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INTRODUCGION Y ANTECEDENTES




1.1 Estructura del grano de trigo,

El grano de trigo, como todas la gramineas, consta de un fru-
to de una sola semilla (denominado cariopsis),con dos cubiertas exter-
nas intimamente unidas (fig. 1.1), El pericarpio o cobartura del fru-

1 to, esta formado por una pared larga y delgada de células rectangu -
. lares. La testa, o cobertura de la semilla, puede estar formada por
una capa delgada, o una doble capa de células. [.a capa interna de la
iesta es pigmentada y da el color caracterf'stico del grano. El peri-
carpio y la testa protegen al grano contra el medio ambiente y los mi-
croorganismos.
En la semilla se diferencian dos partes de origen genético dis-
tinto: el endospermoy el embribn,
El endospermo consta de dos tejidos principa.les, el endosper-
0 almidonoso y la capa de aleurona. El endospermo harinoso esta
formado por células de pared delgada, las cuales tienen diferentes
tamafios, forma y composicién, dependiendo de su localizacién den -
tro del tejido. Estas células no son viables y contienen principalmente
.almidOn y protefnas. El almidén se' encuentra en forma de granulos
empacados juntos, en una matriz de la proteina de reserva. .La ca~-
pa de aleurona consiste de una sola fila de células ciibicas, desprovis-
tas de almid6n., Las células cuboidales de la aleurona estan vivas y
respiran, pero no tienen capacidad para dividirse, ni de crecer. Su
citoplasr_na es denso y rico en proteinas, lipidos y numerosos organe-

log.

Fd embri6n se encuentra formado por el escotelo y el eje em-

g
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Fig, 1.1 ESTRUCTURA DEL GRANO DE TRIGO.




brionario. El eje embrionario ¢s donde se encuentra la planta c¢n
potencia, consistiendo de: el tallo (o plimula) envuelto en una fun-

da (coleoptilo), y la raiz rudimentaria (radicula) envuelta en otra fun-
da(coleorhiza). Por debajo de la plimula, el eje embjonario se conec
ta con el escotelo, tlnico cotiledén de la semilla. El escotelo sirve
para conectar el eje embrionario con el endospermo, y funciona prin
cipalmente como haustorio para transferir nutrientes desde el en -

dospermo a la planta en desarrollo.

1.2. Composicién quimica del grano.

L.os componentes principales del grano de trigo son almidén,
proteinas, lipidos y minerales en proporciones de 70 %, 13 %, 2%y
1-2 %, respectivamente. En el endospermo se encuentra todo el al-
mid6én y un 70 % de las protefnas. El escotelo y la capa de aleurona
son ricos en lipidos, principalmente triglicéridos (Tavener y Laidman,
1972 b). Las mas altas concentraciones de protefna se encuentran en
el eje embrionario (33 %),el escotelo (26 %) y la capa de aleurona (19 %),
con menores concentraciones en el endospermo almidonoso, el peri -
carpioy la testa. Un 70 % del contenido de minerales de la semilla
se encuentra acumulado en la capa de aleurona, principalmente en
forma de sales poco solubles de fitato de potasio y magnesio. Las sa-
les de calcio y hierro se encuentran en concentraciones méis bajas.

(Pomeranz, 1973).

1.3. Proceso de germinacibn.




Las semillas germinan cuando las condiciones del medio am-
biente son favorables. Tales condiciones incluyen: hiimedad y tem -
peratura adecuadas, composicién propia de gaseé de la atmésfera y,
para algunas semillas, la ausencia o presencia de luz (Mayer y Pol-
jakoff-Mayber, 1978).

Se ha deﬁnjdo :a la germinaci6n de las siguientes maneras:
"la secuencia de pasos morfogenéticos que dan por resultado la trans-
forthaci6n del embritn en plantula” (Berlyn, 1972), o "aquellas acti-
vidades que provocan la ruptura de la testa por ia de la ra-
dfcula" (Mayer y Shain, 1974). En tfigq hay poca movilizacién de las
reservas del endospermo durante este periédo. Por lo tanto, psre -
los propfsitos de este trabajo, h germinacién comprenderd aquellos
eventos qﬁe ocurren durante‘lbs primeros dfas del crecimiento de la
plintula.

El primer paso que ocurre durante la germinaci6n es la ab -
sorcién de agua por la semilla, a lo cual se le llama proceso de im-
bibici6n. La semilla de t1;130 muestra un répida imbibicifn en las
primeras horas, da por una meseta. La absorci6n de agua si-
gue durante la emergencia dé la radfcula y desarrollo de la pléntula
(Mar;:us, 1966). La imbibicién provoca un aumento de la actividad
metabdlica del grano. Este proceso es catalizado por enzimas hi -
droliticas sintetizadas y secretadas por la capa de aleurona. Los
compuestos de bajo peso molecular producidos en el endospermo por

accion de estas hidrolasas, son absorbidos por el escotelo y aprove-

chados para el desarrollo de la planta durante su fase heterotréfica
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de crecimiento,

1.4. Bioquimica de la germinacion.

L.os procesos bioquimicos de la germinacién y sus mecanis-
mos de control han sido objeto de estudio en muchas ocasiones.
En esta seccibn se tratara principalmente el comportamiento de los
tejidos del endospermo durante la germinaci6n, y , en forma parti-
cular, del control y desarrollo de las actividades enziméticas en la
capa de aleurona. Dichas enzimas son generalmente inducidas en
las células de aleurona por factores que provienen del embrién (hor-
monas) y se clasifican segin el tipo de proceso qué camﬁzan.

Catabolismo de carbohidratos.

Los carbohidratos de reserva del grano son degradados por

- acci6n de alfa-amilasa, beta-amilasa y beta-1, 3-glucanasa princi -
palmente.

Haberlandt fue el primero en descubrir que la actividad dias-

tdsica requnuble de la digestién del endospermo de la semilla, te-

- nia su origen en las capas de cobertura del grano y que el embri6n
es necesario para esta actividad (Jones, 1973). La actividad ami -
loiftice aumenta durante la gexrminaci6n por efecto de factores hormo-
nales que emergen del embri6n, Experimentos independientes de
Yomo (1960) y Paleg (1960) demostraron que el embri6n podfa ser -
substituido por el 4cido giberélico (AGg) en cebada. Esta propiedad

del AG, fue demostrada también en trigo, avena (Palegy col., 1962)

y arroz (Ogawa e Inamura, 1965)., Reportes de la presencia de gi-




berelinas naturalcs en el eje embrionario y su liberacién hacia el en-
do's.permo, apoyaron la sugerencia de.que las giberelinas son las hor-
monas responsables para el desarrollo de actividad amilolitica en el
endospermo (Radley, 1966; Mc Leod y Palmer, 1966; Cohen y Paleg,
1967). Esta respuesta amilolitica al AG3 se localiza exclusivamente
en la capa de aleurona (Mc Leod y Millar, .1962; Briggs, 1964), y la
“~degradaci6n del almid6n de reserva es catalizada por dos enzimas -
p;ihcipales: la alfa-amilasa y la beta-amilasa.

La beta-amilasa es una exo-glucanasa con origen en las capas
periféricas del endospermo harinoso. Se encuentra presente en la se-
milla no germinada en foxma inactiva, y se cree que el A03 estimula
su activacién (Mc Leod y Millar, 1962; Briggs, 1963). Se ha sugerido
que la liberaci6n de la beta.-amilasa a partir de los éomponentes inso-
iubl_es de la fraccibn de gliiten del endospermo, se debe al rompimien-
to de los enlaces disulfuro por algin factor procedente de la capa de
aleuronab(Rowsell y Goad, 1962 a). Este factor podria ser glutatifn,
tioles e incluso proteasas,

La; alfa-amilasa es una endo-glucanasa y tiene mayor impor -
tancia en la degradacidn dél almidén. Esta enzima es sintetiz‘ada de
novo en la capa de aleurona €n respuesta a la accion del AG5. Poste-
riormente la enzima es secretada hacia el endospermo almidonoso.
La primera evidencia para sintesis de novo de alfa-amilasa, se baso
en los resultados obtenidos con antibi6ticos. Inhibidores de la trans-

cripcion de 4cidos nuecléicos (Actinomicina D) y de la sintesis de pro-

tefnas (cicloheximida) evitaron la estimulacion hormonal de alfa-ami-

...




lasa en capa de aleurona de cebada (Varner y col., 1965; Chrispeels

y Varner, 1967a; 1967b). Se apoyd la sugerencia de sintesis de novo
por estudios con la incorporacién de aminoacidos radioactivos a la mo-
lécula de la enzima (Varner y Chandra, 1964) y se comprobd por estu-
dios de gradiehte de densidad cuando se imbibieron semillas en H:,_O18
(Filner y Varner, 1967).

Las giberelinas no son las Gnicas hormonas que influyen la sin-
tesi‘smc\l‘_e alfa-amilasa (Tomds y Laidman, 1979), Se ha reportado una
interacéién se'cuencial'de citocininas y AGq (Eastwood y Laidman, 1969)
y una respuesta sinergistica entre el dcido indolacético (AIA) y AG3 -
(Mc Leod y col., 1966). El acido abscisico (ABA) inhibe la producci6n
de alfa-amilasa en grano entero, media semilla y capa de aleurona de
cebada (Addicott, 1968; Chrispeels y Varner, 1966; Chrispecls y Vamer,
1967a; Jacobsen, 1973). Se ha reportado una inhibicién semejante en ca-
pa de aleur.ona de trigo (Gbmez, Arreguiny Varty, 1980), y una estimu-
laci6én de s,fhtesis por etileno (L6pez, Arreguiny Varty, 1978; Lépez,
1981).

l;.a capa de aleurona libera también otras enzimas del catabo -
lismo de carbohidratos como la maltasa (Briggs, 1963) y la beta-1, 3-
glucanasa (Pollard, 1969). Esta Gltima enzima ayuda a la degradacion
del material que compone las paredes celulares del endospermo, por
donde debe abrirse paso a las otras hidrolasas. La degradaci6n par-

cial de la pared celular de la capa de aleurona es un requisito previo

para la.liberacio6n de la alfa~amilasa desde las células.(Taiz y Jones,
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1970). Aunque la liberacion de beta-glucanasa es dependiente del AGS,
su sintesis en la capa de aleurona es independiente de esta hormona

(Bennet y Chrispeels, 1972).

Catabolismo de proteinas.

La hidrolisis de las reservas proteinicas del endospermo por
accibn de proteasas, provee de aminoacidos y péptidos los cuales son
transportados por el escotelo hacia la plintula en desarrollo (Enari y
Mikola, 1977).

i La capa de aleurona de cebada produce proteasas en respuesta
a AGq (Rowsell)" Goad, 1964). La mayor parte de estas son libera -
das hacia el endospermo harinoso,: donde hidrolizgn rapidamente las
~ protefnas de reserva (Popov y Karpilenko,1974). La hidr6lisis de las
.proteinas de reserva se realiza por la accion de endopeptidasas, cuya
sintesis de novo es dependiente del AG3 (Jacobsen y Varner, 1967),y
por carboxipeptidasas, las cuales son sintetizadas independientemente
' ‘del] efecto se esta hormona (Mikola y Kolehmain, 1972). Jacobseny Var-
ner (3967) sugirieron que el control de sintesis de alfa-amila.sa y.pro-
teasa por el AGa, se realiza por el mismo mecanismo, pues encontra-
ron similaridades de los efectos de cicloheximida, actinomicina y ABA.

En trigo se ha reportado la induccién hormonal de carboxipep-
tidasas en'el grano, y algunos casos en que se han encontrado altos

niveles de estas enzimas en semillas no germinadas (Preston y Kruger,

1976b).




Se reportd que el AMP ciclico puede incrementar la actividad
proteolitica en semillas sin embridn, pero en un nivel menor al indu-
cido por AG4 (Galsky y Lippincott, 1969). La relacion entre este feno-

meno y la accidn del AG 3 in vivo es desconocida,

Catabolismo de trigiicéridos.

‘Los triglicéridos almacenados en la capa de aleurona de trigo
se degradén progresivameﬁte durante la germinacién. Si se quita el
err\;ii'rién de lé semilla seca, se encuentra que cerca del 20 % de las
reservas son degradadas rdpidamente en las primeras 24 horas de im-
bibici6én, tiempo después del cual la movilizacién cesa. En la capa de
aleurona aislada se encuentra que se suprime totalmente el catabolis-
mo de triglicéridos. Estas observaciones llevan a pensar que existen
dos factores que controlan el catabolismo de triglicéridos: un factor
embionario y un factor que emana del endospermo almidonoso (Tave-
ner y Laidman, 1972b)..

La actividad controlada por el factor embrionario corresponde
a la actividad de lipasa del tejido (Tavener y Laidmén, 1972b). Este

factor no puede ser remplazado por el AG,, pero la actividad lipoliti-

3
ca puede ser inducida en medias semillas por ciertos compuestos ni-
trogenados, como hidroxilamina y glutamina en presencia de auxinas.
El factor del endospermo puede ser remplazado por citocininas sinté-
ticas‘(Tavener y Laidman, 1972a).

El incremento de la actividad lipolitica en el tejido de aleuro-

na, coincide con la activacion del metabolismo de acidos grasos. La
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presencia del embridn o de giberelinas exdgenas induce a las enzi -
mas responsables del ciclo del glioxilato y de la beta-oxidacién (Doig
y Laidman, 1972; Doigy col., 1975a). Estas mismas enzimas estan

presentes en la:capa de aleurona de cebada (Jones, 1972).

Catabolismo de minerales.

La degradacién y liberacién de minerales es uno de los pape-

}‘Lg‘s,més importantes de la capa de aleurona de los cereales, debido

a que est;e tejido es la principal fuente de reserva de minerales, los
cuales se almacenan como sales de hexafosfato de inositol (fitina).
Este material poco soluble se hidroliza durante la germinacién por
acci6n de la enzima fitasa. La fitasa es producida en la capa de a -
leurona y escotelo durante los primeros dias de la germinacién (Peers,
1953). Este incremento de actividad cesa al retirar el embri6n y no
se logra remplazar este efecto por accién del AG3 (Eastwood y Laid-
man, 1971a). Algunos compuestos nitrdgenados, como glutamina, lo-
gran un aumento en la actividad de fitasa del grano sin embrién. El
eﬁecto de glutamina se aumenta ligeramente por accidn sinergfstica
de AIA (Eastwood y Laidman, 1971a).

La liberacion de macronutrientes desde la capa de aleurona pue
de ser diminuida por substancias similares a las citocininas. El des-
prendimiento de iones €8 promovido por un factor liberado por el em-
brién, el cual puede ser remplazado por el AG5 (Eastwood y Laidman,

1971b). Por tanto, parece que participan dos hormonas en el control

de la liberacian de iones por las células de aleurona.
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1.5. Las hormonas vegetales.

'

En el trabajo descrito en esta tesis se utilizaron tres hormo-
nas vegetales., En esta seccidn se describirdn algunas de la propie-
dades biolbgicas de estas tres hormonas.

Giberelinas,

Las giberelinas estimulan el crecimiento de plantas. Provocan
aIargam;ento en los tallos, aumento de superficie en las hojas, y flo-
f‘aefén en algunas especies de plantas que requieren de temperaturas
frias, como zanahoria, col y nabo. La aplicaci6bn de giberelinas en
los tallos produce un incremento pronunciado de la divisién ce_lular en
el meristemo subapical (Sachs y col., 1960). Uno de los efectos més
notables de este grupo de hormonas es el que produce sobre ciertas
plantas enanas, provocando que crezcan hasta alcanzar su altura nor-
mal. En semillas de diversas especies las giberelinas terminan con
el periodo de latencia e inician la germinacién. Se ha observado tam-
bien, que las giberelinas incremenfan el tamafio de muchos frutos j6éve-
nes como ias uvas y los higos. (Weaver, 1980).

L.a mayor parte de los estudios sobre la accion de las gibere-
linas a nivel molecular, se ha hecho por los efectos que tienen en la
formacidn de enzimas. En el endospermo de cebada estimulan la pro-
duccibn de alfa-amilasa, proteasa y ribonucleasa (Paleg, 196); Srivas-
torva y Meredith, 1962; Chrispeels y Varner, 1968). En hojas, esti-
mulan la sintesis de RuDP-carboxilasa (Treharne y Stoddart, 1968) y

nitrato reductasa (Lips y Roth-Bejarano, 1969). En otros tejidos el

AGg3 suprime la formacion de enzimas. En trozos de cafia de azilicar




inhibe la formacidn de invertasa y peroxidasa (Glaziou y col., 1968).

Sin embargo, se ha observado que estas mismas enzimas pueden ser

estimuladas por AG..3 en cortes de tubérculos.

Acido abscisico.

Por lo general se considera al ABA como una hormona inhibito-
“rig la cual interactiia con las hormonas promotoras del crecimiento

..

Es ‘i‘nd,_uctor ggneral del envejecimiento, acelera la abscici6n de la ho-
jas, como sm; los citricos (Cooper y col., 1968), asi como la absci -
8i6n de flores y frutos en plantas como la vid. (Weaver y Pool, 1969).
El ABA juega un papel muy importante en el movimiento de los esto-
mas de las hojas, ejerciendo un efecto regulativo en la transpiraci6n.
La germinaci6n de varias semillas puede ser inhibida por aplicaci6n de
ABA ex6genp (Milborrow, 1974). Varios eventos inducidos por el AGq
en capa de aleurona de cebada son susceptibles a inhibici6n por ABA

(Ho y Varner, 1976).

Etileno.

El etileno, (nica hormona gaseosa, estimula la germinacién y
el crecimiento de brotes, el crecimiento de varios granos, bulbos, es-
cacaé de madera dura y raices. Provoca abscici6én prematura de hojas,
frutos jévenes y otros 6rganos. Ayuda a acelerar la maduracién de los
frutos cosechados como platano, mango y mel6n. En unas especies el

etileno también puede inducir la floraci6n.
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En 1927, Regeimbal y Harvey reportaron que el etileno incrementa
la cantidad de proteasa e invertasa extraida de frutos de pifia. A ve-
ces la induccién de enzimas no depende exclusivamente de la accién de
etileno. En algunos casos donde los tejidos sufren una herida, se in -
crementan las actividades enzimaticas y la funcién del etileno es la de
reducir el periodo "lag" o de incrementar la velocidad de sintesis. La
beta-1, 3- glucanasa, enzima malica, fenilalanina amonio liasa y peroxi-
dasa son algunos ejemplos de enzimas cuya formacién no depende ex -
clusivamente de la acci6n del etileno: (Abeles, 1973) .

Los efectos fisiologicos del etileno sobre la inducci6n de enzi-
mas se han estudiado utilizando fnhibidores de la sintesis de proteinas
(cicloheximida) y de la sintesis de ARN (actinomicina D). La sintesis

de varias enzimas' asociadas con efectos de etileno es-bloqueada por

cilcoheximida (Abeles, 1973). En muchos casos también se puede blo-
quear la sintesis enzimadtica con actinomicina D como son: celulasa -
(Abeles, 1969), enzima madlica (Rhodes, 1968) y peroxidasa (Osborne,
1968a). Sin embargo, la act;inomic;ina no afecta la sintesis de otras en-
zimas susceptibles a la cicloheximida, como son la beta-1, 3-glucanasa
(Abeles, 1970), peroxidasa (Gahagan, 1968; Ridge, 1979) y fenilalanina
amonio liasa (Riov, 1969). Lo anterior sugiere que pueden ser incre-
mentados algunos sistemas enzimaticos por efecto de etileno, sin re -

querir de la sintesis de ARN por efecto de dicha hormona (Abeles, 1972).

1.6. El miodo de accidn de las hormonas vegetales en la capa de aleurona.

Se han hecho muchos estudios para conocer el mecanismo de ac-
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cibn del AG3 en la induccidn de enziinas hidroliticas, especialmente
de alfa-amilasa, en la capa de aleurona de cereales. Las células de
la capa de aleurona son capaces de sintetizar proteinas en ausencia
del AGg (Varnery col., 1965). Aunque en la presencia de la hormo-
na se sintetizan una gran cantidad de nuevas proteinas, no se encuen-

tra un aumento en la sintesis de proteinas totales (Dfaz de Lebn, 1978),

« lo cual indica, que dentro del mismo tejido el AGgq estimula y depri -

xﬁ’e,}a formaci6n de enzimas especificas,

| .Como ya se menciond (secc. 1.4.) la alfa-amilasa inducida por
AG3 es sintetizada de novo, y su formaci6n esta inhibida por inhibido-
res de la transcripcién (Filner y V arner, 1967; Jacobsen y Zwar, 1974;
Varnery Ho, 1974). Hay la evidencia de que el AG3 aumenta la incor-
poracién de bases y ribonucledsidos marcados en ARN poli (A) en ca-
pa de aleurona de cebada (Jacobsen y Zwar, 1974) y trigo (Varty y Laid-
man, 1977): El ARN traducible para alfa-amilasa aparece después de
la inducci6n con AG3 y se incrementa con el tiempo de exposicion a es-
ta hormona. (Higgins y col., 1976), indicando que el AG, actia a nivel
de transcripcién para controlar la expresién de los genes para alfa-a-
milasa. Se ha sugerido que la hormona pudiera estar actuando tam -
bién.a nivel pos;-transcripcional en el control de la traducci6n del
ARN m (Bernaly col., 1978; Ho, 1978).

E1 ABA inhibe el efecto del AGg sobre la inducci6n de alfa-ami-

lasa en capa de aleurona de cebada (Chrispeels y Varner, 1966;1967b)
y trigo (Collins, Jenner y Paleg, 1972)., Hoy Varner (1976) sugerian

que el efecto de ABA sobre la sintesis de alfa-amilasa se debe a la
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inhibicién de traduccién mediante una molécula reguladora cuya for-

macion depende en la activacion de un gene regulador por ABA. Es-
ta sugerencia ha sido époyada por el trabajo de traduccidn in vitro
de Mayer (1980), quien reportd la presencia de un ARNm de alfa-a-
milasa en tejido tratado con ABA. Sin embargo, Jacobsen (1978) re-
portd que el ABA inhibe la acumulacién de ARNm traducibley noa -
fecta la traduccidén de mensajeros existentes, Estudios sobre el mo-
do de acci6n de ABA en capa de aleurona de trigo indicaﬁ que la hor-
mbng inhibe la sintesis de alfa-amilasa tanto a nivel de transcripcion
como‘ de traducci6n, y que el efecto de inhibicién de traduccibn es di-
recto y no requiere del control por medio de un gene regulador (Go6 -
mez, 1982; G6mez, Arreguin y Varty, 1980).

Ademés c}e la inhibicién de la sintesis de z'rlfa—amilasa, el tra-
tamiento de la capa de aleurona de cebada con ABA, ‘pmvoca la forma-
cién de varios péptidos tanto in vivo, asi como cuando el ARNm de
la capa de aleurona es traducido en un sistema de gérmen de trigo
in vitro(Ho, 1979; Jacobseny col., 1980). Estos péptidos fueron for-
mados tanto en ausencia como en presencia de AGgq, tienen corta vi-
aa y son sensibles a los inhibidores de la tra'duccién y de la transcrip-
cién. El acido faséico, el cual es un Inhibidor de la formaciéln de alfa-
amilasa inducida por AG3, no induce la formacion de estos péptidos
(Dashek, Sing y Walton, 1979; Ho, 1979). Estos resultados sugie -
ren que los péptidos no estan relacionados con los inhibidores de la
formacion de alfa-amilasa, o que el ABA y el dcido faséico inhiben la

sintesis de 4lfa~amilasa por diferentes mecanismos.
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Se ha reportado que el etileno estimula al liberacion de alfa-ami-

lasa en capa de aleurona de cebada (Jones, 1968; Ho, Abroms y Varner,
1977; 1982) y de trigo (L6pez, Arreguin y Varty, 1978)., También se ha
reportado que el etileno estimula la sintesis de alfa-amilasa en la aleu-
rona de trigo (L6pez, Arreguiny Varty, 1978; Lopez, 1981) y cebada
(Eastwell y Spencer, 1982). Jacobsen (1973) report6 que el etileno es
f?:q_gaz de interactuar con el AG 3 par anular parcialmente el efecto inhi-
bitc;;io de ABA sobre la sfntesis de alfa-amilasa. Una acci6n similar
entre ABA, AGé y etileno ha sido reportada en capa de aleurona de trigo
(Gémez, 1982) donde parece que el etileno reversa la inhibicién de ABA

sobre al traduccién, pero no lo hace sobre la transcripcion.

1.7. Proteasas.

L.as proteasas son hidrolasas que actian sobre los enlaces pep-
tidicos. Se ha propuesto que el termino "proteasa” sea utilizado para
describir a _tocias las enzimas capaces de romper enlaces peptidicos;
que a las endopeptidasas se les llame "proteinasas' y a las exopeptida-
sas@e les nombre simplemente "peptidasas' (Barret, 1980).

L.a mayor parte de las proteinasas de plantas pertene'cen a las
sulfidril-proteinasas (un grupo de proteinasas que requieren un grupo
sulfidril, generalmente dado por cistefna, en el centro catalitico), las
cuales se han dividido en 4cidas (activas a pH entre 3.0y 4.0) y alcali-
nas (activas cerca del pH 8,0). Las sulfidril-proteinasas que se han ex-

trafdo, purificado y caracterizado en plantas, provienen principalmen-

te de semillas y hojas, l.as familias més estudiadas en este aspecto
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son: Caricaceae, Bromeliaceae, Moraceae, Gramineae y Leguminoseae.

Gran parte de los estudios sobre enziias proteoliticas se han hecho en

papaina aislada del fruto de Carica papaya.

En gramineas se han obtenido sulfidirl-proteinasas y proteina-
sas acidas provenientes de diversas especies. En algunos casos, se
han extraido de semillas y en otros, de hojas. Se ha reportado alto
grado de pureza de estas enzimas . En semilla germinada de cebada
se ~ta':nco.ntraron cuatro enzimas proteoliticas, aparentemente endopep-
tidasas (Popov y Karpilenko, 1974; Enariy Mikola, 19:/7). Se demos-
trd que esta enzima purificada es capaz de hidrolizar rdpidamente las
protefnas del endospermo de cebada (Popov y K'arpilenko, 1974). Otra
de las endopeptidasas de cebada es una metalo-proteinasa con pH 6pti-
. mo entre 5.5 y 8.5 (Mikola y Enari, 1970).

La semilla germinada‘ de mafz contiene dos endopeptidasas(Abe
y col., 1977; Melville y Scandalios, 1972;0tt y Scandalios,1976) Una de
ellas tdene pH 6ptimo de 3.0 frente a hemoglobina como substrato, y un
peso molecular de 52,000 (Abe y col., 1977). La otra tiene un pH 6pti-
mo de 7.5 y un peso molecular de §2,000-58,000. (O tt y Scandalios,
1976).

L.as proteasas vegetales se utilizan' ampliamente en la industria
alimentaria. La mayor parte de estas son sulfidril-proteinasas y se
han aislado de plantas dicotiled6neas (higo, papaya, euforbia), como
en monocotiledéneas (pifia y cereales). Las enzimas més conocidas

que se apiiCan en esta industria son: papaina, ficina y bromelina. La

papaina es la enzima que tiene mayor produccion y uso.
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Los usos de las enzimas proteolficas en la industria alimenta-
ria son:
- clarificacibén y estabilizacion de la cerveza, Cuando se elabora
la cerveza, las proteinas quedan solubles mientras estan a temperatu-
ra ambiente, pero al enfriarse, se pueden precipitar y provocar turbi-
dez. Este fenbmeno ocurre porque las proteiaas se combinan con ma-
terial fendlico, carbohidratos y metales pesados. La papaina digiere
a la proteinas a un pH ligeramente acido (4 -5 ), evitando la precipi-
tacidn de proteinas al enfriar la cerveza. Por medio del proceso de
pasteurizaci6n la enzima es desnaturalizada posteriormente.
- Ablandamiento de carnes. Cuando se mata al animal, el misculo
queda muy rigido o duro, debido a procesos metab6licos y enzimaticos.
Para reblandecerlo, se deja "Madurar" la carne, con el fin de que las
enzimas proteoliticas (end6genas) la suavicen; o se puede acelerar el
proceso por adicién de enzimas proteoliticas (ex6genas) como papaina,
ficina o enzimas microbianas.
- Hidrolizados de protzina. Los hidrolizados enzimaticos de protei-
na de soya, glaten de Prigo o proteina de leche, toman en ocasiones un
sabor amargo. Ney observ6 que el sabor amargo de los péptidos se re
laciona con la proporcion de aminodcidos hidrof6bicos presentes (Men -
dizabal, 1980). Por tanto, el sabor de un hidrol;zado depende de la pro-
teasa particular que se utilice para liberar péptidos, La aplicacion de
prbt_easas es un medio atractivo para obtener mejores propiedades de
la prot_einas'dq ;os alimentos sin deterjorar el valor nutritivo (Alder-

Niessen, 1977).




CAPITULO 1I

MATERIALES Y METODOS




2,1 Material biolbgico.

L.as semillas de Triticum aestivum var. Potam S-70 fueron

proporcionadas por Productora Nacional de Semillas (PRONASE). Du-
rante todo el trabajo se utilizaron semillas de la cosecha 1978, las
cuales se guardaron a 4 °C. Se prepararon endospermos (medias se-
millas sin embfién) por medio de un corte transversal con bisturi,

para quitar el embrién y el escotelo. ( Fig.1.1)

2.2 Material de vidrio,

Todo el material de vidrio utilizado fue lavado con detexgente,
enjuagado con una soluci6n dilufda de dcido clorhfdrico, y finalmente

enjuagado con agua destilada antes de secar.

2.3 Reactivos.

Los reactivos utilizados fueron todos de grado analftico, obte-
nidos de las casas Merck, Sigma y Baker. Las substancias radioacti-

vas fueron adquiridas de "Amersham International" y consistieran en:
35

L- S - metionina (110 mCi/mmol).

14 C - ovalbumina metilada ( 36 uCi/mg, )

" C - mezcla de proteinas metiladas (0.833 uCi de cada
proteina / ml) que conenia:

% C - miosina metilada (P, M, 200, 000).

" C - fosforilasa-b metilada (P, M, 92, 500).

14 C - albumina bovina metilada (P. M. 69, 000).

Y & . ovalbumina metilada (P. M. 46,000).
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¥ c - anhidrasa carbénica metilada (P. M, 30, 000).

4 ¢ . lisozima metilada (PiM. 14,300).

2.4 Esterilizacion del material,

Todo el material de vidrio utilizado para incubaci6n del mate-
rial biol6gico se esteriliz6 en autoclave durante 20 min. a 15 1b. de
presion. Todas las soluciones empleadas en la incubaci6n de aleu-
ronas se esterilizaron por filtracion en membrana '"Millipore'" de -

0.22p.

2.5 Esterilizacion e imbibicién de medias semillas.

Con el fin de impedir el crecimiento de microorganismos lo -
calizados dentro del pericarpio, se esterilizaron las semillas y me -
- dias semillas por infiltracién al vacio durante 20 minutos con una so-

lucion de hipoclorfto de sadio que contenia 0.19 9 de cloro activo,
Después de este tiempo se enjuagaron las semillas o endospermos
cuatro veces con agua destilada estéril para eliminar los residuos de
-cloro presentes. El material esterilizado por este procedimiento se
traslad6, en campana de flujo laminar ""Veco'", a cajas petri estériles
que contenfan dos hojas estériles de papel filtro '"Whatman No. 541" y
8 ml de agua destilada estéril. Se incub6 el material durante 24 ho -

ras en la obscuridad a 28°C, en cdmara de crecimiento "LMS".

2,6 Aislamiento de la capa de aleurona,
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Transcurridas las 24 horas de imbibicién, las medias semi-

llas fueron esterilizadas nuevamente con solucién de cloro activo al
0.15 % durante 20 minutos sin infiltracién al vacio. Se lavaron 4 ve-
ces con agua destilada estéril, y se realiz6 la separacion de la capa
de aleurona (unida al peficarpio y testé), eliminando el almid6n por
medijo de'diseccion manual. Todas estas manipulaciones se realiza-

ron bajo coadiciones de esterilidad en campana de flujo laminar.

2.7. Incubacién de la capa de aleurona.

‘Se colocaron 30 aleuronas en matraces Ehrlenmeyer de 50 ml
que"cpntenfan 4 ml de una solucién amortiguadora de succinato de -
sodio'5 mM (pH 5.8), con cloruro de calcio 20 mM, cloramfesicol -
SOpg/ml y estreptomicina S0ug/ml, t las hormonas vegetales enu-
meradas en la tabla 2.1. Cada matriz fue cerrado herméticamente con
tapones de rosca y septa de hule cubierta con teflén para evitar la pro-
duccién o ébsorcién de olefinas durante las incubaciones (fig. 2.1.).

En los experimentos en los que se deseaba eliminar el etileno end6-
geno producido por el tejido, se inprodujo un pequefio tubo en el cen-
tro del matrdz con 0.3 ml de una solucion de perclorato de mercurio
0.25 M en acido perclérico 0.25 M. que actia como adsorbente del
etileno (Osborne, 1973; Lopez T., 1981). Con el fin de determinar el
efecto del etileno exégeno sobre la actividad proteolitica, se inyecta-
ron 65ul de una solucidn saturada del gas (a 4 °C) en cada matréz,

con el fin de tener una concentracion atmosférica final de 135 ppm.




EXPERIMENTO Hg ( ClO4 )p HORMONAS E INHIBIDORES
control +
induccién.con AG3 + AGq 10 "6 M
efecto de ABA + AG, 10 *g M + ABA 10~ 5\
AG; 107 M + ABA 107% M
efecto de etileno - AGq 10 -6 M + 135 ppm de etileno
, : -6
dependencia en la sintesis t AGy 10 M + 25ug / ml de
de proteinas cicloheximida.
dependencia en la trans- + AGq4 10 O Mo+ 25 ug / ml de
cripcion de ARN cordicepina.
Tabla 2.1 . Resumen de las condiciones experimentales empleadas en el estudio sobre el control

de la actividad proteolitica en la capa de aleurona de trigo.

144
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Tapbn de rosca

con
septum de teflén.

Navecilla de vidrio
con 0.3 ml de Hg(CIO4)2
0.25M en PCIO40.25 M.

a ml de medio
de~.;:1cuba ifn.

\ase para la navecilla.

Figura 2.1. Matrdz de incubacidn.
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Se incubaron las aleuronas con agitacién, a 28 °C, duante distintos

tiempos, antes de extraer y determinar la actividad proteolitica.

2.8. Extraccion de proteasas de la capa de aleurona.

Se molieron las 30 aleuronas con el medio de incubacién y 3
ml de una soluci6n amortiguadora citrato (0.1M)/fosfato (0.2 M), -
pH 3.5, en homogenizador "Ultraturrax' a un cuarto de su velocidad,
durante 2 min a 4 °C. Se centrifugd el extracto en centrifuga clinica,
a velocidad maxima, durante 5 min. Se tomaron 4.5 ml del sobre-

nadante para medir la actividad proteolitica.

2.9.. Preparacion del substrato para medicién de actividad proteo -

litica.

Para evitar la interferencia de grupos amino libres en la deter-
minaci6n de la actividad proteolitica, el substrato proteinico fue me-
tilado con formaldehido en presencia de borohidruro de sodio (Dunn y
Brotherton, 1971; Lin y col., 1969; Means y Feeney, 1968),

Se calentaron 600 ml de una solucidn amorfiguadora de bora -
0.1 M) pﬁ 9.0, a una temperatura de 50 C. Se agregaron poco a po-
co 6 g de hemoglobina, agitando rdpidamente hasta su disolucion to -
tal. Se agregaron 1.2 ml de perdxido de hidrégeno al 30 % para de -
colorar al substrato, y se esperaron 15 min, para eliminar el exceso
del perdxido. Se enfrid la mezcla en hielo y se mantuvo a 4 °C para
realizar la reaccién de metilacién. Se afiadieron unas gotas de 2~-oc-

tanol a la solucién de hemoglobina para evitar la espuma. Se agrega-
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ronl.2 g d,e borohidruro de sodio con agitacién continua, .y se afiadie-
ron lentamente, 12 ml de formaldehido (200ul/ 30 seg.). Se continu6
agitando rdpidamente durante 10. min. mds. Se ajusté nuevamente el
pHa9.0y se repitioé la metilacion con el fin de lograr la metilacion
completa del substrato. Finalmente, se baj6 el pH a 6.0 con acido
acético y se dializo contra agua destilada. La solucion desalinizada

fue liofilizada y la hemoglobina metilada se guardé a -20 °C.

2.10. Elimindcion de compuestos del extracto de la capa de aleurona

que causan interferencia,

El ensayo de actividad proteolitica depende de la deteccitn de
grupos amino liberados del substrato metilado por acci6én de protea-
sas. Como los extractos de la capa de aleurona contenfan altos nive-
les de aminodcidos libres que hacian practicamente imposible la de -
terminacic")n de la actividad de las proteasas, parecid esencial elimi-
nar estos compuestos de bajo peso molecular por la siguiente técnica
cromatografica (Feller, 1977):

S¢® emplearon mini-columnas (7.0 x 0.8 cm) empacadas con -
Sephadex G-25 equilibrado con una solucién amortiguadora de citrato
(0.05 M)/fosfato (0.1M), pH 3.5. (Fig. 2.2.) Se centrifugd la mini-
columna durante 5 min a 4,000 rpm, seguidos por otros S min, a -
7,400 rpm. Asi se vaci6 el volimen intersticial de la columna. Des-
pués se cargl la columna con 2,0 ml de extracto enzimaticoy de de-
jo en reposo durante 10 min., a 4 °C, para equilibrarse, Finahl1énte

se centrifugd a 4,000 rpm durante S min, l.as proteinas pasaron a




minicolumna (7.0 x 0.8 cm).
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traves de la columna y fueron colectadas en tubos de centrifuga, Los

componentes de bajo peso molecular permaneciexron atrapados en la

matriz del gel,

2.11. Cuantificacién del rendimiento de proteinas purificadas en

las minicolumnas.

Aunque el rendimiento de proteinas purificadas en las mini-
columnas fue bastante alto, no fue completamente reproducible (ver
secc., 3. 2.) Para evitar errores en la determinacién de actividad
proteolitica producidos por este fendmeno, se decidid cuantificar el
rendimiento de proteinas por medio de la introduccién de un marca -
dor radioactivo en el extracto enzimatico. Esto se realizd mezclan-
do en el extracto unos microlitros de 14C -ovalbumina metilada.
Se tomd una alicuota de 100ul del extracto antes y después de pasar
por la columna. Se depositd cada alicuota en viales de centelleo li-
quido que contenian 400ul de agua destilada y 5.0 m1l de liquido de
centelleo "Instagel'. Se determinaron las cpm en un analizador de
centelleo liquido "Philips" equipado con una calculadora "Hewlett @
Packard 97S". Por la diferencia en cuentas se sac6 el porcentaje de
proteinas eluidas, dato que fue usado para corregir la actividad pro-

teolitica determinada subsecuentemente,

2,12, Determinacion de actividad proteolitica.

Se utilizé un método en el cual todos los grupos liberados por

la accion de proteasas sobre un substrato metilado pueden ser deter-
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minados sin necesidad de precipitar el exceso de proteina (no hidro -
lizada) (Lin y col., 1969 ; Dunn, 1971), Los grupos amino libres se

determinaron por su reaccién con el dcido 2, 3, 5- trinitrobencensul-
fér;ico (TNBS). Este método es relativamente sencillo y de alta sen-
gibilidad debido al alto coeficiente de extincidon del complejo TNBS-a-

mino a 420 nm.

\ Reactivos.

Substrato: N, N-dimetil hemoglobina al 0.2 % (p/v).
Se disolvieron 0.1 g de N, N'dimetil hemoglobina en 50 ml de solucién
amortiguadora. Se filtr6 y se guard6 a 4 °C.

Solucién amortiguadora; Citrato (0.05 M)/ fosfato (O.1 M).

Se disolvieron 2. 29 g de Na2HP04 * 12 HZO, 1.42 g de acido citrico -

- monohidratado, y 1,17 g-de cloruro de sodio en 150 ml de agua destila-

da. Se ajust6 el pH a 3.5 y se aford a 200 ml.
Solucién amortiguadora: borato (2.0 M) pH 9.0.

Se disolvieron 12, 366 g de dcido bdrico en 45 ml de sosa (2.0 M) a -
60 C. Se afor6 a 100 ml con agua destilada a 60 °C. Se mantuvo la
éo'lucién a 60 C hasta el mor::em:o de usar; Esta soluci6n se prepa -
r6 el mismo dfa que se usd.

TNBS:4cido 2, 3, 5-trinitrobencensulfénico al 0.1 %.
Se disolvieron 0.05 g de TNBS en 50 ml de agua destilada. Se guardé
en refrigeracion resguardada de’ la luz, Esta solucién se preparé

el mismo dfa en que se us6,




Ensayo de actividad proteolitica.

Se mezclaron 1.5 ml de hemoglobina metilada y 1.5 ml de extracto en-
zimdtico semipurificado y se incub6 a 30 °C con agitacién. A tiempo
cero y a diferentes intervalos de tiempo ( cada 15 6 30 min. ) se toma-
ron alicuotas de 0.5 ml de la mezcla de reacciény se depositaron en
tubos que contenian previamente, 2.0 ml de la solucién amortiguadora
de boratos, y 0.5 ml de agua destilada. Se mezclarony se llevaron
inmediatamente a 4 °C. Para desarrollz}r el color se agreg6 1.0 ml
de TNBS a cada tubo. Se agitaron perfectamente y se incubaron en -
obscuridad a 50 C durante 30 min, El color resultante se midi6 a
420 nm en un espectrofotémetro ""Unicam SP 600" .

Calculo de actividad proteolitica.

A la mezcla de reaccién enzimatica se le midi6 su densidad 6ptica

a 420 nm tgaz‘andose estos valores contra el tiempo de incubacitn.
Se sacd la pendienfe como medida de la velocidad de degradacién de
la hemoglobina. Se corrigié la pendiente con el porcentaje de protei-
na elufdo de las minicolumnas. Se defini6 una unidad de actividad -
proteolitica como la cantidad de enzima que produce un cambio de -
densidad 6ptica de 0.0001 por minuto a 30 C.

Unidades de actividad . AD.O., o / min x 10*
proteolitica/ 30 aleuronas <

factor de recuperacién

2. 13. Determinacién de pH 6ptimo de la proteasa de aleuronas,
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Se incubaron 120 aleuronas en 12.0 ml de medio con AG,, du-

3
rante 24 hs. a 28 °C, como se describi6 en la seccién 2.7. Se prepa
rd un extracto enzimatico moliendo el tejido en el medio de incuba -
cién. Después de centrifugar (secc. 2.8.) y eliminar compuestos de
bajo peso molecular (secc. 2,10.), se mezclaron alicuotas del extrac
to con volimenes iguales de diferentes soluciones de N, N - dimetil
hemoglobina al 0.1 % (p/v) preparadas con distintas soluciones amor-

tiguadoras de pH 3.4 hasta pH 9.0. Se midi6 la actividad proteoliti-

ca para cada pH por el métodq. ya descrito.

2.14. Cilculo de Km de la proteasa.

Se prepararon soluciones de N, N'-dimetil hemoglobina en di-
ferentes concentraciones, manteniendo el pH constante con una solu-
ci6n amortiguadora de citrato/fosfato pH 3.5. Se determind la acti-
vidad proteolftica (ver secc. 2.12.) de un extracto de aleuronas indu-
cidas con AG3 por el método descrito anteriormente (ver secc. 2.7.,
2.8. y 2.10.) para cada concentracion de substrato. Se determiné el
_Valor de Km de la enzima graficando los valores de actividad enzim4-

tica contra concentraci6n de substrato por el método de Lineweaver-

Burk.

2.15, Efecto de clacio sobre la inducci6n de proteasa en aleuronas.

Para determinar si el calcio es esencial para la induccibn y

estabilidad de la proteasa, como en el caso de la amilasa, se incuba-

ron aleuronas durante 24 horas en medio de incubacién que consisti6
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en succinato de sodio 5SmM (pH 5.8) con AG,, 10 6Mm (ver secc. 2.7.).

3
Se compard la actividad proteolitica con la actividad inducida en teji-

do incubado en presencia de calcio,

2,16. Extraccibn de proteasa de semillas germinadas.

S= esterilizaron 200 g de semillas enteras por infiltracion al
vacio con una solucién de cloro activo al 0.19 %. Después de enjua -
gar con agua destilada estéril, se pusieron los granos a germinar en
la obscuridad a 28 °C; en charolas que contenian dos hojas de papel
filtro y agua destilada estéril. Después de 72 horas, se separarcj)n
los tallos y rafces y se molieron los endospermos en una solucién a-
mortiguadora citrato (0.05 M) / fosfato (0.1 M ) pH 3.5, a4 C, sgm-
gando polivinilpirrolidona al 0.1 % y mercaptoetanol 10 mM para é\}i—
tar oxidaci6n de las enzimas. Se centrifugb el extracto a lS,(Il)‘Ei‘un
durante 15 min a 4 °C. El sobrenadante se llev a 60 % de saturaci6n
con sulfato de amonio, con el fin de precipitar la actividad proteomi- .
ca. Se dej6 reposar a 4 C durante la noche y se colect6 el preéiéita—
do por centrifugacién a 17,000 rpm duranfe 20 min. El precipiué&; se
redisolvi6 en soluci6bn amortiguadora citrato / fosfato pH 3.5. Se dia-
liz6 contra agua destilada, se centrifugd para eliminar cualquier?:ma -
terial insoluble y se lofiliz6. La preparacién enzimaitica quedd psf

lista para su purificacién por cromatografia de afinidad.

2.17. Aislamiento de aleuronas en escala grande.

4 000 endospermos se esterilizaron por el método ya desérito
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(ver sccc. 2.5.), fueron incubados durante 48 horas en una solucién
amortiguadora de succinato de sodio 5§ mM (pH S5.8), con cloruro de
‘calcio 20 mM, cloruro de sodio 10 mM y alfa-amilasa 0ug / ml. -
Postériormente se lavaron las medias semillas cinco veces con agua
destilada estéril, dejando las aleuronas limpias y libres de almidén.
Se incubaron las 4 000 aleuronas durante 24 horas en una solucién a-
moritguadora de succinato de sodio S mM (pH 5. 8) con cloruro de cal-
cio20mMy AG3 10 -6 M. Al terminar el periodo de induccibén, se
extrajo la proteasa por el método ya descrito (secc. 2.8.), se preci-
pitd con sulfato de amonio al 60 9 de saturacién, se dializ6 contra -
agua destilada y se liofiliz6 (secc. 2.13.). La preparacion quedé lis-

ta para su subsequente purificacion.

2,18, Purificacién de proteasas por cromatografia de afinidad.

Se purificaron las proteasas de semillas germinadas y aleu-
ronas aisladas por cromatografia de afinidad utilizando una columna
de Sepharosa-4B unida a hemoglobina siguiendo ¢l método de Cuatre-

- fcasas, 1970 y Chua y Bushuk, 1969,

Activaci6n de la Sepaharosa-4B.

Se mezclaron SO ml de una suspensién de Sepharosa - 4B con
un volimen igual de agua destilada. Posteriormente se agregaron -
100 m1l de una solucién de bromuro de cianégeno al 10 & (p/v). Se mez-
claron e inmediatamente se ajusté el pH a 1l con sosa 4 M. Se agit6
suaveménta durante 10 min., se filtro, y se lavé la Sepharosa activa-

da con un litro de una soluci6n de bicarbonato 0.1 M a 4 °C. Se sus-
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pendi6 la Sepharosa lavada en 50 ml de solucién de bicarbonato de so-

a'io 0.1M (pH 9.0) y se le agregaron rdpidamente 40 ml de una solu - -
cién de hemoglobina al 4 % (disuelto en la misma soluci6n amortigua-
dora). Se agitd suavemente la muestra durante 24 horas a 4 C. Se

filtrO y se lavé la Sepharosa exhaustivamente con agua destilada has-

ta lograr la desaparicion total del color en el agua de los lavados.

Soluciones amortiguadoras parxa cromatografia de afinidad.

Solucién amortiguadora 1. acetato de sodio 0.05 M (pH 5. 2).

Se mezclaron 79 partes de una solucién de acetato de sodio(0.05 M)
con 2] partes de una solucidn de acido acético (0.05 M).

Solucién amortiguadora 2, dcido acético 0.1 M (pH 3.0).

Solucién amortiguadora 3. acetato de sodio 4.0 M (pH 4.5).

Se mezclaron 49 partes de una solucién de acetato de sodio (4,0 M)y

51 partes de una solucién de 4cido acético (4.0 M).

Preparacidn de la columna para cromatografia de afinidad.

Se empacé una columna de 2,5 por 8.0 cm con la Sepharosa4B-
hemoélobina (volimen total: 31.4 ml), Se lav6 la columna con la so -
luciﬁn‘amordguadora 1 hasta que desapareci6 todo residuo de hemoglo-
bina en el elufdo. Se repiti6 este paso con la solucién arnortiguadora 2.
Se equilibxd la columna nuevamente con la solucién amortiguadora 1 an-

tes de aplicar la muestra de proteasa.
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Purificacion de la preparacién enzimitica.

Se aplic6 la muestra disuelta en solucién amortiguadora 1 a la colum-
na de Sepharosa 4B- hemoglobina, por medio de una bomba peristal-
tica "LKB" con un flujo de 80 ml / hora. Se eluyd el primer pico con
la misma solucioén amortiguadora hasta que la densidad 6ptica a 254
nm del eluyente bajo a cero. Se eluyO el segundo pico (la proteasa)
con la soluci6n amortiguadora 2. Se colectaron las fracciones (4.0
ml) por medio de un colector de fracciones "LLKB Ultrorac'. Los tu-
bos en los que se colectaron las fracciones del segundo pico contenian
150ul de la soluci6n amortiguadora 3 para elavar el pH y evitar la
inactivacién de la enzima. La temperatura se mantuvo a 4 C durante
la cromatografia.  Se midi6 la actividad proteolitica de las fraccio -
nes del segundo pico. Se juntaron estas fracciones, se dializaron con-
tra agua destilada, se liofilizaron y se guard6 la proteasa purificada

a -70 C.

2.19. Radiomarcaje de la proteasa de la capa de aleurona.

Se incubaron 67 aleuronas en 6 ml de solucién amortiguadora
"de succinato de sddio 5 mM (pH 5.8), con cloruro de ca[cio'Z) mM,
AG,4 10My 25 uCi 3%S-metfonina, durante 24 horas a 28 . se
molieron el medio y el tejido para extraer proteasas por el método
ya descrito (secc.2.8.). Se centrifug6 el extracto a 19,000rpm duran-
te 15 min, Se dializ6 el sobrenadante contra agua destilada y se liofi-

1iz6., Se redisolvibé en solucion amortiguadora 1y se aplic6 a una co-

lumna de Sepharosa 4B- hemoglobina (1.5 x 14.0 cm). Se eluy6 la pro-
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teasa purificada por el método ya descrito en la secc. 2.15. Se dia-

lizd contra agua destilada y se liofilizé.

2.20. Extracciény purificacion de alfa amilasa.

Se esterilizaron | kg de semillas de trigo por el método ya des-
crito en la secc, 2.13. Se dejaron germinar en obscuridad a 28 °C du-
rante 96 horas. Se molieron en el homogenizador “Ultraturrax' con .
1, 500 ml de solucion amortiguadora de acetato de calcio 0.2 §, (pﬁ 6.0)
agregando 5 ml de mercaptoetanol. Se pasd el homogenado a traves
de tres capas de gasa, se reajustd el pH a 6.0 y se calenté a 70 °C -
durante 20 min. con el fin de inactivar la beta-amilasa y otras enzi -
mas. Después de enfriar a 4 C, se centrifugb durante 30 min. a -
12,000 rpm. Se precipité la alfa-amilasa llevando el sobrenadante a
un 60 % de saturacion con sulfato de amonjo. Después de dejar repo-
sar dura;lte 4 horas, se colectd el precipitado por centrifugacién a
15,000 rpm durante una hora. Se lavd el precipitado y se redisolvi6
en acetato de calcio 0,2 ¢ (pH 6.0). Se dializd la solucibn contra ace-
tato de clacio®. 2 % (pH 6.0) y se concentr6 a un décimo de su voliimen
original por medi> de liofilizacion.

El extracto dializado y concentrado se llevd a 40 ¢ con etanol
a 4 C, Se centrifugd durante 15 miu a 25,000 rpm, y se llevd el so -
brenadante a pH 8.0 con una solucién de "Trizma" base. Al sobrena-
dante se le agregd lentamente y gota por gota, 25 ml de una solucién
de glucégeno al 4.0 9, manteniendose a 4 C con agitacidn continua,

Se llevo a 40 9 de etanol otra vez, y sewlejd agitando durante una ho-

P W
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ra. Se colectd el precipitado por centrifugacion durante 30 min., a

25,000 rpm. Se lavo el precipitado de glucégeno-alfa~-amilasa dos
veces con 40 7 de etanol, y finalmente se suspendi6é en una solucidn
amortiguadora de acetato de calcio al 0.2 % (pH 6.0). Se incubd la
suspension durante 3 horas a 30 C, con el fin de que la enzima hi -
drolizara el glucégeno y se liberase hacia la solucidén. Se centrifugd
a 25,000 rpm durante 20 min., se dializd contra acetato de calcio
al 0.2 % (pH 6.0) y se lioflilizé a un décimo de su volimen original.
El extracto purificado se pas6é por una columna de ultrogel AcA 44
(10,000 - 130,000 daltons) equilibrada con acetato de calcio al 0.2 %,
(pH 6.0). Se midi6 la actividad de cada una de las fracciones eluidas.
Se juntaron todas las fracciones con actividad amilolitica, se dializa-

ron contra agtia destilada y se liofilizaron. Se guardd la enzima pu-

rificada a -20 C.

2.2]1, Determinacion de actividad de alfa-amilasa.

La actividad de alfa-amilasa se determiné usando una modifi-
cacion de la técnica de Briggs (1967), siguiendo la degradacion de al-
midén por la disminucién del color del complejo almid6én-yodo,

Para el ensayo de alfa-amilasa se mezcl6 1.0 il del extracto
enzimatico (o dilucién de éste) con 3.0 mlide solucién de almidén. Se
mezcl6 perfectamente y se incubd a 30 T, A tiempo ceroy a inter -
vdlos de 5 min., durante 30 min, se tomaron alicuotas de 0.1 ml de
la mezcla de reaccion que se adicionaron a 10.0 ml de solucién yodo/

yoduro de potadio. FEl color resultante se midi6é a 565 nm. en espec-
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trofotdbmetro "Unicam SP 600''. Para determinar la actividad enzima-
tica se graficé la disminucién en densidad Optica contra tiempo de -
reaccion, Se definié una unidad de actividad enzimatica como la can-

tidad de enzima que produce un cambio de densidad 6ptica a 565 nm

de 0.001 por minturo a 30 °C.

Actividad de alfa-amilasa = AD,O._.,./ min x volimendel x f
‘ 565 extracto

donde f es el factor de dilucidén del extracto,

Reactivos.

Almidon: Se suspendieron 0.5 g de almid6n soluble en 75 ml de
agua destilada. La suspension se hirvid durante dos minutos para di-
golver el amidén. Se enfrid a temperatura ambiente y se afiadieron
1.0 ml de cloruro de calcio 1.0 My 1.0 ml de una solucién amortigua-
dora de acetato de calcio 1.3 M (pH 6.0). Se aford a 100 m! con agua

destilada,

Solucién de yodo: Se prepard disolviendo 0.254 g de yodoy 4.0

g de yodurp de potasio en un litro de agua destilada.

2,22, Electroenfoque analitico de proteasas purificadas.

Para el electroenfoque analftico de proteinas se utilizaron pla-
cas preparadas de rangos de pH 3.5a29.5y pH 4.0 a 6.5 (LKB ampho-
line PAG plates 1804-101 y 1804-102 respectivamenten) con 5 % de acrila_
miday 3 ¢ de entrecruzamientos.

l.as soluciones de electrodo utilizadas fueron:
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pH 3.5 - 9.3 dnodo: 11300, 1.0 M.

catodo: NaOH 1.0 M.
pH 4.0 - 6.5 dnodo: dcido glutdmico 0.1 M en I~I3PO4 0.5 M
catodo: B- alanina 0.1 M.
Las placas se corrieron aplicando una potencia constante de
30 W a 10 °C durante 1.5 a 2.5 horas. l.as muestras fueron deposita-
das sobre la superficie del gel por medio de piczas rectangulares de
papel filtro "Whatman 3MM, Paratex", en difcerentes concentraciones
y distintas posiciones, Después de una hora se quitaron los aplicado-
res por si las proteinas se enfocaban abajo del éstos. *
Al terminar el electroenfoque se fijaron las proteinas sumer-

giendo el gel en 200 ml de la solucién fijadora durante 30 a 60 min.

Se transfirid el.gel a la soluci6n destefiidora durante 15 a 30 min con
el fin de eliminar las anfolin.as-y ajustar el pl del gel al mismo de la
solucién teflidora. Se sumergio el gel en 250 ml de la solucidn teﬁido-
ra a 60 C durante 10 min. Se elimind el exceso de colorante del gel
por medio de varios lavados sucesivos con solucion destefiidora. Fi-

nalmente se transfirid el gel a ya solucién preservadora durante 30

a 60 min. Se cubrid la placa con una hoja de celofdn y se dejé secar

L.as proteinas aparecieron como bandas azules contra un fondo incolo-

Solucion fijadora: A 500 ml de agua destilada se agregaron -

57.5 g'de acido tricloroacético y 17. 25 g de ‘cido sulfosalicilico.

Soluci6n tefildora; Se disolvieron 0, 460 g de azul brillante de

Coomassie R 250 en 400 m1l de la solucion destefiidora.
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Solucidn desteifiidora. Se mezclaron 500 ml de ctanol y 160 ml

de acido acético. Se aford la mezcla a 2 litros con agua destilada,

Solucidn preservadora: Se mezclaron 40 ml de glicerol con

400 ml de la solucidn desteiiidora.

2.23. Electroenfoque preparativo de proteasas purificadas.

Se utilizaron dos rangos de pH: 3.5a 9.5y 3.5a7.0. Este
dltimo se prepard mezclando 2.5 ml de anfolinas pH 3.5a 5.0y 2.5
ml de anfolinas de pH 5.0 a 7.0.

Para preparar la placa de electroenfoque preparativo, se remo
jaron seis tiras de papel filtro para electrodo de electroenfoque "LKB"
de 0.5 cm de longitud, en la mezcla de anfolinas seleccionadas dilui-
das diez veces con agua destilada. Se colocaron tres tiras de papel
en cada extremo del molde. Se pes6 el molde con las tiras de papel
mojado. Se colocé la placa sobre un nivelador y se le introdujo la sus
pensitn del gel granulado (Ultrodex) en la solucién de anfolinas, Se
pesé el molde otra vez. La suspension de Ultrodex fue preparada
_mezclando lentamente 4.0 g del gel seco con 100 ml de la soluci6n de
anfolina, la cual constaba de 5.0 ml de anfolinas y 95.0 ml de agua
destilada.

Se colocd sobre la placa a un metro de altura, un secador de
pelo con flujo muy suva de aire caliente, evitando que provocara la -
fo‘rmac’én de ondas sobre el gel, Se dej6 secar el gel hasta que per-

di6 40.0 % de su himedad ( determinado pesando el gel con el molde

a intervalos frecuentes de tiempo ), Se transfiri6 la placa al aparato
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de electroforesis "LKB Multiphor" a 10 °C. Se colocaron tiras de pa-
pel para electrodos en los extremos de la placa, empapandolas pre -
viamente en las siguientes soluciones:

anodo ; HBPO4 1.0 M.

catodo; NaOH 1.0 M.

Para aplicar la muestra al gel, se disolvid la proteina desali-
nizada em 3.0 ml de la soluci6én correspondiente de ‘anfolinas diluidas
diez veces., Se colocd el aplicador de muestra "LKB" en la mitad de
la placa del gel, se sac6 con una espdtula el gel que ocupaba la zona
marcada por el aplicador y se mezclé este gel con los 3.0 ml de la
muestra. Se depositod esta mezcla en el espacio donde se habfa reti-

rado el gel. Se quitd el aplicador y se dej6é en reposo unos mimtos

para equilibrarse hidrostdticamente la zona. Se colocaron los elec -
trodos y se aplic6 un poder constante de 8 W durante 16 horas.
Alterminar el electroenfoque se retiraron las tiras de papel
de los electrodos. Para detectar las zonas de proteinas se colocé una
hoja de papel filtro (10.8 x 24.2 cm ) sobre la superficie del gel, evi-
tando la formaci6n de burbujas de aire. Se retir6 a los 2 min. y se se
c6 durante 15 min en horno a 120 C. Se lavé la hoja de papel en una
solucién de dcido tricloracético al 10 9, haciendo tres cambios cad;1
1S min. Se tifié el papel con 200 ml de una solucién de azul brillante
de Coomassie R 250 al 0.2 g, disuelto en una mezcla de metanol/agua/
dcido acético (50 : 50 : 10). Se quit6 el exceso de colorante con varios

cambios de solucién desteflidora que consistié en metanol/ agua/ acido

acético (50 : 50 : 10). Las bandas de protefnas aparecen de color azul
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contra un fondo blanco.

Para detectar el gradiente de pH y la actividad proteolitica en
en gel, se colocd el molde fraccionador "ILKB" sobre el gel inmedia-
tamente después de retirar el papel filtro, Por medio de este molde
se dividi6 al gel en 30 porciones iguales, las cuales fueron retiradas
con espatula y colocadas en tubos de centrifuga con 2.0 ml de agua -
- destilada. Se midi6 el pH de cada fraccién con potenciémetro, se cen
trifugaron las fracciones d velocidad maxima en centrifuga clinica y
‘se separaron los sobrenadantes colocandolos en bolsas de diilisis.
Finalmente se dializaron los sobrenadantes contra agua destilada du-

1

rante 24 horas para eliminar las anfolinas y poder medir la.octividad

proteolitica de cada fraccién (ver secc. 2.12.).

2,24. Electroforésis en geles de acrilamida- SDS.

Soluciones.

Soluci6n A: 6.8 g de imidazoly 2,0 g de laurilsulfato de sodio .
(SDS) disueltos en un litro de agwua destilada (pH 7.0).

Solucién B : Se mezclaron 800 ml de la 'olucién A con 800 ml
de agua destilada para preparar la solucién amortiguadora de los e -
lectrodos,

Jolucién C : Se disolvieron 1.0 ml de 2-mercaptoetanol y 1.0 g
de SDS en 10.0 ml de solucién A y se afor6 a 100 ml con agua destilada.

Solucién D :  Se disolvieron 22.2 g de acrilamida y 0,6 g de

N, N-metilen bis-acrilamida (ambos purificados especialmente para

electroforesis) en agua destilada y se aford a 100 ml.




R,

ml de solucién para el gel al 5 9,

(T=5.1% c=2.69%).

ml de soluci6n para el gel al 10 9.

(T=1.29, c=2.09%)

1

agua destilada
solucién A
solucién D
solucién E

TEMED

?

14.9
33.0
. 14.8
3.2
0.1

33.0
29,7
3.2

0.1

Tabla 2. 2.

Preparacibn de geles para electroforésis.
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sSolucidn E : Se disolvieron 100 mg de persulfato de amonio en
agua destilada, aforando a 10.0 ml. Esta solucién se preparé en el
momento en que se requeria.

Soluciébn F : Se disolvieron 35 mg de azul de bromofenol en -
10.0 ml de la solucién C.

Solucién fijadora. se disolvieron 57 g de acido tricloroacético

y 17 g de acido sulfosalicilico en una mezcla de 150 ml de metanol y
300 ml de agua destilada.

Solucién tefiidora: se disolvieron 1. 25 g de azul brillante de

Coomassie en una mezcla de 227 ml de metanol y 227 ml de agua des-
tilada. Una vez disuelto el colorante en esta mezcla se agregaron 46
ml de acido acético. Se filtrd para eliminar residuos sélidos.

Solucién destefiidora: se mezclaron 300 ml de etanol y 100 ml

de &cido acético que se aforaron a un litro con agua destilada.

Preparacion de geles: se prepard la solucién formadora de ge-

les mezclando los componentes en el orden y proporciones que se in -
dican en la tabla 2. 2 . Se mezclaron las soluciones de acrilamida

. € imidazol en un matraz kitasato, Se aplic6 vacio a la mezclafiuran-
te 5 min. para eliminar el aire. Se agregaron el persulfato de amonio
y TEMED y se mezcl6 cuidadosamente sin introducir aire. Se vaci6
inmediatamente en el molde para la formacién de geles previamente
preparado. Después de 40 min. se sacd el gel polimerizado del mol-
de y se guard6 en cdmara de himedad "LKB" durante 12 a 24 horas a

temperatura ambiente.




Preparacion de la muestra: se disolvieron aproximadamente

50 - 500 ug de proteina en 250ul de solucion C. Se incubd la solucion
en bafio de agua a 92 °C durante 3 min. Se dejé enfriary se agrega -
ron l0ul de solucién F y 10ul de 2-mercapraetanol . Se mezclé.
Electroforesis : antes de aplicar la muestra a la placa de po-
liacrilamida, se realizé una pre-electroforésis pasando una corriente
de 80 mA. durante 30 min. Enseguida se aplicaron lI0ul de muestra
a la placa y 10yl de las soluciones de proteinas estandares. Para la
deteccion de bandas radioactivas se utilizd la mezcla de proteinas -
marcadas con carbono-14 ya descrita en la secc. 2.3. Para la detec-
cion de proteinas con el colorante azul brillante de Coomassie se uti-
lizaron las siguientes protefnas estandares, corriéndolas tanto indi-

vidualmente como mezcladas.

Proteina. Peso Molecular,
Lisozima 14, 300
p-lactoglobulina 18, 400
TripsinOgeno 24,000
Pepsina 34,700
Ovalbumina 45, 000
Albu‘mina bovina 66, 000

Se inicid la electroforesis aplicando una corriente de 20 mA
durante 10 min. con el fin de concentrar las muestras. Se aumentd
la corriente a 100 mA, y se mantuvo constante durante 2 horas aproxi-

madamente, a 5 °C.

Al terminar la electroforesis se sumergi6 la placa del gel en
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250 ml de la solucién fijadora. En el caso de las muestras radioac-
tivas se sometié el gel fijado a la técnica de fluorografia (ver secc.
2.25.). Para teiiir las proteinas no-marcadas se transfiri6 el gel
/a la solucidn tefiidora durante dos horas. Se elimind el exceso de co-
lorante por medio de varios cambios sucesivos con la solvgcién deste-

fiidora. Las bandas de proteinas aparecen de color azul contra un fon

do blanco.

2.25. Deteccién de protefnas radioactivas por fluorografia.

Se transfiri6 el gel de la solucién fijadora a 200 ml de dimetil-
sulfoxido (DMSO). Se hicieron tres cambios del DMSO cada media ho-
ra. Se sumergi6 el gel en 250 ml de una solucién de 2, 5-difeniloxazol
(PPO) en DMSO al 20 %, (p/p) durante tres horas. Se transfiri6 el gel
impregnado a 500 ml de una soluci6n acuosa de glicerol al 10 % (v/v)
durante una. hora para precipitar el PPO dentro de la matriz del gel
(Bonner y Laskey, 1974). Se sac6 el gely se colocd en una placa de
vidxio (12.5 x 26 cm). Se cubrié con una hoja de celofan humedecida
en la solucion de gliderol, y se puso a secar en estufa de alto vacfo
a 60 C durante una hora. Se cubri6 la superficie del gel con una pla-.
ca delgada de pldstico, y en la obscuridad se colocé una pelfcula de
rayos-X ‘(kodak G-mat RP), sobre la mica de plastico. La pelicula
se mantuvo en buen contacto con el gel por medio de una placa pesada
de vidrio. Se envolvi6 todo con cuatro hojas de papel aluminio y se

llevo al congelador a -70 °C durante 15 dfas.’ La pelicula de rayos-X

se revel6 sumergiendola en solucién reveladora Kodak R P X~-Gmat du-
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rante 4 min. Se lavoé medio minuto en agua corriente y se transfirio
a la solucibn fijadora Kodak RP X-Gmat durante 4 min. Finalmente

se lavd 5 min., e¢n agua corriente y se seco.

2.26. Calculo de pesos moleculares.

Se grafico el peso molecular contra la movilidad relativa de
cada una de las proteinas estandares para calibrar el gel de acrila-
mida-SDS. Por medio de esta calibracidén se lograron determinar
los pesos moleculares desconocidos de las muestras, utilizando sus
movilidades relativas. Se determin6 la movilidad relativa de una ban

da por medio de la siguiente expresion:

movilidad distancia de migracidn longitud del gel
relativa = de la proteina X  antes de fijar
distancia de migracion longitud del gel

del azul de bromofenol después de fijar.







3.1. El ensayo de proteasas.

Antes de iniciar los estudios sobre el control hormonal de la
formacion de proteas;\s por la capa de aleurona de trigo, fue necesa-
rio desarrollar el método de ensayo adecuado,

Como se menciond en el capitulo anterior, la mayoria de los
métodos para medir actividad proteolitica estan basados en la libera-
¢i6n de grupos amino a partir de un substrato (comunmente caseina 0
tiamglobina). Debido a que todas las determinaciones colorimétricas
para la aeteccién de grupos amino reaccionan con los grupos amino
terminal y e-amino del substrato protefnico, es necesario emplear un
mérddo que elimine la interferencia del substrato en la determinacién.
Esto se realiza generalmente mediante la precipitaci6n dcida del subs
_ trato no hidrolizado, una vez que se ha concluido la reaccién enzima-
tica, detectando los grupos amino que quedan solubles en el medio a-
cido (aminodcidos libres y péptidos de bajo peso molecular). Estos
métodos nc presentan una cinética lineal, debido a que no detectan la
_ hidré6lisis parcial del substrato. Pgra .evitar este problema se utiliz6
un método en el cual todos los grupos amino expuestos a la actividad
proteolitica pueden ser determinados sin necesidad de precipitar el
substrato. Naturalmente habfa que eliminar la interferencia del subs
tratw , lo cual se llevé a cabo, metilando tanto los grupos amino ter-
minales, como lo grupos f-;amino del substrato protéico. La libera-
cién de grupos amino por la accién de proteasas sobre este substrato

se siguidé por medio de su reacci6n con el dcido 2, 3, 5-trinitrobencen-

sulfénico (TNBS), Como se describi6 en la seccibn 2,12,

,"r'h
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Aunque la metilacion de la proteina ha sido realizada por mé-
todos reportados cn la literatura (Dunn y Brotherton, 1971: Lin y col.,
1969), se observ6 que se mejord la eficiencia de la metilacién por dos
reacciones sucesivas (secc. 2.9.) El resultado fue una disminucibn
cn la reactividad del substrato con el 'I'NBS a casi ceroy, por lo tan-
to, upa mejora en la densidad Optica de los testigos.

Como regla general el substrato usado en la determinacibn es
N, N-dimetilcaseina, debido a que esta proteina no posee grupos cro-
moéforos que pueden interferir en la determinaci6n colorimétrica del
complejo TNBS-amino, Aunque se prepar( este substrato se observo
que como la caseina, la N, N'-dimetilcaseina no es soluble a pH infe-
rior a 5.5, por lo cual su uso queda restringido para la determina -
cién de proteasas neutras o alcalinas. Debido a que el pH 6ptimo de
las enzimas bajo estudio en este trabajo era desconocido, fue necesa-
rio preparar la N, N'-dimetil hemoglobina, la cual es soluble desde
pH 2.5 hasta pH 9.0; esperabamos de ser posible cambiar a la N,N'~
dimetilcaseina , si encontrabamos una proteasa con una actividad mé-
xima dentro del rango de pH en el que es solubie este substrato. Co-
mo Se verd posteriormente no fue el caso y todos los ensayos fueron
realizados con la N, N'-dimetilhemoglobina como substrato.

Como el grupo prostético de hemoglobina absorbe a la misma

longitud de onda en la que el complejo TNBS-amino, la molécula de

hemoglobina tuvo que se parcialmente decolorada con agua oxigenada

antes de metilarla. Se encontrd que hay que realizar esta oxidacifn

preliminar del grupo heme ‘con mucho cuidado, porque una oxidacién
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Fig. 3.1. Comparaci6n espectral de la hemoglobina y la N, N'-di-

metil hemoglobina después de reaccionar con TNBS.
Observese la apreciable disminucion en la densidad 6p-
tica a 420 nm después de la oxidaciony metilacion.
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cxcesiva desnaturaliza la protefna debido a un ataque sobre la globi-
na. Las condiciones Optimas para esta reacci®™n estan descritas en
la seccidn 2.12,

La efectividad combinada de la oxidacion y la subsecuente
metilacion de la hemoglobina disminuyen la reactividad de la molé-
cula hacia el TNBS, y con ello reducen su interferencia en las sub-
secuentes determinaciones de la actividad proteolitica como se ilus-
tra en la Fig. 3.1

La reacci6n del TNBS con los grupos amino es dependiente
del pH, asi como la intensidad del color del complejo TNBS-amino.
Se requiere de un pll basico de alrededor de 9.0 para hacer cuanti-
tativa la reaccién y para asegurar la intensidad maxima del color.
De acuerdo con los reportes en la literatura (Liny col., 1969; Dunn
y Brotherton, 1971), el cambio de pH puede lograrse agregando a la
mezcla de reaccién enzimad tica, una solucién de bicarbonato de sodio
al 4 % (pH 8.5). Aunque hay formaci6n de color con este procedimien
to, se obtuvieron grandes variaciones en los resultados, cuando se
intentd determinar el pH 6ptimo de la proteasa della capa de aleuro-
na de trigo. Se probd la capacidad de la solucién de bicarbonato de
sodio al 4 9 para cambiar el pH de la mezcla de reaccién, usando u-
na solucién de glicina (20ug/m1l) disuelta en soluciones amortiguado-
ras con distintos pH. Sz encontr6 con estos experimentos que el mé-
todo reportado para elevar el pH es completamente inadecuado para

ajustar el pH al requerido para formar el complejo TNBS-amino co -

lorido, para los casos en los que la solucién amortiguadora era infe-




rior a ptl 6.0.

Se probaron otros métodos, para resolver estc problema, in-
cluyendo el de incrementar la concentracion de bicarbonato al 10 ¢,
y diversas concentraciones de distintas soluciones amortiguadoras
para intentar llevar la mezcla de reaccidn enzimdtica a pif 8.5, in-
dependientemente de su pii inicial. El método adoptado, después de
comprobar que era el mas conveniente, fue reportado por Valet {1971)
usando una solucién amortiguadora de borato 2,0 M (pt 9.0) a 60 °C.
Utilizando este procedimiento fue posible demostrar la linearidad en
el desarrollo del color, llegando a densidades Opticas mayoxres que

2.0 a 420 nm con solucién de TNBS al 1.0 %.

3.2. Eliminaci6n de compuestos de bajo peso molecular que inter-

fieren en el ensayo de proteasas.

Se ha encontradq que la capa de aleuroan de trigo contiene
gran cantidad de material de bajo peso molecular que muestra reac-
cibn positiva con el TNBS. Esto di6é como resultado que se obtuvie-
ran lecfliras de densidad Optica extraordinariamente altas en los -
blancos, impidiendo la obtencién de determinaciones confiables en
la actividad enzimaitica. Asf que fue necesario buscar una técnica
que eliminara estos compuestos de bajo peso molecular que inter-
ferfan.

LLos requisitos esenciales del método eran: alta eficiencia,

recuperacién cuantitativa de proteasas, rapidez, y que no provoca-

ra inactivacibn ni dilucién de la enzima. Estos requisitos no los
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alacanzan las técnicas normales de dialisis, ni de filtracién molecu-
lar, debido a que consumen mucho tiempo y provocan una dilucién
inaceptable del extracto enzimdtico. Asi pues, se desarrolld una
técnica cromatogriafica en minicolumnas de Sephadex G-25, que
evitd estas desventajas y reuni6 los requisitos antes mendionados.

Aunque se adopt6 el método descrito por Feller (1977), fue
necesario realizar un gran nimero de experimentos con el fin de ob-
tener las condiciones éptﬁnas para el sistema, como son: capacidad
de la colurﬁna, velocidad de centrifugacién, tiempo de equilﬂirio,
etc. Estos experimentos se llevaron a cabo usando soluciones de -
glicina al 0.002 @ y caseina al 0.1 %. Esto sirvi6 para determinar
la eficiencia de eliminaci6n de aminodcidos y la de recuperacién de

proteinas, bajo diferentes condiciones de centrifugacién, etc. Se -

muestran los resultados mas importantes en la tabla 3.] .

Sé observd que lavando la columna, o sometiendola a dos cen-
trifugaciones, se aumentd la contaminacién del eluido con aminoaci-
dos, sin mejorar la recuperacidn de proteina. Bajo las condiciones
experimentales adoptadas finalmente (secc. 2. 10.) se optimizé el
volimen de extracto purificado, se obtuvo un alto rendimiento de pro-
teinas, y se retuvieron mas del 90 % de los aminodcidos en la matriz
de la columna. La variacion en la recuperacidn de proteinas se re-

14

solvid mediante el uso de un marcador interno de "'C - ovalbumina

metilada como se describid en la seccidén 2.11.




Voldimen de carga Velocidad de la ‘Velocidad de la % de recupe-

Substancia de la columna. la. centrifugacién.| Lavado. 2da. centrifugacion. racioén,
. Casefna 1ml 4,000 i ml 4,000 74 a 89
Glicina 1 ml 4,000 1 ml 4,000 23 a 36
‘Casefna 1 ml 4,000 --- 7,000 68 a 89
Glicina 1 ml 4,000 --- 7,000 19 a 30
Caseina 1 ml 4,000 - - - 4,000 82 a 92
Glicinc:l -lml 4,000 - .- 4,000 7 a 19
Caseina I ml 4,000 - - --- 76 a 91
Gli_cina 1l ml 4,000 - - - - - - S al0
Caseina 2 ml 4,000 --- 84 a 90
Glicina 2 ml 4,000 --- 5 a8

Tabla 3.1. Condiciones experimentales para la purificacién parcial del extracto
enzimético en mini-columnas de Sephadex G-25.
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3.3. pH 6ptimo de actividad proteolitica inducida por el acido

giberélico.

En la figura 3.2. se muestra el cambio en actividad proteo-
litica del extracto enzimadtico crudo al variar el pi{. Solamente se
observd un pico de actividad con valor maximo de pH de 3.5. La(s)
enzima(s) inducida(s) por AGy fue completamente inactiva a pH su-
perior al punto neutro. Esta Gltima observacién permitio detener
la reaccién enzimatica dﬁrante el ensayo transfiriendo alicuotas de
la mezcla cie reaccion a la solucién amortiguadora de pH 9.0 y man-
teniendola a 4 °C. (secc. 2.12,), En base a este estudio se utiliz6

un pHde 3.5 para todos los ensayos subsecuentes de actividad pro-

teolitica.

3.4. Determinacién de Km.

El cambio en la velocidad de reaccion de la actividad proteo-
litica a diferentes concentraciones de N, N'-dimetilhemoglobina se
presenta en la figura 3.3. La actividad enzimatica sigui6 una cur-
va tipica de Michaelis-ﬂienten, llegando a su saturacidn alrededor
de 1.0,% de concentracién de substrato. Sin embargo, no fue posi-
ble emplear esta concentracion de N, N'-dimetil hemoglobina en los
ensayos de actividad proteolitica rutinarios debido a la precipitacion
subsecuente del exceso de substrato a pH 9.0 en presencia de TNBS.
Este problema de solubilidad de la N, N'-dimetil hemoglobina a altos
valores de pH no se observé con una concentracion del substrato de

0.1 %, la cual fue empleada en todos los ensayos enzimaticos. Pa a
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determinar la Km y la velocidad maxima del extracto enzimético se

trazé una grafica, doble reciproca de Lineweaver-Burk, obteniendose
valores para Km y V max de 0.102 %y 0.008 AD, O, 420 / min., res-

pectivamente, (Fig. 3.4.).

3.5. Induccién hormonal de la actividad proteolitica en la capa de

aleurona de trigo.

'La actividad proteolitica de la capa de aleurona de trigo per-
manece baja en ausencia de AGg4; se observo un incrementeo signifi-
cativo de actividad durante las primeras 24 horas de incubacidn (fig.
3.5. ): Este bajo nivel de proteasa, formada independientemente de
AGg, quiza sea requerido para mantener la poza de aminoacidos del
tejido, la cual se sabe aumenta gradualmente en auséncia de la hormo-
na (Chittenden y col., 1978).

El AG4 produjo un dramético aumento en la actividad proteoli-
_tica de la capa de aleurona; siendo 4.5 veces mayor que la actividad
del tejido control después de las 24 horas de incubacién. Este incre-
mento de actividad producido por efecto de AGg, pudo apreciarse des-
pués de las 6 horas de incubacién y alcanzd un méximo a las 30 ho;:as.
Después de este tiempo la tasa de autodegradacién de la enzima fue ma-
yor que su tasa de sintesis, y por lo tanto, lg actividad proteolitica si-
guid disminuyendo hasta las 48 horas de incubaciétn. Ya se ha repor-
tado una disminuci6n similar en la tasa de formacién de alfa-amilasa

después de las 30 horas de incubacidn (L.6pez T., 1981). Esta forma -

cién de actividad de proteasa inducida por AG5 en capa de aleurona de
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tiempo de incubaci6n (horas).

Fig. 3.5. Actividad proteolitica en capa de aleurona de trigo.
cada uno de los valores que se presenta es la media
de varios experimentos,

® control (ausencia de AGS)
O incubaciones con AGg

# incubaciones con AG3 y etileno.
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trigo es semejante a la reportada por Jacobsen v Varner (1967) puara
la cebada,

El etileno elevé la formacidn de proteasa inducida por ACJ3 en
la capa de aleurona (fig 3.5.). Este efecto promotor del gas fue evi-
dente desde las primeras horas de incubacion, indicando que el etile-
no es capaz de actuar desde los primeros eventos involucrados en la
respuesta del tejido al AGg. Ademads, el etileno prolongé el periédo
de maxima actividad protedsica desde 30 a 36 horas; mostrando que el
gas es capaz de estimular y mantener una tasa mas alta de la forma -
ci6n de proteasa, dentro de las células de aleurona, que el AGg sélo.
Después de las 36 horas la tasa de produccién de la enzima mostr6 una
rapida disminuci6n, esto se debe quiza a la autolisis o inactivaci6n de
la enzima, lo cual se corrobora por la disminucibn de actividad enzi-
matica total.  Estas observaciones sobre la interacci6n sinergistica
del etileno y el AGg son sorprendentemente similares a las reportadas
para la formacién de alfa-amilasa en el mismo tejido (Lépez, 1981).
Sin embérgo, el grado de estimulacién de la formacién de proteasa por
el etileno no fue tan grande como para la alfa-amilasa' Mientras que
la alfa-amilasa es muy estable bajd las condiciones de incubacién em-
pleadas en este trabajo, la proteasa no lo es.

El ABA inhibi0 la formacién de proteasa inducida por el AG3
en capa de aleua"ona de trigo. (tabla 3.2.) La inhibici6n completa se
alcanz6 con ABA (mezcla racémica) 10 -4 M, mientras que con una
concentracién 10~ 5 M de ABA (mezcla racémica) se encontrd una
inhibicién total de la sintesis de alfa-amilasa, concentracibn que no

fue lo suficientemente efectiva para lograr la inhibicién completa




UNIDADES DE ACTIVIDAD PROTEOLITICA
T R = A T M I E N T
Control AG3 10'6M ABA 10_5M ABA 10-4M cordicepina cicloheximida
AG3 10°0M | AG310®M | AG3"OM AG3 10-6M
0 horas 6.78 - “-- - -—- .-
24 horas 29,9 128. 8 36.5 26.2 10.6 38.5
—eassa.. .
e
48 horas 29, 3 132. 9 56.6 29.3 4].4 ~ 35.3
Tabla 3.2, Efecto de ABA, cordicepina y cilcoheximida sobre la actividad proteolitica

inducida con AG3 en la capa de aleurona de trigo.

Los resultados son la media de varias determinaciones.
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de la formacion de protcasa(l.opez T, 1981; Goémez, 1982). La sinte-

sis de alfa-amilasa y proteasa inducidas por AGq presentan distin -
tas sensibilidades al ABA. No se observé ningin efecto del ABA so-
bre la actividad proteolitica no dependiente de AGB'

La cordicepina y la cicloheximida, inhibidores de la transcrip-
cibn y traduccidn respectivamente, lograron inhibir completamente el
efecto de AG% (Tabla 3. ) Esto podria indicar que la formacion de

proteasa inducida por AG3 en capa de aleurona de trigo es debida a

una sintesis de novo de la enzima y que el AG,. puede egtar actuan-

3
do a nivel de transcripcion para controlar la sfntesis de proteasa por

este tejido,

Mientras que para.la formacidn de al‘.fa-arﬁ.ﬂaBa inducida por AGq
en capa de aleurona de cereales hay un requerimiento absoluto de cal-
cio, este requisito no fue observado para la formacidn de proteasa ;
ya qQue sé encontraron las mismas cantidades de actividad proteolitica
cuando la enzima ‘fye inducida en presencia de calcio, que cuando es-
te elemento fue omitido del medio de incubacion.

Todas las determinaciones de actividad proteolitica reportadas en
esta seccién fueron sometidas a apilisis de variancia ya la prueba de
rango maualti ple de Studen-Newman-Kuels para diferencias significari-
vas, Todos los efectos de las hormonas, inhibidores, etc., descritos

anteriormente fueron significativos a P = 0.01 %, o valores menores.

3.6. Purificacion de proteasas.

Como se describi6 en la seccién 2.18. se realizé la purifi-
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cacion de proteasas aisladas de semillas germinadas y ¢le aleuronas

inducidas con AGS, por medio de cromatografia de afinidad. La
Primera fuente de proteasa (semilla germinada) fue utilizada simple-
mente como una prueba del sistema experimental y para resolver pro-
blemas del disefio experimental. Una vez desarrollado el sistema
con esta fuente de enzimas, relativamente abundantes, se llevaron

a cabo las investigaciones con las proteasas inducidas por AG3 en

la capa de aleurona.

El patrén de elucion de proteinas extraidas de la capa de a-
leurona de trigo se muestra en la fig 3.6 .  El primer pico eluido
con solucién amortiguadora de pH 5. 2 corresponde a las proteinas que
no tienen afinidad para la hemoglobina y que no fueron retenidas por
la columna. El segundo pico eluido con soluci6n amortiguadora de
pH 3.0 corrgsponde a las proteinas que se habian retenido en la co-
lumna.

Al medir la actividad proteolitica de cada pico se encontrd que
la columna habfa retenido cerca del 90 % de ls actividad proteolitica
total, lo cual coincide con lo reportado por Chua (1969) para este
mismo sistema. El 10 % restante de la actividad proteolitica fue lb-
calizada en el primer pico. Si se pasa una vez mas la fraccion de
este pico, a travez de la columna, se vuelve a retener un 90 ¢ de la
actividad total aplicada por el complejo Sepharos 4B-hemoglobina,
actividad que es elufda postériormente al aplicar la solucién amorti-

guadora de pH 3.0. Por lo anterior se sugiere que la retencibn del

90 % de la actividad proteolitica total por la columna, no se debe a la
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saturacion de los sitios de unidn; sino que es una caracteristica de

este sistema de cromatografia de afinidad. Estas observaciones se
confirman con los hallazgos de Burger (1973).

L.a determinacidn de actividades especificas para los picos
de la columna, demostraron que el paso por la columna aumentd
10 veces la pureza de la proteasa. Actividades especificas semejan
tes fueron encontradas con preparaciones de la proteasa que no ha -
bian sido sometidas a la purificacién parcial por precipitacién con
sulfato de amonio; lo cual indica qQue este paso previo,no es necesa-
rio p;ara la purificacion de proteasas dela capa de aleurona por cro-

matografia de afinidad.

3.7. Determinaci6n del punto isoeléctrico de proteasas por

electroenfoque.

Se utilizaron muestras purificadas de proteasas para deter-
minar sus puntos isoeléctricos. Al realizar el electroenfoque ana-
litico en geles de acrilamida, se producia una zona difusa en lugar
" de una o mas bandas‘definidas. Esto no fue una falla debida al sis-
tema de electroenfoque, }a que preparaciones de enzimas n6 purifi-
cadas y muestras obtenidas del primer pico de la columna de croma-
tografia de afinidad, produjeron bandas angostas y clarmente defini-
das. Se atribuye el problema a la presencia de péptidos de hemoglo-
binnequdos de la columna junto con las proteasas (Burger, 1973).

La determinaci6n de los puntos "i‘s-déi'éct’ricos no se pudo realizar

v

por este método.  Despues$ del vano intento del sistema analitico,
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se cambio al electroenfoque preparativo, método en el cual las protea-
sas pudieron ser detectadas por su actividad proteolitica, eu lugar de
la técnica de tincibn general de proteinas. En la fig. 3.7 . se mues-
tra la distribucién de actividad proteolfica de un extracto no purifica-
do, en un gel de electroenfoque preparativo en funcion del gradiente

de pH. La actividad proteolitica se distribuy6 sobre un ampliorango .
de pH (4.5 a 6.0), indicando la posible existencia de varias isoenzi -
mas. La maxima actividad fue observada alrededor de pH 5. 2-5.4,
Una vez determinada la amplitud aproximada de la zona de pH para el
electroenfoque de la actividad proteolitica,inducida por AGg en un gel
de rango amplio de pH, se hizo una determinacién mis precisa del pun--
to isoeléctrico en un gradiente de pH de 3.5 - 7.5. En la figura B.é .
se ilustra la distribucion de la actividad proteolitica en ese gradien-
te de pH. Nuevamente la actjvidad enzimética se distribuyd entre

pH 4.5y 6.0 con una actividad maxima a pH 5.5. Se concluy6 que

la isoenzima mayoritaria inducida por AG3 tiene un pl entre 5.2 y 5.6.

3.8. Determinacién del peso molecular de pifteasa y alfa-amilasa

inducidas. por el AGq.

Los métodos normales de determinacién de peso molecular de
proteinas en geles de policacrilamida- SDS y la tinci6n con azul bri -
llante de Coomassie, no pudieron emplearse en este trabajo, debido
a la contaminaci6n de la proteasa purificada con péptidos de hemoglo-

bina. Por lo tanto fue necesario marcar radioactivamente la protea-

sa inducida con AG3. Esto se hizo incubando las capas de aleurona
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Fig. 3.7 . Determinacién del punto isoeléctrico de la proteasa in-
ducida por AG3 en capa de aleurona de trigo.

El isoelectroenfoque preparativo se llevd a cabo con una
mezcla de anfolinas de pH 3.5 a 9.5.
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Fig. 3.8, ‘ Determinaci6n del punto isoeléctrico de la proteasa in-
ducida por AG4 en capa de aleurona de trigo.

El isoelectroenfoque preparativo se llevé a cabo con
una mezcla de anfolinas de pH 3.5 a 7.5.
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con  S- metionina. La proteasa radioactiva fue purificada por croma
tografia de afinidad y su peso molecular se determind por radioelectro-
foresis por comparacion con proteinas metiladas con CM, de pesos
moleculares conocidos. El resultado de esta técnica se muestra en
la fig. 3.9. Las movilidades relativas de las proteinas patrén fue-
ron calculadas para realizar una curva de calibraci6n, a partir de la
cual se pudiera encontrar el peso molecular de la proteasa (fig. 3.10.)
El-peso molecular de la proteasa,inducida por AGg en la capa de aleu-
rana de trigo, encontrado fue de 43, 600 daltons.

Este valor de peso molecular de la proteasa es muy semejante
a los 42,000 daltons reportados para alfa-amilasa de trigo por Tkachuk
y Kruger (1974). . Debido a la gran similitud entre estos valores de pe-
so molecular, se deeidi6 determinar“el peso molecular de alfa-ami-
iasa de Potam S -70 para confirmar que fue verdaderamente distinto
del valor de proteasa. Se utiliz6 una preparaci6n de alfa-amilasa con
actividad especifica de 290 U /mg de proteina. Se obtuvo una sola ban-
da por electroforesis en gel de poliacrilamida - SDS, demostrandose
asf la pureza de la preparaci6n enzimftica. Se determin6 el peso
molecular de eétg banda qo;nparat\do su movilidad relativa con. una
curva de calibracién (fig. 3.11.) El peso molecular calculado para al-
fa-amilasa fue de 42,000 daltons,

La proteasa inducida por AG4 parece tener un peso molecular
mayor.que el de alfa-amilasa por 1,500 daltons. Aunque hay una com-
plgta confianza en la diferencia de pesos moleculares entre las dos pro-

cefna‘{s, se sugiere se realicen experimentos donde se determine el pe-
so molecular de las dos enzimas simultaneamente,




Figura 3.9." Determhinaci6n del peso molecular de la proteasa
inducida por AGg en capa de aleurona de trigo.
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Fig. 3.10. Determinaci6n del peso molecular de la proteasa inducida
por AG3 en capa de'aleurona de trigo.

Se presenta la movilidad relativa de la proteasa, compa-
randola con una curva de calibraci6n preparada cen pro-
tefnas estandar de peso molecular conocido,
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Determinaci6n del peso molecular de alfa-amilasa de tri-
g0. Se presenta la movilidad relativa de la alfa-amilasa
purificada en relaci6n a una curva de calibraci6n prepara-
da con protefnas estandar de peso molecular conocido,
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Conclusiones.

El icido giberélico induce la formacion de proteasa por la capa
de aleurona de trigo.

Inhibidores de transcripcion y traduccion anulan el efecto del
acido giberélico.

Existe un bajo nivel de proteasa en capa de aleurona de trigo, cu-
ya formacion es independiente del acido giberélico,

El dcido abscisico inhibe la formacidn de proteasa inducida por
el dcido giberélico, pero no tiene efecto sobre la enzima sinte-
tizada independientemente del acido giberélico.

El etileno estimula la velocidad de sintesis de proteasa inducida
por el dcido giberélico en capa de aleurona de trigo.

La proteasa' inducida por el acido giberélico es una proteasa aci-
dh, con pH 6ptimo de 3.5 y Km de 0.102 9, frente a N, N'-dimetil-
hemoglobina.

La proteasa existe en varias formas isoenzimaticas con puntos

isoelectricos entre 4.5y 6. Las isoenzimas principales tienen

puntos isoeléctricos de pH 5.2y 5.6,

El peso molecular aproximado de la proteasa es 43, 600 daltons,
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