn efecto;
por lo que la primera hipdtesis planteada no se cumple. ya que los
resultados obtenidos muestran que probablemente la segunda
hip&dtesis alternativa sea el mecanismo mediante el cual el tejido

estd actdificande el medio (ver capitulo 2.

En la tabla 5.2 se muestra el efecto inhibitorio causade por
alguras de estas sustancias sobre la acidificacién del medic por
capas de aleurona, cuycs resultades obtenidos en el laboratorio
{Edmundo R.C., Tésis de Maestiria, CINVESTAV)., se comparan con lo
encentrade en algunas referencias; cbservando que no  hay
simtlaridad entre los resultados obtenidos y los encontrados en la
literatura, aunque se reafirman olros; como en el caso de la azida
de sodio., donde se aprecia un 100% de inhibicidén del fendSmenc de

acidificacién. Ademis de 1o anterior, al considerar el consumo de
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Tabla 5.2 Inhibicién de la acidificacidn del nmedio por capas de

aleurona.

Antecedentes

% de inhib.

Conc.  Letdificasien NS P Ret
Azida de sodio 1.0 mM Q0.5 mM el “3
Ol{gemicina 2.C ug-ml 3.C wo-ml 28
Iodoacetamida Q.2 mM e0 0.2 mM 7o
Vanadate de scdio 20.0 =M o 1.7 nM 100 <38
= =eiv] C.5 mM e} 3.6 uM 30 85

El dato de inhibicidn por Azida de scdic sorrespeonde a diferentes

a de amortiguader.

exXperimentos tantc en presencia come en ausens
Las experimentos con Vanadato y CLlcizlchexilcarbodiimida 3se
realizarcn a 4 » 24 hrs. de incutacidn cen Tristhidrorsinmetillaminog
metanc-HCL SmM y pH 7. Las columnas referidas coma antecedentes
corresponden « datos de la literatura chtenidos en otros sistemas

experimentales.



Tabla S.3 Inhibicidn del consume de Oxigenc por capas de aleurcna

aisladas de trigo.

Conc. ' de Inhiblcisn
Azida de sodic 1.6 mM 81l 8
Iodoacetamlda 0.5 oM 74T

Se cuantifice el consumo de Cxigenc por lotes de 10 aleuronas en 4
miL. de suczeinato S mM pH 8. El consume de ©Onilgens antes Jde
agregade el inhibider fue de 2.06 nmel de Oigenc mini '
aleuroma”™. La inhibieisdn por lodoacetamida fue registrada <8 min.

despues de agregado el inhibidor.
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oxigeno por <apas de aleurcna arsladas de triges. en presencia de
azida de sodic y iodoacetamida (tabla 5.32., se observa claramente
una inhiticidn en =2l consum> de éste. tants  al  utilizar  un
inhibidor de la glucédlisis como la iodecacetarmida ¥y un inhibidor de
la cadena respiratoria come ia azZida de sodic; lo que nos suglere
que el fendmeno de la acidificacidn requiere, que las celulas de
aleurcna estén en presencia de oxlgeno. para realizar ia
respiracién, y por ende la ac:idificacien del medis; ya gue al
privar o dismtnuir la cantidad de oxigenc a éstas. se ve
disminuida también la acidificacién (Mikola., 1361).

Por otro lado, estc refuerza tambien la dependencia energetica.
que a partir de la oxidacién de la glucesa presenta tal fencmeno.

como S@ ha mencionads ya anteriormente.

En base a los datos publizades per Mikcla ¥y Yirtanen (18812 scbre
la acidificacién por capas de aleurona de cebada; ze analizd el
medic de incubacidn para detectar la presenzia de acides
dicarboxilicos despues de la incubacién.

El andlisis por HPLC Ctabla S5.4) muestra que aparece en el medio
una cantidad significativa de acido milico y soloc trazas de los
otros acidos dicarboxilicos del zicle de Krebhs; 1o que nuevamente
nos suglere gque la acidificaclsn del medio por células de aleurona

aisladas do trigo sea la presencia de acido malico.

)
o

jongig 1 3 Hrvs
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Tabla S.4 Cuantificaciédn de A4acidos dicarboxilicos en el medio

despues de 24 hrs. de incubacidn.

mM
Succinico 5. 56t
Malico 4.38
a-Cetoglutarica 0.28
Fumarico . <0.035
Cxalaceético n.g.?

'£l medioc contenia S mM de succinilo como amortiguador.

*nid. = no detectade.
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CAPITULO 8 CONCLUSIONES PROPUESTAS Y RECOMENDACIONES

lLas aleuronas aisladas de trigeo son capaces de acidificar el
medio,

La acidificacion del medic por capas de aleurona es dependiente de
energla metlabdlica, que probablemente proceda de la oxidacién de
glucosa.

Los intentes per demsstrar la presencia de una H'-ATPasa en 1la
aleurena aislada de trige mediante el uso de inhibidores conpcidos
ne han dade resultade. Los resultades obtenidos v la tendencla
similar que presentan la acidificacion y secrecidn de malato,
sugieren que el mecanismo utilizado por la aleurcna aislada de
trigo para ac:dificar su entornoc puede ser la secreciédn de acido
malico.

Aunque los esfuerzos realizados para obtener una estequiometria
malato-prolsn que ncs identificara plenamente dicha relacién en
nuestro sistema, fueron muy ilustrativos en cuanto al
comportamiente del fendmano de la acidificacion ; persiste 1la
necesidad de conocer de una manera mis precisa la estequisetria
que guarda este fendmenc de acidificacion, por lo que se sugiere
la determinacién del pH por titulaciédn directa de las muestras a
ics tiempos deseados durante el desarrollo del experimento, <¢on
una solucién de HOH ¢ HaCH previamente valorada; ya que con ésto
se determinan con mayor precisién los protonss que Se¢  van
liberando al medic y se pusde obtener una estequimelria que ayude

a dilucidar la relacion buscada.
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Ctro experimento de gran interés serfa; la adicion de acido
Le-mslico exwtgeno a las capas de aleursna aisladas de trige. en
concentracicnes similares a las secretadas a cada wne de lcos
tiempos determinadcs en la cinédtica de secrec:idn de malato. e
incubarlas lcs musmes tilempos, para posteriormente determinar
malato con Malato Deshidrogenasa.

Por otro lado un experimento que resulta Ze gran importanzia v que
puede ayudar a comprender este ferdmeno de acidificacién serta. el
incubar nuestras muestras al pH mas bajo alcanzado por las
aleurcnas y que es aproximadanente de 4.5

Aqul esperariamos que no hublese incremento en la aztdificacizn y

por consigulente tampoco sezrecidn de malato.
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