
UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MÉXICO 

FACULTAD DE QUIMICA 

CONTROL HORMONAL DE LA ACTIVIDAD 
PROTEOLITICA EN CAPA DE ALEURONA 

DE TRIGO 

TE SI S 
que para obtener 	el Título 	de 
OUIMICO FARMACEUTICO BIOLOGO 

p r 	e s 	e 	n t 	a 
MARIA ISABEL MUGGENBURG RODRIGUEZ VIGIL 

1982 México, D. F. 



 

UNAM – Dirección General de Bibliotecas 

Tesis Digitales 

Restricciones de uso 
  

DERECHOS RESERVADOS © 

PROHIBIDA SU REPRODUCCIÓN TOTAL O PARCIAL 
  

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal 
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México). 

El uso de imágenes, fragmentos de videos, y demás material que sea 
objeto de protección de los derechos de autor, será exclusivamente para 
fines educativos e informativos y deberá citar la fuente donde la obtuvo 
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro, 
reproducción, edición o modificación, será perseguido y sancionado por el 
respectivo titular de los Derechos de Autor. 

 

  

 



• Indice 

Objetivo 

Resumen 

Capitulo 1. 	Introxiucción y Antecedentes 

1.1. Estructura del grano de trigo 

1.2. Composición química del grano. 

1.3. Proceso de germinación. 

1.4. Bioquímica de la germinación. 

1.5. Las hormonas vegetales. 

1.6. Modo de acción de las hormonas vegetales en la 
capa' de aleurona. 

k  ' 	L 7 Proteasas. 

Capítulo II. 	Materiales y Métodos. 

2.1. Material 'biológico. 

2.2. Material de vidrio. 

2.3. Reactivos. 

2.4. Esterilización del material. 

2.5. Esterilización e Imbibición de las semillas 

2.6. Aislamiento de la capa de aleurona. 

2.7. Incubación de la capa de aleurona. 

2.8. Extracción de proteasas de la capa de aleurona 

2.9. Preparación del substrato 'para medición de la 
actividad proteolítica. 

L 

pa g. 

ii 

1 

2 

3 

3 

5 

11 

13 

16 

19, 

20 

20 

20 

21 

21 

21 

22 

25 

25 



2. 10. Eliminación de compuestos del extracto de la capa 
de aleurona que causan interferencia. 

2 1. Cuantificación del rendimiento de proteasas purifi-
cadas en las minicolumnas. 

2.12. Determinación de la actividad proteolítica. 

2.13. Determinación de pli óptimo de la proteasa, 

2.14. Cálculo de Km de la proteasa. 

2.15. Efecto de calcio sobre la inducción de proteasa. 

2 1. Extracción de proteasa de semilla germinada. 

2.17. Aislamiento de aleu.ronas en escala grande. 

2.18. Purificación de proteasas por cromatograt a de 
afinidad. 

2,_19.. Radiomarcaje de proteasa en capa de aleurona. 

2.20. Extracción y purificación de alfa-amilasa. 

2.21. Determinación de actividad de alfa-amilasa'. 

2.22. Electroenfoque analítico de proteasas purificadas. 

2.23. Electroenfoque preparativo de proteasas purificadas. 

2.24. Electroforésis en geles de acrilamida-SDS 

2.25. Detección de proteasas radioactivas por fluorografia 

2.26. Cálculos de peso molecular. 

Capitulo 111. Resultados y Discusión. 

3.1. El ensayo de proteasas. 

3.2. Eliminación de compuestos de bajo peso molecular 
que interfieren en el ensayo de proteasas. 

3.3. pH óptimo de actividad proteolítica inducida por AG3 

26 

28 

28 

30 

31 

31 

32 

32 

33 

35 

36 

37 

38 

40 

42 

46 

47 

48 

49 

53 



Determinación de Km. 	 56 

Inducción hormonal de la actividad proteolítica en 
la capa de aleurona de trigo. 	 60 

Purificación de pro teasas 	 64 

Determinación del pl de proteasas por electroenfoque. 	67, 

Determinación del peso molecular de proteasa.y`de 
alfa-amilasa inducidas por AG3 . 	 68 

Conclusiones 
	

75 



¥,. 



2 

1.1 Estructura del grano de trigo, 

El grano de trigo, como todas la gramíneas, consta de un fru-

to de una sola semilla (denominado cariopsis), con dos cubiertas exter-

nas intimamente unidas (fig. 1. 1). El pericarpio o cobertura del fru-

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. La capa interna de la 

t,-sta es pigmentada y da el color característico 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 orígen genético dis-

tinto: el endospermo •y el embrión. 

El endospermo consta de dos tejidos principales, el endosper-

oo aknbior ieo y la capa de alearon. El endospermo harinoso esta 

formado por células de pared delgada, las cuales tienen diferentes 

tamaños, forma y composición, dependiendo de su localización den - 

tro del tejido. Estas células no son viables y contienen principalmente 

almidón y proteínas. El almidón se encuentra en forma de gránulos 

empacados juntos, en una matriz de la proteína de reserva. La ca-

pa de aleurona consiste de una sola fila de células cúbicas, desprovis-

tas de almidón. Las células cuboidales de la aleurona estan vivas y 

respiran, pero no tienen capacidad para dividirse, ni de crecer. Su 

citoplasma es denso y rico en proteínas, lípidos y numerosos organe-

los. 

E - embrión se encuentra formado por el escotelo y el eje cm- 
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Fig. 1.1 ESTRUCTURA DEL GRANO DE TRIGO. 
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brionario. El eje embrionario es donde se encuentra la planta en 

potencia, consistiendo de: el tallo (o plúmula) envuelto en una fun-

da (coleoptilo), y la raíz rudimentaria (radícula) envuelta en otra ¡un-

da(coleorhiza). Por debajo de la plúmula, el eje embionario se conec 

ta con el escotelo, único cotiledón 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. Composición química del grano. 

Los componentes principales del grano de trigo son, a lmidón, 

proteínas, lípidos y minerales en proporciones de 70 %, 13 %, 2 y 

.1-2 % respectivamente. En el endospermo se encuentra todo el al-

midón y ún 70 % de las proteínas. El escotelo y la capa de aleurona 

son ricos en lípidos, principalmente triglicéridos (Tavener y Laidman, 

1972 b). Las más altas concentraciones de proteína se encuentran en 

el eje embrionario (33 %),el escotelo (26 %) y la capa de aleurona (19 %), 

con menores concentraciones en el endospermo almidonoso, el pera -

carpio y 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 más bajas. 

(Pomeranz, 1973). 

1.3. Proceso de germinación. 
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Las semillas germinan cuando las condiciones del medio am-

biente son favorabis. Tales condiciones incluyen: húmedad y tem - 

peratura adecuadas, composición propia de gases de la atmósfera y, 

para algunas semillas, la ausencia o presencia de luz (Mayer y Pol-

jakoff-Mayber, 1978). 

Se ha definido :a la germinación de las siguientes maneras: 

,la secuencia de pasos morfogenéticos que dan por resultado la trans-

formación del embrión en plántula" (Berlyn, 1972), o "aquellas acti-

vidades que provocan la ruptura de la testa por emezyeocia de la ra-

dtcula" (Mayer y Shain, 1974). En trigo hay poca movilización de- las 

reservas del eadospemno durante este periódo. Por lo tacto, pass - 

loe pr+op6si de este trabajo, la Serminación comprenderá aquello 

eventos que ocurren durante los primeros días del crecimiento de la 

plántala. 

E1primer paso que ocurre durante la germinación es la ab - 

sorción de agua por la semilla, a lo cual se le llama proceso de im-

bibición. La semilla de trigo muestra un rápkla imbiblcián es las 

primeras horas, erguida por uno meseta. La absorción de agua si-

gue durante la emergencia de la radícula y desarrollo de la plántula 

(Marcus, 1966). La imbibición provoca un aumento de la actividad 

metabólica del grano. Este proceso es catalizado por enzimas hi - 

drolíticas sintetizadas y secretadas por la capa de aleurona. Los 

compuestos de bajo peso molecular producidos en el endospermo por 

acción de estas hidrolasás, son absorbidos por el escotelo y aprove- 

chados para el desarrollo de la planta durante su fase heterotrófica 
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de crecimiento. 

1.4. Bioquímica de la germinación. 

Los procesos bioquímicos de la germinación y sus mecanis-

mos  de control han sido objeto de estudio en muchas ocasiones. 

En esta sección se tratará principalmente el comportamiento de los 

tejidos del endospermo durante la germinación, y, en forma parti-

cular, del control y desarrollo de las actividades enzimáticas en la 

capa de. aleurona. Dichas enzimas son generalmente Inducidas en 

las células de aleurona por factores que provienen del embrión (hor-

monas) y se clasifican según el tipo dé proceso que catalizan. 

Cataboliszno de carbohidratos. 

Los carbohidratos de reserva del grano son• degradados por 

• acción de alü-ami asa, beta-emilasa y beta-1, 3-glucanasa princi -

palmea¥te. 

HaberLadt fue el primero en descubrir que la actividad dias-

tI. a responsable de la dige*ión del endospermo de la semilla, te-

n[a su origen en las capas de cobertura del grano y que el embrión 

es necesario para esta actividad (Jones, 1973). La actividad ami - 

lóIfticw aumenta durante la germinación por efecto de factores hormo-

nales que emergen del embrión. Experimentos independientes de 

Yomo (1960) y Paleg (1960) demostraron que el embrión podía ser - 

substituído por el ácido giberélico (AG3) en cebada. Esta propiedad 

del AG3 fue demostrada también en trigo, avena (Paleg y col., 1962) 

y arroz (Ogawa e Inamura, 1965). Reportes de la presencia de gi- 
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berelinas naturalJJ en el eje embrionario y su liberación hacia el en-

dóspermo, apoyaron la sugerencia de. que las giberelinas son las hor-

monas responsables para el desarrollo de actividad amilolítica en el 

endospermo (Radley, 1966; Mc Leod y Palmer, 1966; Cohen y Paleg, 

1967). Esta respuesta amilolítica al AG3  se localiza exclusivamente 

en la capa de aleurona (Mc Leod y Millar, .1962; Briggs, 1964 ), y la 

degradación del almidón de reserva es catalizada por dos enzimas - 

principales: 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 forma inactiva, y se cree que el AG3  estimula 

su activación (Mc Leod y Millar, 1962; Briggs, 1963). Se ha sugerido 

que la liberación de la beta-amilasa a partir de los componentes inso-

lubles de la fracción de glúten del endospermo, se debe al rompimien-

to de los enlaces disulfuro por algún factor procedente de la capa de 

aleurona (Rowsell y Goad, 1962 a). Este factor podría ser glutatión, 

tioles e incluso proteasas. 

La alfa-amilasa es una endo-glucanasa y tiene mayor impor -

tancia en la degradación del almidón. Esta enzima es sintetizada de 

novo en la capa de aleurona én respuesta a la acción del AG3. Poste-

riormente la enzima es secretada hacia el endospermo almidonoso. 

La primera evidencia para síntesis de novo de alfa-amilasa, se basó 

en los resultados obtenidos con antibióticos. Inhibidores de la trans-

cripción de ácidos nuecléicos (Actinomicina D) y de la síntesis de pro- 

teínas (ciclóheximida) evitaron la estimulación hormonal de alfa-ami- 



7 

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

y Varner, 1967a; 1967b). Se apoyó la sugerencia de síntesis  de novo 

por estudios con la incorporación de aminoácidos radioactivos a la mo- 

lécula de la enzima (Varner y Chandra, 1964) y se comprobó por estu- 
18 

dios de gradiente de densidad cuando se imbibieron semillas en H2O 

(Filner y Varner, 1967). 

Las giberelinas no son las únicas hormonas que influyen la sín-

tesisde alfa-amilasa (Tomos y Laidman, 1979). Se ha reportado una 

interacción secuencial.de citocininas y AG3  (Eastwood y Laidman,1969) 

y una respuesta sinergística entre el ácido indolacético (ATA) y AG3  -

(Mc Leod y col., 1966). El ácido abscísico (ARA) inhibe la producción 

de alfa-amilasa en grano entero, media semilla y capa de aleurona de 

cebada (Addicott, 1968; Chrispeels y Varner, 19(; Chrispeels y Varner, 

1967a; Jacobsen, 1973). Se ha reportado una inhibición semejante en ca-

pa de aleurona de trigo (Gómez, Arreguín y Varty, 1980), y una estimu- 

lación de sfntesis por etileno (López, A rregu n y Varty, 1978; López, 

1981). 

La 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 última enzima ayuda a la degradación 

del material que compone las paredes celulares del endospermo, por 

donde debe abrirse paso a las otras hidrolasas. La degradación par-

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

para la- liberación de la alfa-amilasa desde las células.(Taiz y Jones, 



1970). Aunque la liberación de beta-glucanasa es dependiente del AG3 , 

su síntesis en la capa de aleurona es independiente de esta hormona 

(Bennet y Chrispeels, 1972). 

Catabolismo de proteínas. 

La hidrólisis de las reservas proteínicas del endospermo por 

acción de proteasas, provee de aminoácidos y péptidos los cuales son 

transportados por el escotelo hacia la plántula en desarrollo (Enari y 

Mikola, 1977). 

La capa de aleurona de cebada produce proteasas en respuesta 

a AG3  (Rowsell y Goad, 1964). La mayor parte de estas son libera - 

das hacia el endospermo harinoso,-. donde hidrolizan rapidamente las 

proteínas de reserva (Pup i r y Karpilei ,1974). La hidrólisis de las 

proteínas, de reserva se realiza por la acción de endopeptidasas, cuya 

síntesis de novo es dependiente del AG3  (Jacobsen y Varner, 1967), y 

por carboxipeptidasas, las cuales son sintetizadas independientemente 

del efecto ,e esta hormona (Mlkola y Kolehmain, 1972). Jacobsen y Var-

ner (1907) sugirieron que el control de síntesis de alfa-amilasa y pro-

teasa por el AG3, se realiza por el mismo mecanismo, pues encontra-

roh similaridades de los efectos de cicloheximida,actinomicinaABA. ian y 

En trigo se ha reportado la inducción hormonal de carboxipep-

tidasas en el grano, y algunos casos en que se han encontrado altos 

ni eles de estas enzimas en semillas nogerminadas(PrestonKruger, v . 	 y 	g , 

'19760). 
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Se reportó que el AMP cíclico puede incrementar la actividad 

proteolítica en semillas sin embrión, pero en un nivel menor al indu-

cido por AG3  (Galsky y Lippincott, 1969). La relación entre este fenó-

meno y la acción del AG3  in vivo es desconocida. 

Catabolismo de trigücóridos. 

-Los triglicéridos almacenados en la capa de aleurona de trigo 

,le degradan progresivamente durante la germinación. Si se quita el 

embrión de la semilla seca, se encuentra que cerca del 20 % de las 

reservas son degradadas rápidamente en las primeras 24 horas de im-

bibición, tiempo después del cual la movilización 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 Laidmtn, 1972b). Este 

factor no puede ser remplazado por el AG3, pero la actividad lipolíti-

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- 

1 	coincide con la activación del metabolismo de ácidos grasos. La 
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presencia del embrión o de giberelinas exógenas induce a las enzi - 

mas responsables del ciclo del glioxilato y de la beta-oxidación (Doig 

y Laidman, 1972; Doig y col., 1975a). Estas mismas enzimas estan 

presentes en la¥capa de aleurona de cebada (Dones, 1972). 

Catabolismo de minerales. 

¿;4 	La degradación y liberación de minerales es uno de los pape-

les más importantes de la capa de aleurona de los cereales, debido 

a que este 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 germinación por 

acción de la enzima fitasa. La fitasa es producida en la capa de a - 

leurona y escotelo durante los primeros días de la germinación (Peers, 

1953). Este incremento de actividad cesa al retirar el embrión y no 

se logra remplazar este efecto por acción del AG3 (Eastwood y Laid-

man, 1971a). Algunos compuestos nitrogenados, como glutamina, lo-

gran un aumento en la actividad de fitasa del grano sin embrión. El 

efecto de glutamina se aumenta ligeramente por acción sinergística 

de ALA (Eastwood y Laidman, 1971a). 

La liberación de macronutrientes desde la capa de aleurona pue 

de ser diminuida por substancias similares a las citocininas. El des-

prendimiento de iones es promovido por un factor liberado por el em-

brión, el cual puede ser remplazado por el AG3 (Eastwood y Laidman, 

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

de la liberacim de iones por las células de aleurona. 

II 
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1. S. Las hormonas vegetales. 

En el trabajo descrito en esta tesis se utilizaron tres hormo-

nas vegetales. En esta sección se describirán algunas de la propie-

dades biológicas de estas tres hormonas. 

Giberelinas. 

Las giberelinas estimulan el crecimiento de plantas. Provocan 

alargamiento en los tallos, aumento de superficie en las hojas, y flo-

ración en algunas especies de plantas que requieren de temperaturas 
1. 

frías, como zanahoria, col y nabo. La aplicación de giberelinas en 

los tallos produce un incremento pronunciado de la división celular en 

el meristemo subapical (Sachs y col., 1960). Uno de los efectos más 

notables de este grupo de hormonas es el que produce sobre ciertas 

e 	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 germinación. Se ha observado tam-

bien, que las giberelinas incrementan el tamaño de muchos frutos jóve-

nes como las uvas y los higos. (Weaver, 1980). 

La mayor parte de los estudios sobre la acción de las gibere-

limas a nivel molecular, se ha hecho por los efectos que tienen en la 

formación de enzimas. En el endospermo de cebada estimulan la pro-

ducción de J1 a-amilasa, proteasa y ribonucleasa (Paleg, 1961; Srivas-

torva y Meredith, 1962; Chrispeels y Varner, 1968). En hojas, esti-

mulan la síntesis de RuDP carboxilasa (Treharne y Stoddart, 1968) y 

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

AG3 suprime la formación de enzimas. En trozos de caña de azúcar 
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inhibe la formación de invertasa y peroxidasa (Glaziou y col., 1968). 

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

estimuladas por AG3  en cortes de tubérculos. 

Por lo general se considera al ABA como una hormona inhibito-

ri la cual interactúa con las hormonas promotoras del crecimiento 

Es inductor general del envejecimiento, acelera la abscición de la ho-

jas, como son los cítricos (Cooper y col., 1968), así como la abaci - 

sión 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 transpiración. 

La germinación de varias semillas puede ser inhibida por aplicación de 

ABA exógeno (Milborrow, 1974). Varios eventos inducidos por el AG3  

en capa de aleurona de cebada son susceptibles a inhibición por ARA 

(Hoy Varner, 1976). 

Etileno. 

El etileno, única hormona gaseosa, estimula la germinación y 

el crecimiento de brotes, el crecimiento de varios granos, bulbos, es-

tacas de madera dura y raíces. Provoca abscición prematura de hojas, 

frutos jóvenes y otros órganos. Ayuda a acelerar la maduración de los 

frutos cosechados como plátano, mango y melón. En unas especies el 

etileno también puede inducir la floración. 

a 
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En 1927, Regeimbal y I-Iarvey reportaron que el etileno incrementa 

la cantidad de proteasa e invertasa extraída de frutos de piña. A ve-

ces 'la inducción de enzimas no depende exclusivamente de la acción de 

etileno. En algunos casos donde los tejidos sufren una herida, se in -

crementan las actividades enzimáticas y la función del etileno es la de 

reducir el periódo "lag" o de incrementar la velocidad de síntesis. La 

beta- 1, 3- glucanasa, enzima málica, fenilalanina amonio liasa y peroxi-

dasa son algunos ejemplos de enzimas cuya formación no depende ex - 

clusivamente de la acción del etileno (Abeles, 1973) 

Los efectos fisiológicos del etileno sobre la inducción de enzi-

mas se han estudiado utilizando inhibidores de la síntesis de proteínas 

(cicloheximida) y de la síntesis de ARN (actinomicina D). La síntesis 

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

cilcoheximida (Abeles, 1973). En muchos casos también se puede blo-

quear la síntesis enzimática con actinomicina D,como son: celulasa - 

(Abeles, 1969), enzima málica (Rhodes, 1968) y peroxidasa (Osborne, 

1968a). Sin embargo, la actinomicina no afecta la síntesis de otras en-

zijmas 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 enzimáticos por efecto de etileno, sin re - 

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

1.6. El modo de acción de las hormonas vegetales en la capa de aleurona. 

Se han hecho muchos estudios para conocer el mecanismo de ac- 

1 
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ción del AG3  en la inducción de enzimas hidrolíticas, especialmente 

de alfa-amilasa, en la capa de aleurona de cereales. Las células de 

la capa de aleurona son capaces de sintetizar proteínas en ausencia 

del AG3  (Varner y col., 1965). Aunque en la presencia de la hormo-

na'se sintetizan una gran cantidad de nuevas proteínas, no se encuen-

tra un aumento en la síntesis de proteínas totales (Díaz de León, 1978), 

lo cual indica, que dentro del mismo tejido el AG3  estimula y depri - 

la formación de enzimas específicas, 

,,Como ya se mencionó (secc. 1.4.) la alfa-amilasa inducida por 
1 . 

	

	
AG3  es sintetizada de novo, y su formación esta inhibida por inhibido- 

res de la transcripción (Filner y V arner, 1967; Jacobsen y Zwar, 1974; 

Varner y Ho, 1974). Hay la evidencia de que el AG3  aumenta la incor-

poración 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 A RN traducible para alfa-amilana aparece después de 

la inducción con AG3  y se incrementa con el tiempo de exposición a es-

ta hormona . (Higgins y col., 1976), indicando que el AG3  actúa a nivel 

de transcripción para controlar la expresión de los genes para alfa-a-

milasa. Se ha sugerido que la hormona pudiera estar actuando tam - 

bién. a nivel post-transcripcional en el control de la traducción del 

ARN m (Bernal y col, , 1978; Ho, 1978). 

El ABA inhibe el efecto del AG3  sobre la inducción 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) sugerían 

que el efecto de ABA sobre la síntesis de alfa-amilasa se debe a la 
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inhibición de traducción mediante una molécula reguladora cuya for-

mación depende en la activación de un gene regulador por ABA. Es-

ta sugerencia ha sido apoyada por el trabajo de traducción in vitro 

de Mayer (1980), quien reportó la presencia de un A RNm de alfa-a-

milasa en tejido tratado con A&1. Sin embargo, Jacobsen (1978) re-

portó que el ABA inhibe la acumulación de ARNm traducible y no a - 

fecta la traducción de mensajeros existentes. Estudios sobre el mo-

do de acción de ABA en capa de aleurona de trigo indican que la hor- 
5¥: 
mona inhibe la síntesis de alfa-amilasa tanto a nivel de transcripción 

como de traducción, y que el efecto de inhibición de traducción es di-

recto y no requiere del control por medio de un gene regulador (Gó - 

mez, 1982; Gómez, Arreguín y Varty, 1980). 

Además de la inhibición de la síntesis de filfa-amilasa, el tra-

tamiento de la capa de aleurona de cebada con ABA, provoca la forma-

ción de varios péptidos tanto in vivo, así como cuando el ARNm de 

la capa de aleurona es traducido en un sistema de germen de trigo 

in vitro (Ho, 1979; Jacobsen y col., 1980). Estos péptidos fueron for-

mados tanto en ausencia como en presencia de AG3, tienen corta vi-

da y son sensibles a los inhibidores de la traducción y de la transcrip-

ción. El ácido faséico, el cual es un inhibidor de la formación de alfa-

amilasa inducida por AG3, no induce la formación 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 

formación de alfa-amilasa, o que el ARA y el ácido faséico inhiben la 

síntesis de alfa-amilasa por diferentes mecanismos. 
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Se ha reportado que el etileno estimula al liberación de alfa-ami-

lasa en capa de aleurona de cebada (Jones, 1968; Ho, Abroms y V'arner, 

1977; 1982) y de trigo (López, Arreguín y Varty, 1978). También se ha 

reportado que el etileno estimula la síntesis de alfa-amilasa en la aleu-

rona de trigo (López, Arreguín.y Varty, 1978; López, 1981) y cebada 

(Eastwell y Spencer, 1982). Jacobsen (1973) reportó que el etileno es 

capaz de interactuar con el AG3  par anular parcialmente el efecto inhi-

bitorio de ARA sobre la síntesis de alfa-amilasa. Una acción similar 

entre ARA, AG3  y etileno ha sido reportada en capa de aleurona de trigo 

• (Gómez, 1982) donde parece que el etileno reversa la inhibición de ABA 

sobre al traducción, pero no lo hace sobre la transcripción. 

1.7. Proteasas. 

Las proteasas son hidrolasas que actúan sobre los enlaces pep- 

tídicos. 

 

Se ha propuesto que el termino "proteasa" sea utilizado para 

describir a ,todas las enzimas capaces de romper enlaces peptídicos; 

que a las endopeptidasas se les llame "proteinasas" y a las exopeptida-

sasUe les nombre -simplemente "peptidasas" (Barret, 1980). 

La mayor parte de las proteinasas de plantas pertenecen a las 

sulfidril-proteinasas (un grupo de Proteinasas que requieren un grupo 

sulfidril, generalmente dado por cisteína, en el centro catalítico), las 

cuales se han dividido en ácidas (activas a pH entre 3.0 y 4.0) y alcali-

nas (activas cerca del pH 8.0). Las sulfidril-proteinasas que se han ex-

traído, purificado y caracterizado en plantas, provienen principalmen- 

te de semillas y hojas, Las familias más estudiadas en este aspecto 
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son: Caricaceae, Bromeliaceae, Moraceae, Gramineae y Leguminoseae. 

Gran parte de los estudios sobre enzimas proteolíticas se han hecho en 

papaína aislada del fruto de Carica papaya. 

En gramíneas se han obtenido sulfidirl-proteinasas y proteina- 

sas ácidas provenientes de diversas especies. En algunos casos, se 

. han extraído de semillas y en otros, de hojas. Se ha reportado alto 

• grado de pureza de estas enzimas . En semilla germinada de cebada 

se encontraron cuatro enzimas proteolíticas, aparentemente endopep-

tidasas (Popov y Karpilenko, 1974; Enari y Mikola, 1977). Se demos- 

• tró que esta enzima purificada es capaz de hidrolizar rápidamente las 

proteínas del endospermo de cebada (Popov y Karpilenko, 1974). Otra 

de las endopeptidasas de cebada es una metalo-proteinasa con pH ópti-

mo entre 5.5 y 8.5 (Mikola y Enari, 1970). 

La semilla germinada de maíz contiene dos endopeptidasas(Abe 

y col., 1977; Melville y Scandalios, 1972; Ott y Scandalios,1976) Una de 

ellas tiene pH óptimo de 3.0 frente a hemoglobina como substrato, y un 

peso molecular de 52,000 (Abe y col. , 1977). La otra tiene un pH ópti-

mo de 7.5 y un peso molecular de 52,000-58,000 (0 tt y Scandalios, 

1976). 

Las proteasas vegetales se utilizan ampliamente en la industria 

alimentaria. La mayor parte de estas son sulfidril-proteinasas y se 

han aislado de plantas dicotiledóneas (higo, papaya, euforbia ), como 

en monocotiledóneas (piña y cereales). Las enzimas más conocidas 

que se aplican en esta industria son: papaína, ficina y bromelina. La 

papafna es ],a enzima que tiene mayor producción y uso. 
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Los usos de las enzimas proteolCicas en la industria alimenta-

ria son: 

- clarificación y estabilización de la cerveza, Cuando se elabora 

la cerveza, las proteínas quedan solubles mientras estan a temperatu-

ra ambiente, pero al enfriarse, se pueden precipitar y provocar turbi-

dez. Este fenómeno ocurre porque las protefias se combinan con ma-

terial fenólico, carbohidratos y metales pesados. La papaína digiere 

a la proteínas a un pH ligeramente ácido (4 -5 ), evitando la precipi-

tación de proteínas al enfriar la cerveza. Por medio del proceso de 

pasteurización la enzima es desnaturalizada posteriormente. 

- Ablandamiento de carnes., Cuando se mata al animal, el músculo 

queda muy rígido o duro, debido a procesos metabólicos y enzimáticos. 

1 	Para reblandecerlo; se deja "Madurar" la carne, con el fin de que las 

enzimas proteolfticas (endógenas) la suavicen; o se' puede acelerar el 

proceso por adición de enzimas proteoliticas (exógenas) como papaína, 

ficina o enzimas microbianas. 

- Hidrolizados de proteína. Los hidrolizados enzimáticos de proteí-

na de soya, glúten de trigo o proteína de leche, toman en ocasiones un 

sabor amargo. Ney observó que el sabor amargo de los péptidos se re 

laciona con la proporción de aminoácidos hidrofóbicos presentes (Men - 

dizabal, 1980). Por tanto, el sabor de un hidrolizado depende de la pro-

teasa particular que se utilice para liberar péptidos. La aplicación de 

proteasas es un medio atractivo para obtener mejores propiedades de 

la proteínas'de los alimentos sin deteriorar el valor nutritivo (Alder-

Niessen, 1977). 
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2, 1  Material biológico . 

Las 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 t Se prepararon endospermos (medias se-

millas sin embrión) por medio de un corte transversal con bisturí, 

para quitar el embrión y el escotelo. ( Fig. 1. l.) 

2.2 Material de vidrio. 

Todo el material de vidrio utilizado fue lavado con detergente, 

enjuagado con una solución diluida de ácido clorhídrico, y finalnm~ 

enjuagado con agua destilada antes de secar. 

2.3 Reactivos. 

Los reactivos utilizados fueron todos de grado analítico, obte- 

nidos de las casas Merck, Signa 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. ) 

14 C - mezcla de proteínas metiladas (0.833 Cl de cada 

proteína / m1) que conenía: 
14 C - miosina metilada (P. M. 200,000). 
14 

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

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

14  C - ovalbúmina metilada (P. M. 46, 000). 
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14 C - anhidrasa carbónica metilada (P. M. 30, 000). 

14 C - lisozirna rnetilada (PM. 14, 300). 

2.4 Esterilización del material. 

Todo el material de vidrio utilizado para Incubación del mate-

rial biológico se esterilizó en autoclave durante 20 min. a 15 lb. de 

presión. Todas las soluciones empleadas en la incubación de aleu-

ronas se esterilizaron por filtración en membrana "Millipore" de -

0.22ft. 

2.5 Esterilización e imbibición de medias semillas. 

Con el fin de impedir el crecimiento de microorganismos lo - 

calizados dentró del pericarpio, se este*rilizaron las semillas y me - 

dias semillas por infiltración al vacío durante 20 minutos con una so-

lución de hipoclorito de sodio que contenía 0.19 % 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 
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trasladó, en campana de flujo laminar "Veco", a cajas petri estériles 

que contenían dos hojas estdriles de papel filtro "Whatman No. 541" y 

8 ml de agua destilada estéril. Se incubó el material durante 24 ho - 

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

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

lías fueron esterilizadas nuevamente con solución de cloro activo al 

0.15 durante 20 minutos sin infiltración al vacío. Se lavaron 4 ve-

ces con agua destilada estéril, y se realizó la separación de la capa 

de aleurona (unida al pericarpio y testa), eliminando el almidón por 

medio de disección manual. Todas estas manipulaciones se realiza-

ron bajo condiciones de esterilidad en campana de flujo laminar. 

2.7. Incubación de le capa de aleurona. 

Se colocaron 30 aleuronas en matraces Ehrlenmeyer de 50 ml 

que contenían 4 ml de una solución amortiguadora de succinato de -

sodio '5 mM (pH 5.8), con cloruro de calcio 20 mM, claramíeaicol 

50pu,g/ml y estreptomicina 50µg/m1, ± las hormonas vegetales enu-

meradas en la tabla 2.1. Cada matráz fue cerrado herméticamente con 

tapones de rosca y septa de hule cubierta con teflón para evitar la pro-

ducción o absorción de olefinas durante las incubaciones (fig. 2. 1.). 

En los experimentos en los que se deseaba eliminar el etileno endó-

geno producido por el tejido, se introdujo un pequeño tubo en el cen-

tro del matráz con 0.3 ml de una solución de perclorato'de mercurio 

0.25 M en ácido perclórico 0.25 M. que actúa como adsorbente del 

etileno (Osborne, 1973; López 1'., 1981). Con el fin de determinar el 

efecto del etileno exógeno sobre la actividad proteolítica, se inyecta-

ron 65Nl de una solución saturada del gas (a 4 °C) en cada matráz, 

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



EXPERIMENTO Hg ( C104 )2 HORMONAS E INI-IIBIDORES 

control + 

inducción con AG3 + AG3 10 -6 M 

efecto de ABA + AG3  
A G 

10 -6 
iø 6 

M 
M 

+ ABA 10 - 5 M 
-4 •t- ABA 	10 	Iv! 

efecto de etileno - AG3 10 -6 M + 135 ppm de etileno 

dependeicia en la síntesis -t- AG3 10 -6 M + 25»g / ml de 
de proteínas ciclohexiinida. 

dependencia en la trans- + AG3 10 -6 M + 25¥ag / ml de 
cripción de A RN cordicepina. 

Tabla 2.1 . Resumen de las condiciones experimentales empleadas en el estudio sobre el control 



Navecilla de vidrio 
con 0.3 ml de }k (CIO4) 2 
0.25M en HCI040.25 M. 

se para la navecilla. 

0 
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Se incubaron las aleuronas con agitación, a 28 °C, duante distintos 

tiempos, antes de extraer y determinar la actividad proteolítica. 

2.8. Extracción de proteasas de la capa de aleurona. 

Se molieron las 30 aleuronas con el medio de incubación y 3 

ml de una solución 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 OC. Se centrifugó el extracto en centrífuga clínica, 

a velocidad máxima, durante 5 min. Se tomaron 4.5 ml del sobre-

nadante para medir la actividad proteolítica. 

2.9.. Preparación del substrato para medición de actividad proteo - 

lítica.. 

Para evitar la interferencia de grupos amino libres en la deter-

minación de la actividad proteolítica, el substrato proteínico fue me-

diado con formaldehído en presencia de borohidruro de sodio (Duñn y 

Brotherton, 1971; Lin y col., 1969; Means y Feeney, 1968). 

Se calentaron 600 m1 de una solución amortiguadora de hora - 

(0.1 M) pH 9.0, a una temperatura de 50 `C. Se agregaron poco a po-

co 6 g de hemoglobina, agitando rápidamente hasta su disolución to -

tal. Se agregaron 1.2 m1 de peróxido de hidrógeno al 30 % para de -

colorar al substrato, y se esperaron 15 min. para eliminar el exceso 

del peróxido. - Se enfrió la mezcla en hielo y se mantuvo a 4 °C para 

realizar la reacción de mediación. Se añadieron unas gotas de 2-oc-

tanol a la solución de hemoglobina para evitar la espuma. Se agrega- 
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ron 1.2 g de borohidruro de sodio con agitación continua, y se añadie-

ron lentamente, 12 ml de formaldehido (200¥u1/ 30 seg. ). Se continuó 

agitando rápidamente durante 10. min. más. Se ajustó nuevamente el 

pI-1 a 9.0 y se repitió la mediación con el fin de lograr la mediación 

completa del substrato. Finalmente, se bajó el pf-í a 6.0 con ácido 

acético y se dializó contra agua destilada. La solución desalinizada 

fue liofilizada y la hemoglobina mediada se guardó a -20 °C. 

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

que causan interferencia. 

El ensayo de actividad proteolítica depende de la detección de 

grupos amino liberados del substrato metilado por acción de protea-

sas. Como los extractos de la capa de aleurona contenían altos nive-

les de aminoácidos libres que hacían practicamente imposible la de - 

terminación de la actividad de las proteasas, pareció esencial elimi-

nar estos compuestos de bajo peso molecular por la siguiente técnica 

cromatográfica (Feller, 1977): 

S* emplearon mini-columnas (7.0 x 0.8 cm) empacadas con - 

Sephadex G-25 equilibrado con una solución amortiguadora de citrato 

(0.05 M)/fosfato (0.1M), pH 3.5. (Fig. 2.2.) Se centrifugó la mini-

columna durante 5 min a 4,000 rpm, seguidos por otros 5 min. a -

7,400 rpm. Así se vació el volúmen intersticial de la columna. Des-

pués se cargó la columna con 2.0 ml de extracto enzimático y ie de-

jó en reposo durante 10 min. a 4 °C, para equilibrarse. Finalmente 

1 	se centrifugó a 4,000 rpm durante 5 min. Las proteínas pasaron a 
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traves de la columna y fueron colectadas en tubos de centrifuga. Los 

componentes de bajo peso molecular permanecieron atrapados en la 

matríz del gel. 

2.11. Cuantificación del rendimiento de proteínas purificadas en 

las minicolumnas. 

Aunque el rendimiento de proteínas purificadas en las mini-

columnas fue bastante alto,  no fue completamente reproducible (ver 

secc. 3. 2. ) Para evitar errores en la determinación de actividad 

proteolítica producidos por este fenómeno, se decidió cuantificar el 

rendimiento de proteínas por medio de la introducción de un marca - 

dor radioactivo en el extracto enzimático. Esto se realizó mezclan-

do en el extracto unos microlitros de 14C -ovalbumina metalada. 

' . 

	

	Se tomó una alicuota de 100 uI del extracto antes y después de pasar 

por la columna. Se depositó cada alícuota en viales de centelleo lí-

quido que contenían 400µl de agua destilada y 5.0 ml de líquido de 

centelleo "Instagel" . Se determinaron las cpm en un analizador de 

centelleo líquido "Philips" equipado con una calculadora "Hewlett • 

Packard 97S". Por la diferencia en cuentas se sacó el porcentaje de 

proteínas eluídas, dato que fue usado para corregir la actividad pro-

teolítica determinada subsecuentemente. 

2. 12. Determinación de actividad proteolítica. 

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

la acción de proteasas sobre un substrato mediado pueden ser deter- 
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minados sin necesidad de precipitar el exceso de proteína (no isidro - 

lizada) (Lin y col., 1969 ; Dunn, 1971). Los grupos amino libres se 

determinaron por su reacción con el ácido 2, 3,5- trinitrobencensul-

fónico (TNBS). Este método es relativamente sencillo y de alta sen-

sibilidad debido al alto coeficiente de extinción del complejo TNI3S-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 solución 

amortiguadora. Se filtró y se guardó a 4 °C. 

Solución amortiguadora: Citrato (0.05 M)/ fosfato (0. 1 M). 

Se disolvieron 2.29 g de Na21-1'04  ' 12 H2O, 1.42 g de ácido cítrico - 

monohidratado, y 1.17 g•de cloruro de sodio en 150 ml de agua destila- 

da. Se ajustó el pH a 3.5 y se aforó a 200 ml. 

Solución amortiguadora: borato (2.0 M) pH 9.0. 

Se disolvieron 12.366 g*de ácido bórico en 45 ml de sosa (2.0 M) a - 

60 .*C. Se aforó a 100 ml con agua destilada a 60 9C. Se mantuvo la 

solución a 60'C hasta el momento de usar. Esta solución se prepa - 

ró el mismo día que se usó. 

TNQS:ácido 2, 3, 5-trinitrobencensulfónico al 0.1 J. 

Se disolvieron 0.05 g de TNBS en 50 ml de agua destilada. Se guardó 

en refrigeración resguardada de la luz, 	Esta solución se preparó 

el mismo día en que se usó. 
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Ensayo de actividad proteolítica. 

Se mezclaron 1.5 ml de hemoglobina metilada y 1.5 ml de extracto en-

zimático semipurificado y se incubó a 30 eC con agitación. A tiempo 

cero y a diferentes intervalos de tiempo ( cada 15 ó 30 min.) se toma-

ron alícuotas de 0.5 ml de la mezcla de reacción y se depositaron en 

tubos que contenían previamente, 2.0 ml de la solución amortiguadora 

de boratos, y 0.5 ml de agua destilada. Se mezclaron y se llevaron 

inmediatamente a 4 °C. Para desarrollar el color se agregó 1.0 ml 

de TNBS a cada tubo. ' Se agitaron perfectamente y se incubaron en - 

obscuridad a 50 9C durante 30 min. El color resultante se midió a 

420 nm en un espectrofotómetro "Unicam SP 600" 

Cálculo de actividad proteolftica. 

A la mezcla de reacción enzimática se le midió su densidad óptica 

a 420 nm trazandose estos valores contra el tiempo de incubación. 

Se sacó la pendiente como medida de la velocidad de degradación de 

la hemoglobina. Se corrigió la pendiente con el porcentaje de proteí-

na elufdo de las minicolumnas. Se definió una unidad de actividad -

proteolítica como la cantidad de enzima que produce un cambio de -

densidad óptica de 0.0001 por minuto a 30 `C . 

Unidades de actividad_ 4 D. 0.420  / min x 104  
proteolftica/ 30 aleuronas 

factor de recuperación 

2. 13. Determinación de pH óptimo de la proteasa de aleuronas. 
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Se incubaron 120 aleuronas en 12.0 nil de medio con AG3  du-

rante 24 hs. a 28 'C, como se describió en la sección 2.7. Se prepa 

ró un extracto enzimático moliendo el tejido en el medio de incuba - 

ción. Después de centrifugar (secc. 2.8.) y eliminar compuestos de 

bajo peso molecular (secc. 2.10. ), se mezclaron alícuotas del extrae 

to con volúmenes 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 midió la actividad proteolíti-

ca para cada pH por el métodQ. ya descrito. 

2.14. Cálculo de Km de la proteasa. 

Se prepararon soluciones de N, N' -dimetil hemoglobina en di-

ferentes concentraciones, manteniendo el pH constante con una solu-

ción amortiguadora de citrato/fosfato pH 3.5. Se determinó la acti-

vidad proteolitica (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 concentración de substrato. Se determinó el 

valor de Km de la enzima graficando los, valores de actividad enzimá-

tica contra concentración de substrato por el método de Lineweaver-

Buiic. 

2.15. Efecto de dacio sobre la inducción de proteasa en aleuronas. 

Para determinar si el calcio es esencial para la inducción y 

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

ron aleuronas durante 24 horas en medio de incubación que consistió 
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en succinato de sodio 5mM (plí 5.8) con AG3  10 -6  M (ver secc. 2.7.). 

Se comparó la actividad proteolítica con la actividad inducida en teji-

do incubado en presencia de calcio. 

2.16. Extracción de proteasa de semillas germinadas. 

Se esterilizaron 200 g de semillas enteras por infiltración al 

vacío con una solución de cloro activo al 0.19 %. Después de enjuh - 

gar con agua destilada estcsril, se pusieron los granos a germinar en 

la obscuridad a 28 °C, en charolas que contenían dos hojas de papel 

filtro y agua destilada estéril. Después de 72 horas, se separaron 

los tallos y raíces y se molieron los endospermos en una solución a- 

mortiguadora citrato (0.05 M) / fosfato (0.1 M ) pH 3.5, a 4 	re-

gando polivinilpirrolidona al 0.1 % y mercaptoetanol 10 mM para evi-
tar oxidación de las enzimas. Se centrifugó el extracto a 15, 000 "ipm 

durante 15 min a 4 °C. El sobrenadante se llevó a 60 % de saturación 

con sulfato de amonio, con el fin de precipitar la actividad proteólfti-

ca. Se dejó reposar a 4 C durante la noche y se colectó el precipita-

do por centrifugación a 17, 000 rpm durante 20 min. El precipito oe 

redisolvió en solución amortiguadora citrato / fosfato pH 3.5. Sé dia-

lizó contra agua destilada, se centrifugó para eliminar cualquierma - 
ti 

terial insoluble y se liofilizó. La preparación enzimática quedó 'así 
lista para su purificación por cromatograf a de afinidad. 

2.17. Aislamiento de aleuronas en escala grande. 

4 000 endospermos se esterilizaron por el método ya descrito 
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(ver secc. 2.5. ), fueron incubados durante 48 horas en una solución 

amortiguadora de succinato de sodio 5 mM (pl-1 5.8), con cloruro de 

calcio 20 mM, cloruro de sodio 10 mM y alfa-amilasa 10µg / ml. - 

Posteriormente se lavaron las medias semillas cinco veces con agua 

destilada estéril, dejando las aleuronas limpias y libres de almidón. 

Se incubaron las 4 000 aleuronas durante 24 horas en una solución a-

moritguadora de succinato de sodio 5 mM (pH 5.8) con cloruro de cal-

cio 20 mM y AG3  10 -6  M. Al terminar el periodo de inducción, se 

extrajo la proteasa por el método ya descrito (secc. 2.8.), se preci-

pitó con sulfato de amonio al 60 J de saturación; se dializó contra - 

agua destilada y se liofilizó (secc. 2.13. ). La preparación quedó lis-

ta para su subaequente purificación. 

2.18. Purificación de proteasas por cromatograffa de afinidad. 

Se purificaron las proteasas de semillas germinadas y aleu-

ranas aisladas por cromatografi de afinidad utilizando una columna 

de Sepharosa-4B unida a hemoglobina siguiendo el método de Cuatre- 

• kcaaas, 1970 y Chua y Bushuk, 1969. 

Activación de la Sepaharosa-4B. 

Se mezclaron 50 ml de una suspensión de Sepharosa - 4B con 

un volúmen igual de agua destilada. Posteriormente se agregaron - 

100 ml de una solución de bromuro de cianógeno al 10 (p/v). Se mez-

elaron e inmediatamente se ajustó el pf -1 a 11 con sosa 4 M. Se agitó 

suavemente durante 10 mm., se -filtro, y se lavó la Sepharosa activa-

da con un litro de una solución de bicarbonato 0.1 M a 4 OC. Se sus- 
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pendió la Sepharosa lavada en 50 ml de solución de bicarbonato de so-' 

dio 0.1 M (pH 9.0) y se le agregaron rápidamente 40 ml de una solu - 

ción de hemoglobina al 4 % (disuelto en la misma solución amortigua-

dora). Se agitó suavemente la muestra durante 24 horas a 4 `C. Se

filtró y se lavó la Sepharosa exhaustivamente con agua destilada has-

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

Soluciones amortiguadoras para cromatografía de afinidad. 

Solución amortiguadora 1. acetato de sodio 0.05 M (pH 5.2). 

Se mezclaron 79 partes de una solución de acetato de sodio (0.05 M) 

con 21 partes de una solución de ácido acético (0.05 M). 

Solución amortiguadora 2. ácido acético 0.1 M (pH 3.0). 

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

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

51 partes de una solución de ácido acético (4.0 M). 

Preparación de la columna para cromatograffa de afinidad. 

Se empacó una columna de 2.5 por 8.0 cm con la Sepharosa4B- 

hemoglobina (volúmen total: 31.4 ml). Se lavó la columna con la so - 

lución amortiguadora 1 hasta que desapareció todo residuo de hemoglo-

bina en el elufdo. Se repitió este paso con la solución amortiguadora 2. 

Se equilibró la columna nuevamente con la solución amortiguadora 1 an-

tes de aplicar la muestra de proteasa. 
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Purificación de la preparación enzimática. 

Se aplicó la muestra disuelta en solución 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 eluyó el primer pico con 

la misma solución amortiguadora hasta que la densidad óptica a 254 

nm del eluyente bajo a cero. Se eluyó el segundo pico (la proteasa) 

con la solución amortiguadora 2. Se colectaron las fracciones (4.0 

ml) por medio de un colector de fracciones "LKB Ultrorac". Los tu-

bos en los que se colectaron las fracciones del segundo pico contenían 

150tl de la solución amortiguadora 3 para elevar el pH y evitar la 

inactivación de la enzima. La temperatura se mantuvo a 4 C durante 

la cromatografía. Se midió la actividad proteolítica de las fraccio - 

nes del segundo pico. Se juntaron estas fracciones, se dializaron con-

tra agua destilada, se Hofilizaron y se guardó la proteasa purificada 

a-70 3. 

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

Se incubaron 67 aleuronas en 6 m1 de solución amortiguadora 

' de succinato de sodio 5 mM (pH 5.8), con cloruro de calcio 20 mM, 

AG3  uf6  M y 2511 Ci 35S-metionina, durante 24 horas a 28 9C. Se 

molieron el medio y el tejido para extraer proteasas por el método 

ya descrito (secc. 2.8.). Se centrifugó el extracto a 19, 000rpm duran-

te 15 min. Se dializó el sobrenadante contra agua destilada y se liofi-

lizó. Se redisolvió en solución amortiguadora 1 y se aplicó a una co- 

lumna de Sepharosa 4B- hemoglobina (1.5 x 14.0 cm). Se eluyó la pro- 



teasa purificada por el método ya descrito en la secc. 2.15. Se dia-

lizó contra agua destilada y se liofilizó. 

2.20. Extracción y purificación de alfa amilasa. 

Se esterilizaron 1 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 solución amortiguadora de acetato de calcio 0. 2 % (pH 6.0) 

agregando 5 ml de mercaptoetanol. Se pasó el homogenado a traves 

de tres capas de gasa, se reajustó el pH a 6.0 y se calentó a 70 'C - 

durante 20 min, con el fin de inactivar la beta- amilasa y otras enzi - 

mas. Después de enfriar a 4 OC, se centrifugó durante 30 min. a -

12,000 rpm. Se precipitó la alfa-amilasa llevando el sobrenadante a 

un 60 de saturación con sulfato de amonio. Después de dejar repo-

sar durante 4 horas, se colectó el precipitado por centrifugación a 

15,000 rpm durante una hora. Se lavó el precipitado y se redisolvió 

en acetato de calcio 0.2 % (pH 6.0). Se dializó la solución contra ace-

tato de clacio*). 2 % (pl-i 6.0) y se concentró a un décimo de su volúmen 

original por medio de liofilización. 

El extracto dializado y concentrado se llevó a 40 % con etanol 

a 4 °C, Se centrifugó durante 15 min a 25, 000 rpm, y se llevó el so -

brenadante a pH 8.0 con una solución de "Trizma" base. Al sobrena-

dante se le agregó lentamente y gota por gota, 25 ml de una solución 

de glucógeno al 4.0 %, manteniendose a 4 t con agitación continua. 

Se llevó a 40 7 de etanol otra vez, y sc dejó agitando durante una ho- 
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ra. Se colectó el precipitado por centrifugación durante 30 min. a 

25,000 rpm. Se lavó el precipitado de glucógeno-alfa-amilasa dos 

• veces con 40 de etanol, y finalmente se suspendió en una solución 

amortiguadora de acetato de calcio al 0.2 (pl-1 6.0). Se incubó la 

• suspensión durante 3 horas a 30 `C, con el fin de que la enzima hi - 

drolizara el glucógeno y se liberase hacia la solución. Se centrifugó 

a 25, 000 rpm durante 20 n-un. , se dializó contra acetato de calcio 

al 0.2 (pH 6.0) y se lioflilizó a un décimo de su volúmen original. 

El extracto purificado se pasó por una columna de ultrogel AcA 44 

(10, 000 •- 130, 000 daltons) equilibrada con acetato de calcio al 0.2 

(pH 6.0). Se midió la actividad de cada una de las fracciones eluídas. 

Se juntaron todas las fracciones con actividad amilolítica, se dializa-

ron contra agua destilada y se liofilizaron. Se guardó la enzima pu-

rificada a -20 C . 

2.21. Determinacion de actividad de alfa-amilasa. 

La actividad de alfa-amilasa se determinó usando una modifi-

cación de la técnica de Briggs (1967), siguiendo la degradación de al- 

midón por la disminución del color del complejo almidón-yodo, 

Para el ensayo de alfa-amilasa se mezcló 1.0• nil del extracto 

enzimático (o dilución de éste) con 3.0 mide solución de almidón. Se 

mezcló perfectamente y se incubó a 30 1. A tiempo cero y a ínter - 

válos de 5 min. , durante 30 min, se tomaron alícuotas de 0.1 ml de 

la mezcla de reacción que se adicionaron a 10.0 ml de solución yodo/ 

yoduro de potadjo. F1 color resultante se midió a 565 nm. en espec- 
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trofotómetro "Un icam SP 600". Para determinar la actividad enzimá-

tica se graficó la disminución en densidad óptica contra tiempo de - 

reacción. Se definió una unidad de actividad enzimática como la can-

tidad de enzima que produce un cambio de densidad óptica a 565 aun 

de 0.001 por minturo a 30 °C . 

Actividad de alfa-amilasa = 4 D. O. X65  / min x volúmen del x f 
extracto 

donde f es el -factor de dilución del extracto. 

Reactivos. 

Almidón: Se suspendieron 0.5 g de almidón soluble en 75 ml de 

agua destilada. La suspensión se hirvió durante dos minutos para di-

solver el amidón. Se enfrió a temperatura ambiente y se añadieron 

1.0 ml de cloruro de calcio 1.0 M y 1.0 ml de una solución amortigua-

dora de acetato de calcio 1.3 M (pU 6.0). Se aforó a 100 ml con agua 

destilada. 

Solución de yodo: Se preparó disolviendo 0.254 g de yodo y 4.0 

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

2.22. Electroenfoque analítico de proteasas purificadas. 

Para el electroenfoque analítico de proteínas se utilizaron pla-

cas preparadas de rangos de pU 3.5 a 9.5 y pH 4.0 a 6.5 (LKB amplio-

Une PAG plates 1804-101 y 1804-102 respectivamenten) con 5 de acrila 

mida y 3 % de entrecruzamientos. 

Las soluciones de electrodo utilizadas fueron: 
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p11 3.5 - 9.5 	á nodo: 1131,04  1.0 NI. 

cátodo: NaOH 1.0 M. 

li1-I 4.0 - 6.5 	ánodo: ácido glutámico 0. 1 M en 113PO4  0.5 M 

cátodo: /3-  alanina 0.1 M. 

Las placas se corrieron aplicando una potencia constante de 

30 W a 10 `t durante 1.5 a 2.5 horas. Las muestras fueron deposita-

das sobre la superficie del gel por medio de piezas rectangulares de 

papel filtro "Whatman 3MM, Paratex", en diferentes concentraciones 

y distintas posiciones. Después de una hora se quitaron los aplicado-

res por si las proteínas se enfocaban abajo del éstos. 

Al terminar el electroenfoque se fijaron las proteínas sumer-

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

Se transfirió el gel a la solución desteriidora durante 15 a 30 min con 

el fin de eliminar las anfolinas y ajustar el p11 del gel al mismo de la 

solución teñidora. Se sumergió el gel en 250 m1 de la solución teñido- 

ra a 60 	durante 10 min. Se eliminó el exceso (le colorante del gel 

por medio de varios lavados sucesivos con solución desteñidora. Fi-

nalmente se transfirió el gel a la solución preservadora durante 30 

a 60 min. Se cubrió la placa con una hoja de celofan y se dejo secar 

Las proteínas aparecieron como bandas azules contra un fondo incolo-

ro. 

Solución fijadora: A 500 ml de agua destilada se agregaron 

57.5 g`de ácido tricl.oroacético y 17.25 g de cido sulfosalicílico. 

Solución teñidora: Se disolvieron 0.4ñ0 g de azul brillante de 

Coomassie R 250 en 400 ml de la solución destenidora. 
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Solución desteñidora: Se mezclaron 500 ml de etanol y 160 ml 

de ácido acético. Se aforó la mezcla a 2 litros con agua destilada. 

Solución preservadora: Se mezclaron 40 ml de glicerol con 

400 ml de la solución desteñidora. 

2.23. Electroenfoque preparativo de proteasas purificadas. 

Se utilizaron dos rangos de pli: 3.5 a 9.5 y 3.5 a 7.0. Este 

último se preparó mezclando 2.5 ml de anfolinas p1-1 3.5 a 5.0 y 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 10.5 cm de longitud, en la mezcla de anfolinas seleccionadas diluí-

das das diez veces con agua destilada. Se colocaron tres tiras de papel 

en cada extremo del molde. Se pesó el molde con las tiras de papel 

mojado. Se colocó la placa sobre un nivelador y se le introdujo la sus 

pensión del gel granulado (Ultrodex) en la solución de anfolinas. Se 

pesó el molde otra vez. La suspensión de Ultrodex fue preparada 

mezclando lentamente 4.0 g del gel seco con 100 ml de la solución de 

anfolina, la cual constaba de 5.0 ml de anfolinas y 95.0 ml de agua 

destilada. 

Se colocó sobre la placa a un metro de altura, un secador de 

pelo con flujo muy suya de aire caliente, evitando que provocara la -

formact5n de ondas sobre el gel. Se dejó secar el gel hasta que per-

dió 40.0 •9 de su húmedad ( determinado pesando el gel con el molde 

a intervalos frecuentes de tiempo ). Se transfirió la placa al aparato 
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de el.ectroforesis "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: 

ánodo; H3PO4  1.0 M. 

cátodo: NaOl-1 1.0 M. 

Para aplicar la muestra al gel, se disolvió la proteína desali-

nizada em 3.0 ml de la solución correspondiente de anfolinas diluidas 

diez veces. Se colocó el aplicador de muestra "LKB" en la mitad de 

la placa del gel, se sacó con una espátula el gel que ocupaba la zona 

marcada por el aplicador y se mezcló este gel con los 3.0 ml de la 

muestra. Se depositó esta mezcla en el espacio donde se había reti-

rado el gel. Se quitó el aplicador y se dejó en reposo unos minutos 

para equilibrarse hidrostáticamente la zona. Se colocaron los elec - 

trodos y se aplicó un poder constante de 8 W durante 16 horas. 

Al terminar el electroenfoque se retiraron las tiras de papel 

de los electrodos. Para detectar las zonas de proteínas se colocó una 

hoja de papel filtro (10.8 x 24.2 cm ) sobre la superficie del gel, evi-

tando la formación de burbujas de aire. Se retiró a los 2 min. y se se 

có durante 15 min en horno a 120 `C. Se lavó la hoja de papel en una 

solución de ácido tricloracético al 10 %, haciendo tres cambios cada 

15 min. Se tiñó el papel con 200 ml de una solución de azul brillante 

de Coomassie R 250 al 0.2 %, disuelto en una mezcla de metanol/agua/ 

acido acético (50 : 50 : 10). Se quitó el exceso de colorante con varios 

cambios de solución desteñidora que consistió en metanol/ agua/ ácido 

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

Para detectar el gradiente de pl-1 y la actividad proteolítica en 

en gel, se colocó el molde fraccionador "LKB" sobre el gel inmedia- 

tamente después de retirar el papel filtro. Por medio de este molde 	 1 

se dividió al gel en 30 porciones iguales, las cuales fueron retiradas 

con espátula y colocadas en tubos de centrífuga con 2.0 ml de agua - 

- destilada. Se midió el pl-I de cada fracción con potenciómetro, se cen 

trifugaron las fracciones a velocidad máxima en centrífuga clínica y 

se separaron los sobrenadantes colocandolos en bolsas de diálisis. 

Finalmente se dializaron los sobrenadantes contra agua destilada du- 

rante 24 horas para eliminar las anfolinas y poder medir la actividad 

proteolítica de cada fracción (ver secc. 2.12. ), 

2.24. Electroforésis en geles de acrilamida- SDS. 

Soluciones. 

Solución A: 6.8 g de imidazol y 2.0 g de laurilsulfato de sodio 

(SDS) disueltos en un litro de agua destilada (pH 7.0). 

Solución B: Se mezclaron 800 ml de la solución A con 800 ml 

de agua destilada para preparar la solución amortiguadora de los e - 

lectrodos. 

Solución C : Se disolvieron 1.0 ml de 2-mercaptoetanol y 1.0 g 

de SDS en 10.0 ml de solución A y se aforó a 100 m1 con agua destilada. 

Solución 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 aforó a 100 nil. 

■ 



Tabla 2.2 . Preparación de geles para electroforésis. 

ml de solución para el gel al 5 %, 

(T=5.1%1 	c=2.6%). 

ml de solución para el gel al 10 %. 

(T=10.2 f 	c=2.6;¥:) 

agua destilada 14.9 0 

solución 	A 33.0 33.0 

solución 	D 14.8 29.7 

solución 	E 3.2 3, 2 

TEMED 0.1 0. 1 



Solución E : Se disolvieron 100 mg de persulfato de amonio en 

agua destilada, aforando a 10.0 ml. Esta solución se preparó en el 

momento en que se requería. 

Solución F : Se disolvieron 35 mg de azul de bromofenol en -

10.0 ml de la solución C. 

Solución fijadora. se  disolvieron 57 g de ácido tricloroacético 

y 17 g de ácido sulfosalicilico en una mezcla de 150 ml de metanol y 

300 ml de agua destilada. 

Solución teñidora: 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 ácido acético. Se filtró para eliminar residuos sólidos. 

Solución desteñidora: se mezclaron 300 ml de etanol y 100 ml 

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

Preparación de geles: se preparó la solución 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 

e imidazol en un matraz kitasato. Se aplicó vacío a la mezcla'duran-

te 5 min. para eliminar el aire. Se agregaron el persulfato de amonio 

y TEMED y se mezcló cuidadosamente sin introducir aire. Se vació 

inmediatamente en el molde para la formación de geles previamente 

preparado. Después de 40 mmn. se  sacó el gel polimerizado del mol-

de y se guardó en cámara de húmedad "LKB" durante 12 a 24 horas a 

temperatura ambiente. 
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Preparación de la muestra: se disolvieron aproximadamente 

50 - 500 1u de proteína en 250¥4l de solución C. Se incubó la solución 

en baño de agua a 92 °C durante 3 min. Se dejó enfriar y se agrega - 

ron 10,ul de solución F y l0µ.1 de 2-mercap.toetanol . Se mezcló. 

Electroforesis : antes de aplicar la muestra a la placa de po-

liacrilamida, se realizó una pre-electroforésis pasando una corriente 

de 80 mA. durante 30 min. Enseguida se aplicaron l0pl de muestra 

a la placa y l0f4l de las soluciones de proteínas estandares. Para la 

detección de bandas radioactivas se utilizó la mezcla de proteínas - 

marcadas con carbono-14 ya descrita en la secc. 2.3. Para la detec-

ción de proteínas con el colorante azul brillante de Coomassie se uti-

lizaron las siguientes proteínas estandares, corriéndolas tanto indi- 

vidualnzente como mezcladas. 

Proteína. 	Peso Molecular. 

Lisozima 	 14, 300 

/3- lactoglobulina 

Tripsinógeno 	 24,000 

Pepsina 	 34,700 

Ovalbumina 	 45,000 

A lbumina bovina 	 66,000 

Se inició la electroforesis aplicando una corriente de 20 mA 

durante 10 min. con el fin de concentrar las muestras. Se aumentó 

la corriente a 100 mA, y se mantuvo constante durante 2 horas aproxi-

madamente, a 5 °C. 

Al terminar la electroforesis se sumergió la placa del gel en 



250 ml de la solución fijadora. En el caso de las muestras radioac-

tivas se sometió el gel fijado a• la técnica de fluorografía (ver secc. 

2.25.) . Para teñir las proteínas no-marcadas se transfirió el gel 

a la solución teñidora durante dos horas. Se eliminó el exceso de co-

lorante por medio de varios cambios sucesivos con la solución deste-

ñidora. Las bandas de proteínas aparecen de color azul contra un fon 

do blanco. 

2.25. Detección de proteínas radioactivas por fluorografía. 

Se transfirió el gel de la solución fijadora a 200 ml de dimetil- 

sulfoxido (DMSO). Se hicieron tres cambios del DMSO cada media ho- 

ra 	Se sumergió el gel en 250 ml de una solución de I, 5-difeniloxazol 

(PPO) en DMSO al 20 % (p/p) durante tres horas. Se transfirió el gel 

impregnado a 500 ml de una solución 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 sacó el gel y se colocó en una placa de 

vidrio (12.5 x 26 cm). Se cubrió con una hoja de celofán humedecida 

en la solución de gli#rol, y se puso a secar en estufa de alto vacío 

a 60 ctJ  durante una hora. Se cubrió la superficie del gel con una pla-. 

ca  delgada de plástico, y en la obscuridad se colocó una película de 

rayos-X (kodak G-mat RP), sobre la mica de plástico. La película 

se mantuvo en buen contacto con el gel por medio de una placa pesada 

de vidrio. Se envolvió todo con cuatro hojas de papel aluminio y se 

llevó al congelador a -70 9C durante 15 días.' La película de rayos-X 

se reveló sumergiendola en solución reveladora Kodak R P X-Gmat du- 



rante 4 min. Se lavó medio minuto en agua corriente y se transfirió 

a la solución fijadora Kodak RP X-Gmat durante 4 min. Finalmente 





3.1. El ensayo de proteasas. 

Antes de iniciar los estudios sobre el control hormonal de la 

formación de proteasas por la capa de aleurona de trigo, fue necesa-

rio desarrollar el método de ensayo adecuado. 

Como se mencionó en el capítulo anterior, la mayoría de los 

métodos para medir actividad proteolftica estan basados en la libera-

Ción de grupos amino a partir de un substrato (comunmente caseína o 

hemoglobina). Debido a que todas las determinaciones colorinlétricas 

para la detección de grupos amino reaccionan con los grupos amino 

terminal y. e-amino del substrato proteínico, es necesario emplear un 

métddo que elimine la interferencia del substrato en la determinación. 

Esto se realiza generalmente mediante.  la  precipitación ácida del subs 

trato no hidrolizado, una vez que se ha concluido la reacción enzimá-

tica, detectando los grupos amino que quedan solubles en el medio á-

cido (aminoácidos libres y péptidos de bajo peso molecular). Estos 

métodos ne presentan una cinética lineal, debido a que no detectan la 

hidrólisis parcial del substrato. Para evitar este problema se utilizó 

un método en el cual todos los grupos amino expuestos a la actividad 

proteolítica pueden ser. determinados sin necesidad de precipitar el 

substrato. Naturalmente había que eliminar la interferencia del subs 

trato , lo cual se llevó a cabo, metilando tanto los grupos amino ter-

minales, como lo grupos F-amino del substrato protéico. La libera-

ción de grupos amino por la acción de proteasas sobre este substrato 

se siguió por medio de su reacción con el ácido 2, 3, 5-trinitrobencen- 

sulfónico (TNBS), Como se describió en la sección 2.12. 
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Aunque la metilación de la proteína ha sido realizada por mé-

todos reportados en la literatura (Dunn y Brotherton, 1971: Lin y col., 

1969), se observó que se mejoró la eficiencia de la metilación por dos 

reacciones sucesivas (secc. 2.9.) El resultado fue una disminución 

en la reactividad del substrato con el '1'N13S a casi cero y, por lo tan-

to, una mejora en la densidad óptica de los testigos. 

Como regla general el substrato usado en la determinación es 

N, N'-dimetilcasefiia, debido a que esta proteína no posee grupos cro-

móforos que pueden interferir en la determinación colorimétrica del 

complejo TNI3S-amino. Aunque se preparó este substrato se observó 

que como la caseína, la N, N'-dimetilcaseína no es soluble a pH infe-

rior a 5.5, por lo cual su uso queda restringido para la determina - 

ción de proteasas neutras o alcalinas. Debido a que el pH óptimo 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 '- 

dimetilcaaei'na , si encontrabamos una proteasa con una actividad má-

xima dentro del rango de pH en el que es soluble este substrato. Co-

mo se verá 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 encontró que hay que realizar esta oxidación 

preliminar del grupo heme 'con mucho cuidado, porque una oxidación 
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excesiva desnaturaliza la proteína debido a un ataque sobre la globi-

na. Las condiciones óptimas para esta reacción estan descritas en 

la sección 2.12. 

La efectividad combinada de la oxidación y la subsecuente 

metilación de la hemoalobina disminuyen la reactividad de la molé-

cula hacia el TNE S, 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 reacción del TNBS con los grupos amino es dependiente 

del pH, así corno la intensidad del color del complejo TNBS-amino. 

Se requiere de un pI-1 básico de alrededor de 9.0 para hacer cuanti-

tativa la reacción y para asegurar la intensidad máxima del color. 

De acuerdo con los reportes en la literatura (Lin y col., 1969; Dunn 	4 

y Brotherton, 1971), el cambio de p1-1 puede lograrse agregando a la 

mezcla de reacción enzimática, una solución de bicarbonato de sodio 

al 4 (plí 8.5). Aunque hay formación de color con este procedimien 

to, se obtuvieron grandes variaciones en los resultados, cuando se 

intentó determinar el pIi óptimo de la proteasa defla capa de aleuro-

na de trigo. Se probó la capacidad de la solución de bicarbonato de 

sodio al 4 % para cambiar el pI1 de la mezcla de reacción, usando u-

na solución de glicina (20µg/ml) disuelta en soluciones amortiguado-

ras con distintos pH. S-- encontró con estos experimentos que el mé-

todo reportado para elevar el pl-1 es completamente inadecuado para 

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

lorido, para los casos en los que la solución amortiguadora era infe- 
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rior a p11 6.0. 

Se probaron otros métodos, para resolver este problema, in-

cluyendo el. de incrementar la concentración de bicarbonato al 10 %, 

y diversos concentraciones de distintas soluciones amortiguadoras 

para intentar llevar la mezcla de reacción enzimática a p{.1 8.5, in-

dependientemente de su p11 inicial. El métcxlo adoptado, después de 

comprobar que era el mas conveniente, fue reportado por Valet (1971) 

usando una solución amortiguadora de borato 2.0 M (p11 9.0) a .60 °C. 

Utilizando este procedimiento fue posible demostrar la linearidad en 

el desarrollo del color, llegando a densidades ópticas mayores que 

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

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

fieren en el ensayo de proteasas. 

Se ha encontrado que la capa de aleuroan de trigo contiene 

gran cantidad de material de bajo peso molecular que muestra reac-

ción positiva con el TNBS. Esto dió como resultado que se obtuvie-

ran lecturas de densidad óptica extraordinariamente altas en los - 

blancos, impidiendo la obtención de determi naciones confiables en 

la actividad enzimática. Así que fue necesario buscar una técnica 

que eliminara estos compuestos de bajo peso molecular que inter-

ferían. 

Los requisitos esenciales del método eran: alta eficiencia, 

recuperación cuantitativa de*proteasas, rapidez, y que no provoca- 

ra inactivación ni dilución de la enzima. Estos requisitos no los 
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alacanzan las técnicas normales de diálisis, ni de filtración molecu-

lar, debido a que consumen mucho tiempo y provocan una dilución 

inaceptable del extracto enzimático. Así pues, se desarrolló una 

técnica cromatográfica en minicoluinnas de Sephadex G-25, que 

evitó estas desventajas y reunió los requisitos antes mendionados. 

Aunque se adoptó el método descrito por Feller (1977), fue 

necesario realizar un gran número de experimentos con el fin de ob-

tener las condiciones óptimas para el sistema, como son: capacidad 

de la columna, velocidad de centrifugación, tiempo de equilibrio, 

etc. Estos experimentos se llevaron a cabo usando soluciones de - 

glicina al. 0.002 y caseína al 0.1 %. Esto sirvió para determinar 

la eficiencia de eliminación de aminoácidos y la de recuperación de 

proteínas, bajo diferentes condiciones de centrifugación, etc. Se - 

muestran los resultados más importantes en la tabla 3.1 

Se observó que lavando la columna, o sometiendola a dos cen-

trifugaciones, se aumentó la contaminación del eluído con aminoáci-

dos, sin mejorar la recuperación de proteína. Bajo las condiciones 

experimentales adoptadas finalmente (secc. 2. 10.) se optimizó el 

volumen de extracto purificado, se obtuvo un alto rendimiento de pro-

teínas, y se retuvieron más del 90 % de los aminoácidos en la matríz 

de la columna. La variación en la recuperación de proteínas se re-

solvió mediante el uso de un marcador interno de 14C - ovalbumina 

metilada como se describió en la sección 2.11. 



Substancia 
Volumen de carga 
de la columna 

Velocidad de la 
la. centrifugación. Lavado. 

Velocidad de la 
2da 	centrifagación. 

de recupe-
ración, 

Caseína 1 ml 4,000 1 ml 4,000 74 a 89 

Glicina 1 ml 4,000 1 ml 4,000 23 a 36 

Caseína 1 ml 4,000 - - - 7,000 68 a 89 

Glicina 1 ml 4,000 - - - 7,000 19 	a 	30 

Caseína 1 ml 4,000 - - - 4,000 82 a 92 

Glicina 1 ml 4,000 - - - 4,000 7 	a 	19 
Caseína 1 ml 4,000 - - - - - - 76 a 	91 

Glicina 1 ml 4,000 - - - - - - 5 	a 	10 

Caseína 2 ml 4,000 - - - - - - 84 a 90 

Glicina 2 m1 4,000 - - - - - - 5 a 8 

Tabla 3.1. Condiciones experimentales para la purificación parcial del extracto 
enzimático en mini-columnas de Sephadex G-25. 
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3.3. pI-1 óptimo de actividad proteolítica inducida por el ácido 

gibe rélico . 

En la figura 3.2. se muestra el cambio en actividad proteo-

lítica del extracto enzimático crudo 'al variar el p11. Solamente se 

observó un pico de actividad con valor máximo de pI-1 de 3.5. La(s) 

enzima(s) inducida(s) por AG3  fue completamente inactiva a pH su-

perior al punto neutro. Esta última observación permitió detener 

la reacción enzimática durante el ensayo transfiriendo alícuotas de 

la mezcla de reacción a la solución amortiguadora de pH 9.0 y man-

teniendola a 4 'C. (secc. 2.12. ). En base a este estudio se utilizó 

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

teolítica. 

3.4. Determinación de Km. 

El cambio en la velocidad de reacción de la actividad proteo-

lítica a diferentes concentraciones de N, N' -dimetilhemoglobina se 

presenta en la figura 3.3. La actividad enzimática siguió una cur-

va típica de Michaelis-9Ienten, llegando a su saturación alrédedor 

de 1.0,E de concentración de substrato. Sin embargo, no fue posi-

ble emplear esta concentración de N, N' -dimetil hemoglobina en los 

ensayos de actividad proteolítica rutinarios debido a la precipitación 

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 observó con una concentración del substrato de 

0 .1 %, la cual fue empleada en todos los ensayos enzimáticos. Para 
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Fig. 3.4. , Gráfica doble reciproca de Lineweaver-Burk. 

Determinación de Km y Velocidad máxima. 
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determinar la Km y la velocidad máxima del extracto enzimático se 

trazó una gráfica, doble recíproca de L.ineweaver- Burk, obteniendose 

valores para Km y V max de 0. 102 y 0.008 0 D. 0. 420  / min. , res-

pectivamente. (Fig. 3.4.).  

3.5. Inducción hormonal de la actividad proteolítica en la capa de 

aleurona de trigo. 

La actividad proteolítica de la capa de aleurona de trigo per-

manece baja en ausencia de AG3; se observó un incrementeo signifi-

cativo de actividad durante las primeras 24 horas de incubación (fig. 

3.5. ). Este bajo nivel de proteasa, formada independientemente de 

AG3, quizá sea requerido para mantener la poza de aminoácidos del 

tejido, la cual se sabe aumenta gradualmente en ausencia de la hormo-

na (Chittenden y col., 1978). 

El AG3  produjo un dramático aumento en la actividad proteolí-

tica de la capa de aleurona; siendo 4.5 veces mayor que la actividad 

del tejido control después de las 24 horas de incubación. Este incre-

mento de actividad producido por efecto de AG3, pudo apreciarse des-

pués de las 6 horas de incubación y alcanzó un máximo a las 30 horas. 

Después de este tiempo la tasa de autodegradación de la enzima fue ma-

yor que su tasa de síntesis, y por lo tanto, la actividad proteolítica si-

guió disminuyendo hasta las 48 horas de incubación. Ya se ha repor-

tado una disminución similar en la tasa de formación de alfa-amilasa 

después de las 30 horas de Incubación (López T. ,1981). Esta forma - 

eión de actividad de proteasa inducida por AG3  en capa de aleurona de 

1 
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Fig. 3. s . Actividad proteolítica en capa de aleurona de trigo. 
cada uno de los valores que se presenta es la media 
de varios experimentos. 

• control (ausencia de AG3) 

o incubaciones con AG3  

t i incubaciones con AG3  y etileno. 
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trigo es semejante a l,.i r.porLida por . Ja:►cohscn y Va rne r (1967) 13:1 r- ,.► 

la cebada. 

El etileno elevó la formación cie proteasa inducida por ¥1G`i en 

la capa de aleurona (fig 3.5. ). Este efecto promotor del gas fue evi-

dente desde las primeras horas de incubación, indicando que el etile-

no es capaz de actuar desde los primeros eventos involucrados en la 

respuesta del tejido al AG3. Además, el etileno prolongó el periódo 

de máxima actividad proteásica desde 30 a 36 horas; mostrando que el 

gas es capaz de estimular y mantener una tasa mas alta de la forma -

ción de proteasa, dentro de las células de aleurona, que el AG3 sólo. 

Después de las 36 horas la tasa de producción de la enzima mostró una 

rápida disminución, esto se debe quizá a la autolisis o inactivación de 

la enzima, lo cual se corrobora por la disminución de actividad enzi- 

mática total. 	Estas observaciones sobre la interacción sinergística 

del etileno y el AG3 son sorprendentemente similares a las reportadas 

para la formación de alfa-amilasa en el mismo tejido (López, 1981). 

Sin embargo, el grado de estimulación de la formación de proteasa por 

el etileno no fue tan grande como para la alfa-amilasai Mientras que 

la alfa-amilasa es muy estable bajo las condiciones de incubación em-

pleadas en este trabajo, la proteasa no lo es. 

El ARA inhibió la formación de proteasa inducida por el AG3 

en capa de aleurona de trigo. (tabla 3.2.) La inhibición completa se 

alcanzó con ABA (mezcla racémica) 10 -¥ M, mientras que con una 

concentración 10- 5 M de ABA (mezcla racémica) se encontró una 

inhibición total de la síntesis de alfa-amilasa, concentración que no 

fue lo suficientemente efectiva para lograr la inhibición completa 



UNIDADES 	 DE 	 ACTIVIDAD 	PROTEOLITICA 

T 	R 	A 	T 	A 	M 	1 	E 	N 	T 	O 

Control AG3  10-6M ABA 10 5̀M 
AG3 10 M 

ARA 10-4M 
AG3 10 	M 

cordicepinaó  
AGg 	M 

cicloheximida 
AG3 10 	M 

0 horas 6.78 --- --- --- --- --- 

24 horas 29 . 9 128. 8 36.5 26.2 10.6 38.5 

48 horas 29. 3 132. 9 56,6 29.3 41.4 	.. 35.3 

Tabla 3.2'. 	Efecto de ARA, cordicepina y cilcoheximida sobre la actividad proteolítica 
inducida con AG3  en la capa de aleurona de trigo. 

Los resultados son la media de varias determinaciones. 
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de la formación de proteasa(López T, 1981; Gómez, 1982). La sínte-

sis de alfa-amilasa y proteasa inducidas por AG3  presentan distin - 

tas sensibilidades al ABA. No se observó ningún efecto del ABA so-

bre la actividad proteolítica no dependiente de AG3. 

La cordicepina y la cicloheximida, inhibidores de la transcrip-

ción y traducción respectivamente, lograron inhibir completamente el 

efecto de AG3 (Tabla 3. ' ) Esto podría indicar que la formación de 

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

una síntesis de novo de la enzima y que el AG3, puede egtar actuan-

do a nivel de transcripción para controlar la síntesis de proteaai por 

este tejido. 

Mientras que para.la formación de a1:fa-an4ila inducida por AG3  

en capa de aleurona de cereales hay un requerimiento absoluto de cal-

cio, este requisito no fue observado para la formación de proteasa 

ya que sé encontraron las mismas cantidades de actividad proteolítica 

cuando la enzima fue inducida en presencia de calcio, que cuando es-

te elemento fue omitido del medio de incubación. 

Todas las determinaciones de actividad proteolítica reportadas en 

esta sección fueron sometidas a análisis de variancia y a la prueba de 

• rango múltiple de Studen-Newman-Kuels para diferencias sig ifcati-

vas.  Todos los efectos de las hormonas, inhibidores, etc., descritos 

anteriormente fueron significativos a P = 0.01 Y o valores menores. 

3.6. Purificación de proteasas. 

Como se describió en la sección 2. 18 , se realizó la purizi- 
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cación de proteasas aisladas de semillas germinadas y 'le aleuronas 

inducidas con AG3, por medio de cromatografía 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 diseño 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 patrón de elución de proteínas extraídas de la capa de a-

leurona de trigo se muestra en la fig 3.6 . El primer pico eluído 

con solución amortiguadora de pl-1 5.2 corresponde a las proteínas que 

no tienen afinidad para la hemoglobina y que no fueron retenidas por 

la columna. El segundo pico eluído con solución amortiguadora de 

pH 3.0 corresponde a las proteínas que se habían retenido en la co-

lumna. 

Al medir la actividad proteolítica de cada pico se encontró que 

la columna había retenido cerca del 90 % de la actividad proteolítica 

total, lo cual coincide con lo reportado por Chua (1969) para este 

mismo sistema. El 10 % restante de la actividad proteolítica fue lt¥-

calizada en el primer pico. Si se pasa una vez mas la fracción 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 eluída posteriormente al aplicar la solución amorti-

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

90 % de la actividad proteolítica tota 1 por la columna, no se debe a la 
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Fig. 3.6. Perfil de elución de proteínas de la columna de 
Sepharosa 48-hemoglobina. 



67 
saturación de los sitios de unión; sino que es una característica de 

este sistema de cromatografía de afinidad. Estas observaciones se 

confirman con los hallazgos de Burger (1973). 

La determinación de actividades específicas para los picos 

de la columna, demostraron que el paso por la columna aumentó 

10 veces la pureza de la proteasa. Actividades específicas semejan 

tes fueron encontradas con preparaciones de la proteasa que no ha -

bían sido sometidas a la purificación parcial por precipitación con 

sulfato de amonio; lo cual indica que este paso previo, no es necesa-

rio para la purificación de proteasas de la capa de aleurona por cro-

matografía de afinidad. 

3.7. Determinación del punto isoeléctrico de proteasas por 

electroenfoque. 

Se utilizaron muestras purificadas de proteasas para deter-

minar sus puntos isoeléctricos. Al realizar el electroenfoque ana-

lítico en geles de acrilamida, se producía una zona difusa en lugar 

de una o mas bandas definidas. Esto no fue una falla debida al sis-

tema de electroenfoque, ya que preparaciones de enzimas no purifi-

cadas y muestras obtenidas del primer pico de la columna de croma-

tografía de afinidad, produjeron bandas angostas y clannente defini-

das. Se atribuye el problema a la presencia de péptidos de hemoglo-

bina.eluídos de la columna junto con las proteasas (Burger, 1973).. 

La determinación de los puntos isoeléctricos no se pudo realizar 

por este método. Despueá del vano intento del sistema analítico, 

m 



se cambió al electroünfoque preparativo, método en el cual las protea-

sas pudieron ser detectadas por su actividad proteolítica, e lugar de 

la técnica de tinción general de proteínas. En la fig. 3.7 . se mues-

tra la distribución de actividad proteolfica de un extracto no purifica-

do, en un gel de electroenfoque preparativo en función del gradiente 

de pH. La actividad proteolítica se distribuyó sobre un ampliorango 

de pH (4.5 a 6.0), Indicando la posible existencia de varias isoenzi - 

mas. La máxima actividad fue observada alrededor de p1-1 5.2-5.4. 

Una vez determinada la amplitud aproximada de la zona de pH para el 

electroenfoque de la actividad proteolítica,inducida por AG3, en un gel 

de rango amplio de pH, se hizo una determinación más precisa del pun-

to isoeléctrico en un gradiente de pH de 3.5 - 7.5. En la figura 3.8. 

se ilustra la distribución de la actividad proteolítica en ese grádien-

te de pH. Nuevamente la actividad enzimática se distribuyó entre 

pH 4.5 y 6.0 con una actividad máxima a pH 5.5. Se concluyó que 

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

3.8. Determinación del peso molecular de p*easa y alfa-amilasa 

inducidas. por el AG. 

Los métodos normales de determinación de peso molecular de 

proteínas en geles de policacrilamkia- SDS y la tinción con azul bri -

1I.'n e de Cootnassie, no pudieron emplearse en este trabajo, debido 

a 1. contaminación de la proteasa purificada con péptidos de hemoglo-

bina. Por lo tanto fue necesario marcar radioactivamente la prote,a- 

sa induc¡da con AG39  Esto se hizo incubando las capas de aleurona 
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Fig. 3.7 . Determinación del punto isoeléctrico de la proteasa in-
ducida por AG3 en capa de aleurona de trigo. 

El isoelectroenfoque preparativo se llevó a cabo con una 
. mezcla de anfolinas de pH 3.5 a 9.5. 
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con 	S- metionina. La proteasa radioactiva fue purificada por croma 

tografía de afinidad y su peso molecular se determinó por radioelectro-

foresis por comparación con proteínas metiladas con C14 , de pesos 

moleculares conocidos. El resultado de esta técnica se muestra en 

la fig. 3.9. Las movilidades relativas de las proteínas patrón fue-

ron calculadas para realizar una curva de calibración, a partir de la 

cual se. pudiera encontrar el peso molecular de la proteasa (fig. 3.10. ) 

El pesomolecular de la proteasa,inducida por AG3 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 lkachuk 

y Kruger (1974). Debido a la gran similitud entre estos valores de pe-

so molecular, se decidió determinar"•-el peso molecular de alfa-ami-

lasa de Potam S -70 para confirmar que fue verdaderamente distinto 

del valor de proteasa. Se utilizó una preparación de alfa-amilasa con 

actividad específica de 290 U /mg de proteína. Se obtuvo una sola ban-

de por electroforesis en gel de poliacrilamida - SDS, demostrandose 

aef la pureza de la preparación enzimática. Se determinó el peso 

molecular de esta banda comparando su movilidad relativa con una 

curva de calibración (fig. 3.11.) El peso molecular calculado para al-

fa-ami aaa -fue de 42,000 daltons. 

La proteasa inducida por AG3  parece tener un peso molecular 

mayor. que el de alfa-amilasa por 1,500 daltons. Aunque hay una com-

pleta confianza en la diferencia de pesos moleculares entre las dos pro- 

tefna-s, se sugiere se realicen experimentos donde se determine el pe-
so molecular de las dos enzimas siri►ultaneamente, 
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Figura 3.9.' Determinación del peso molecular de la proteasa 
inducida por AG3 en capa de aleurona de trigo. 
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Fig. 3.10. Determinación del peso molecular de la proteasa inducida 
por AG3  en capa dealeurona de trigo. 

Se presenta la movilidad relativa de la proteaea, compo-
randola con una curva de calibración preparada con pro-
tefnas estander de peso molecular conocido. 
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Fig. 3'. 11. Determinación del peso molecular de alfa-amilasa de tri-
go. Se presenta la movilidad relativa de la alfa-amilana 
purificada en relación a una curva de calibración Drepara-
da con proteínas estandar cie peso molecular conocido, 
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Conclusiones. 

1. - El ácido giberélico induce la formación de proteasa por la capa 

de aleurona de trigo. 

2. - Inhibidores de transcripción y traducción anulan el efecto del 

ácido giberélico. 

3. - Existe un bajo nivel de proteasa en capa de aleurona de trigo, cu-

ya formación es independiente del ácido giberélico. 

4. - El ácido abscísico inhibe la formación de proteasa inducida por 

el ácido giberélico, pero no tiene efecto sobre la enzima sinte-

tizada independientemente del ácido giberélico. 

5. - El etileno estimula la velocidad de síntesis de proteasa inducida 

por el ácido giberélico en capa de aleurona de trigo. 

6. - La proteasa inducida por el ácido giberélico es una proteasa áci-

da, con pH óptimo de 3.5 y Km de 0.102% frente a N, N' -dimetil-

hemoglobina . 

7. - La proteasa existe en varias formas isoenzimáticas con puntos 

isoelectricos entre 4.5 y 6. Las isoenzimas principales tienen 

puntos isoeléctricos de pH 5.2 y 5.6. 

8.- 	El peso molecular aproximado de la proteasa es 43; 600 daltons. 
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