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ABSTRACT

The main reserve of Araucaria araucana (Mol.) Koch. seed is starch

and therefore, the lavels of the amylase activity were quantified
during the first 70 hours imbibition of the seed,.

Analysis of products and thermostability of the enzyme present in
tha embryo and megagametophyte tissue identified the amylase as

K—amylase. The enzyme is already present in both, embryo and
megagametophyte tissue at time 0O (before seed imbibition). Differentizl
centrifugation of embryo homogenates shows that the o~amylase 1is a
soluble enzyme.

The levels of amylase activity in the embrys are 2.5 to 5.5 times
higher than in the megagametophyte tissues over all time recorded.
The amylase activity of the embryo increasaes significantly at 18
and 60 hours of imbibition. Contrary, the levels of total soluble
nroteins reach a minimum at 18 hours of imbibition and start
increasing continuously over this time. The incresasc in soluble
protein levels as well as the sscond increasz in amylase activity
ovaer 39 hours of imbibition are correlatsd with an incroase of some
of the gibberellins present in the embryo. The amylase activity
of the embryo is 639 lower than the controls when scods are imbibed

with AMC 1618 during first 60 hours.
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levels of the
megagametophyte tissue remain stabls during the first 70 bours of
imbibition. These two characteristics of the female gametophyte
tissue, suggest a low starch hydrolisis and a low genaral metabolic
activity of these cells during this time of imbibition. As =&

consequsence, the role of the megagametophyte tissue on embryo

dovelopment is discussed,



La semilla de Araucaria araucana (fol.) Koch contiene como princi-

pal reserva almiddén, y por esta razdn se cuantificaron los niveles de
actividad amilolftica durante las primeras 70 hrs. de imbibicidén de
la semilla.

Andlisis de los productos y estudios de termoestabilidad revelan la
existencia, tanto en el embridén como en el megagametofito, de una

oA—amilasa, enzima que ya estd presente en las cdlulas de ambos teji-

dos a tiempo 0 (i.e. 0 hr. imbibicién). Centrifugacidn diferencial de
homogeneizados de embriones demuestran que la o~amilasa embrionaria
@s una enzima soluble.

Mlediciones de la actividad amilelftica en el embridn y el gameto-
fito femenino revelan que 1la accidn de la N-amilasa embrionaria es
2,5 a 5,5 veces mayor que la del megagametofito en todos los tiempos
estudiados., En el embridn, la actividad aumenta significativamente a
las 18 y 60 hrs. de imbibicidén, mientras que las proteinas solubles to-
tales decaen hasta las 18 hrs. aumentando sostenidamente sobre ese tiem
po. Cuantificacionss de las giberelinas del embridn revelan que jun-
to al segundo aumento de actividad amilolftica hay un grupoc de gibere-
linas notoriaments aumentadas. La actividad amilolitica del embridn
es un 63% menor que la registrada en controles cuando las semillas

son embebidas con AMO 1618 durante las primeras 60 hrs.



En 8l gametofito femenino, por el contrario, tante la actividad co-
mo las prote{nas permanecen en un nivel estable durante las primeras
70 hrs. de imbibicién. Estas dos caracter{sticas dsl gamstofito feme-
nino sugisren una lenta hidrdlisis del almidén de resscva, y una baja
actividad mstabdlica general de esas células durante ese tiempo de im-
bibicién. Como una consecuencia de ello se discute el rol dol megaga=

metofito en el crecimiento y diferenciacidn del embridn.



INTROBUCCTION

£l material de reserva que una semilla poses debe ser desdoblado
a moléculas simples para ser usado durante el procesc de diferencia-
cién y crecimiento del embrién. Por ello la accidn de enzimas diges—
tivas que desdoblan estas reservas tiene gran importancia cuande la
soemilla es puesta en condiciones favorables para su germinacidn,

Existe una gran diferencia en el contenido de reservas nutritivas
en las semillas. As{ por ejemplo, en cersales y otras gramfneas, los
carbohidratos, principalmente sl almiddén, son la principal reserva
nutritiva, mientras que en leguminosas son las protefnas, y en semi-
llas como la del manf, nuez o frijol, son los 1lfpidos en forma de tri-
glicéridos. En semillas de con{feras, muy poco sstudiadas hasta ahora,
se ha sncontrado que la principal reserva son 4cidos grasos, siendo es
caso el contenido de almiddn (2, 14). Recientes estudios realizados
en el Laboratorio de Gendtica Fisioldgica Vegetal sn semillas de nues-

tra conffera nacional Araucaria araucana, han revelado que la princi-

pal reserva nutritiva de esta semilla es el almidén, reserva que cons-
tituye aproximadaments el 60% del peso seco de la semilla (16), lo que
sugiere que la presencia y accidn de las enzimas qus desdoblan ests
polisacdrido es fundamental durante el proceso de crecimiento y dife-
renciacidn del embridn, puesto que dste requorird de glucosa como

primera fuente de energ{a para dichos procesos. Enptre estas snzimas
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las mds conocidas en plantas vasculares son la y (® —amilasas (8).
Las amilasas se han dividido en endoamilasas (dextrinogénicas) vy
exoamilasas (glucogénicas o maltogénicas), seqfn el mecanismo de ac—
cién que presentan. Las endoamilasas hidrolizan al azar los enlaces
A(1-4), sin atacar los enlaces A(1=6) que constituyen los puntos de
origen de las ramas laterales de la amilopectina y sl glicdgeno. As{
los productos iniciales de su accidn son oligosacdridos (dextrinas),
los cuales son desdoblados posteriormente para originar, principalmen—
te, maltosa. Las O-amilasas son el Unico tipo de endoamilasa congci-
do hasta ahora, y debe su nombre a que los grupes reductores libera-
dos por su accidn tienen configuracién dptica & (1, 10). Se las ha
encontrado en el pdncreas y gldndulas salivales del hombre y varios
animales {cerdo, perro, caballo, etc.), en la sangrs y orina humana,

on bacterias (Bacillus subtilis, B. coaqulans, ctc. hongos
p Le COAOULANS, » g

(Aspergillus oryzas, A. candidus, etc.) y plantas superiores (en es-

pecial en cereales como cebada, trige). A pesar de los diferentes orf~
genes se ha determinado gque las K-amilasas poseen muchas caracter{sti-
cas comunes: son solubles en agua, presentan un peso molscular de ale
rededor de 50.000 daltons, contienen por lo menos 1 &tomo-gramo de cal—

cio por mol el cual es esencial para su actividad, etc. Pero ss pue-

s
]

den difersnciar por el requerimiento de C1 u otro anidn monovalente,
o por la composicidn aminoacfdica o la afinidad para unir calcio (10).
£l otro grupo, las exoamilasas, se caracterizan porqus atacan el

polisacdrido sdlo desde el extremo terminal no reductor deo la moldcula,
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dico para producir solamenis X-glucosa (glucamilasas o Y\~amilasas),



o bien, cada dos enlaces para porducir maltosa accidn tipica de las
(> ~amilasas (1, 11). Estas son llamadas as{ porque la maltosa origi-
nada posee configuracidn dptica (@ . En ambos casos la accién enzimé-
tica se detiene frente al primer enlace A (1-5), que no es atacado,
obteniéndosse enteonces una dextrina de alto peso molecular, denominada
"dextrina 1fmite". Las [-amilasas se han encontrado sélo en plantas
superiores, y se las ha caracterizado porque son protefnas que no re-
quieren de cofactores para actuar y son inactivadas por iones Ag, Cu
y Hg. Ademds son termoldbiles, y estables a pH dcidos (por ej. pH 3,7)
(1, 11, 3).

Diferentes aspectos de la accidn de las oy (b~amilasas han sido es=~
tudiadas en semillas de gramineas. Desde 1960 diversos trabajos han

mostrado que la principal actividad amilolftica en semillas de cebada

0]

s debida a una d=-amilasa, que es sintetizada "de novo" en las célu-—

-
o

s do la aleurona en respuesta a la accién de giberelinas (GA1, GA7,
Gﬂé y especialmente GAS)’ para despuds ser secretada al sndosperma

(22, 30, 28, 29, 7, 13, 9). Sin embargo, estudios recientes hechos
en cebada, arroz y otras semillas de cereales han mostrado que la acti-
vidad amilolftica de la (X-amilasa es primero registrada en el epi-
telio del escutelo, y despuds de 2 dfas de imbibicién, en el endos-—
perma. Esto sugisre que las giberelinas producidas en el embridn ac-
tuarfan primero en el escutelo para despuds difundir a las células

de la aleurona induciende sfntesis "de novo" en esas células (18, 21).
La participacién e importancia de ls b-amilasa en la hidrélisis del al-
midén durante la germinacidn ds estas semillas no estd adn del todo

clara. Desde el afio 1962 sélo se habfa dado a conocer la presencia



de una p ~amilasa, preformada en el endosperma, en una forma inactiva
unida a2 protefnas en el caso de la cebada o el trigo, o a grdnulos ds
almidén en el caso del arroz, la que al parecer se activarfa por la
accién de agentes enzimdticos o reductores, en una etapa posterior
a la accifn de C-amilasa (24, 27, 13). Poro un estudio realizado en
1980, en arroz, demostrd qus en el escutslo existe sfntesis "de nova"
de (d-amilasa en tiempos iniciales da germinacidn (20), lo cual abre
nusvas expectativas para el rol de esta enzima durante este proceso.
A diferencia de lo que ocurre en scmillas de gram{neas, la informa-
cidn disponible hasta la fecha sobre actividad amilolftica en semillas
de coniferas es sumamente sscasa, y recién en 1965 fue estudiada por
Tesche la presencia de estas enzimas en algunas semillas de confferas.
Tesche sefiald, en una breve comunicacidn, haber reconocidoe actividad
amilolftica tanto en el embridn como en el gametofito femsnine de

Pinus silvestris, P. strobus, P. nigra, Abies alba, Picea abies,

Lorix decidua y Pseudotosuna taxifolia. Lamentablemente este estudio

ha sido incompleto pues no se ha caracterizado el tipo de amilasa pre-
sente en estas especies. Tampoco ha especificado los tiempos de imbi-
bicién en gue la actividad amilolftica fud controlada. 5d4lo informd
gue en algunas semillas de Pinus embebidas por 72 hrs. se registraba
un mfnimo de activided a las 24 hrs. para aumentar gradualmente después
ese tiempo (26).

Posteriormente, en 1971, se descubrid la presencia de una X~amilasa

en el embridn ametofito femenino de Pinus silvestris, en un estudio
g

que comprendid las primeras 24 hrs. de germinacidén de la semilla, y

que mostrd que la actividad amilolftica en el gametofito femsnino era



casi 6 veces mayor que la registrada ecn el embridn (17). Tambidn se
estudid el efecto de GA, sobre la actividad amilolftica del mega-
gametofito sin encontrar accidn alguna de esta hormona, aungue se de=
be hacer notar que el investigador usd concentracionss no figinldgicas

b A ~3 . ) . :
te Gnq, del orden 10 M, a diferencia de las concentraciones fisiold-

-
. -5 -7 .
gicas que son del orden 10 - 10 M. No fuo estudiado sl efecto de

csta hormona en sl embridn.

Respecto a la semilla de Araucaria araucana la literatura no regis-—

tra datos sobre actividad amilolftica a pesar del gran contenido de
almiddn existente en ella. Era por lo tanto de gran interds reslizar
un estudio que permitiera caracterizar esta actividad durante las pri-
meras horas del desarrollo del embridn. Esto permitirfa comprender
procesos fisioldgicos y morfoldgicos que estarfan simultdneamente
ocurriendo en la germinacidn de esta semilla. Ffste estudio podrfa
servir, ademds, de base para futuras investigaciones comparativas

con otras especies de Araucarig y con semillas de otras conf{feras.

£1 objetivo de esta investigacidn fud entonces cuantificar los cam—
bios de la actividad amilolftica en el cmbridn y en cl megagametofito

en las primeras 70 hrs,. de imbibicidn de la semilla vy ademds, iden-

s p
b

< o

icar la amilasa responsable de la degradacidn del almiddn y la de-

1

endencia de esta enzima de la presencia de giberelipas enddgenas.



MATERIALES Y METODOS

Material utilizado y condiciones de germinacifn. Se usaron semillas

de Araucaria araucana (Mol.) Koch cosschada en 1979 y 1980 entre los

meses de marzo y abril, en la reserva forestal de Malalcahuello (Temu-
co). Las semillas fueron guardadas en bolsas pldsticas a SOC hasta

el momento de usarlas; a esa temperatura las semillas permanscen via-
bles por lo menas 1 affo., Para su germinacién se las escarificd mecéd-
nicamente con sl cobjeto de sincronizar su proceso germinativo y se

las esterilizd sumergiéndolas en hipoclorito de sodioc comercial al

10% por 15 min., lavdndolas luego con agua destilada, Despuds de

este tratamiento se les puso en placas petri con vermiculita humsde-—
cida con agua destilada y se les mantuvo por un tiempo méximo de 70 hrs.,

a 25°C con fotoperfodo de 12 hrs.

Obtencidn de extractos crudos de enzima. [l procedimiento empleado fué

el de Nyman para semillas de Pinus silvestris (17). A intervalos de

tiempos sscogidos durante las primeras 70 hrs, de imbibicidén, tejido
fresco de embrionss o gametofitos femeninos provenientes de 5-10 semi=-
llas diferentes fué homogeneizado en morteros con una solucidn NaCl
0,06 M, En todos los casos la proporcién peso fresco tejido (gr) a
volumen NaCl 0,06 M (ml) fud aproximademente 1:5. E1 homogeneizado se
centrifugd e 27000xg por 15 min., 303. Debido al alto contenido de

amiloplastos presentes en las cédlulas del megagametofito (16) qus
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podrfan interferir en la detsrminacidn de la actividad enzimética, el
homogeneizado proveniente de &stos se preo-centrifugd a 1000xq por

10 min., BDC, El sobrenadante fud usado para cuantificar la actividad
amiloli{tica y las protefnas totalss solubles. Se mantuvo en hislo

hasta el momento de usarlo, siendo este tiempo no mayor a 2 hrs.

Ensayo de la asctividad enzimdtica. La actividad amilolftica se ensayd

siguiendo un método colorimétrico basado en la reaccidn yodo-almiddn
que permite detectar la degradacidn del almiddn. Para esto se incubd
a 25°C por 10 min., 1,0 ml del extracto crudo de enzima (dilufdo 10
veces con agua destilada) con 1,0 ml de solucidn tampdn 0,05M de aceta=-

to de sodio a pH 4,8, que contenfa 0,02M de CaCl y 0,037 de al=

N

midén. La reaccidn se detuvo usando 1,0 ml de solucidn KI-1, (6 gr

KI y 0,06 gr I2 en 100 ml de agua destilada, dilufda 10 veces con HC1
0,05M). Cada tubo se llevé a 8,0 ml con agua destilada y se leyd la
densidad Sptica (0.0.) a 585 nm. Un tubo "blenco de enzima" y uno
"blanco de sustrato" se usaron como controlss, La actividad se expre-
sé como mg almiddn degradado/gr peso seco/10 min., Para conocer el pe-
so seco del material usado, tanto de embriones como de megagametofitos,
se procedid a mantener a 60°¢C por 24-48 hrs. muestras de igual peso
fresco a las homogeneizadas y provenientes de los mismos embriones

y megagamstofitos. En el caso de los embrionss esto se realizd cor-
tando longitudinalmente por la mitad una cantidad no inferior a 10
embrionss y separando las mitades de cada embridén, dejando un grupo pa-

ra abtener el extracte crudo de enzima y el otro para conocsr el peso



seco. Con los megagamstofitos 8l procedimisnto fué diferente debido
a su gran tamafio que facilitaba la obtencién de suficiente material;
en este caso cada gametofito femenino (en un ndmere no inferior a 5)
fu€ cortado en pequefios trozes los que se separaban an igual propor-
cién para obtener dos muestras similares de igual peso, una de las
cuales se usd para obtener el extracto crudo de enzima y la otra para

determinar su pesc seco.

Determinacién de protefnas totales solublea. Se determinaren de acuer

do al método descrito por Schacterle y Pollack (25). Consistid

sn incubar a temperatura ambiente por 10 min., 1,0 ml del extracto
crudo de enzima (dilufdo 100 veces con agua destilada) con 1,0 ml

de reactivo cuproalcalino (solucidn NaOH 0,5N conteniendo 10% de car-
bonato de sodio, 0,1% de tartrato de potasio y 0;05% de sulfato
cdprico), agregando despuds 4,0 ml de reactivo de fenol (solucidn
comercial 2N se diluye a 1N, y &ste se diluye 1/9 con agua destilada)
y dejando los tubos 5 min. a 55°¢, Después de enfriar los tubos se
leyd la D.0. a 650 nm. Se usé sercalbdmina de bovino come standard.

Las protsfnas totales se expresaron como mg protafnaa/gr peso se8co,

Identificacidn de la enzima. Para determinar si la amilasa existsnte

en 8l embridn y el megagametofito esra del tipo oo e (o una mezcla
de ambas) se siguieron dos procedimientos. Unoc de ellos, basado en
la diferencia de termosstabilidad de las enzimas, consistid sn some-
ter una alicuota del extracto crude de enzima a 70°C por 10 min. para
despuds detsrminar la actividad amilolftica en ese sxtracto por el

método antes descrito, comparandc el resultado con un control



mantenido a 25°C por igual tiempo (25°C es la temperatura Sptima de
ostas enzimas). El otro procedimiento, basado en el diferents meca-—
nismo de accidn que presentan oy > -amilasa, consistid en realizar

un andlisis cromatogréfico de los productos originados inicialmente
por la accién del extracto crudo de enzima. Este andlisis se realizd
en placas de Kieselguhr G (Merck, 250 #, 20x20 cm) saturadas con tam-
pdn fosfato 0,1 M, pH 5,0, usando como solvente n-butanol - acetona -
tampdn fosfato pH 5,0, 40:50:10 v/v (15), aplicdndose 15-20 M1 de la
mezcla de reaccidn despuds de un incubacidn por 20 min. Se reveld

con una solucidn saturada ds nitrato de plata en acetona y con una so-
lucidn de hidréxido de sodio 5 N en alcohol 95%5.  Una solucidn standard
que contenfe glucosa, maltosa, maltotriosa, maltotetrosa y maltopento=

sa en concentraciones de 1 mg/ml cada una se corrid simultdneamente
=/ ?

iy

1

(¥R

gual que upa solucidn de almiddn incubadsa con p-amilasa comercial

(Sigma Chemical Co.).

Determinacidn de la localizacidn subcelular do la enzima. Se realizd un

fraccionamiento subcelular por centrifugacidn diferencial de homogeneiza
dos de tejido (homogeneizacidn hecha en salucidn isotdnica, 0,9M de
HaCl; proporcidn peso fresco tejido {gr) a volumen NaCl (m1) fud

aprox. 1:5), ensaydndose la actividad amilolftica (segdn método ya
descrito) tanto en el homogensizado inicial como en los sedimentos vy
scbrenadantes originados al centrifugar a 1000xg vy 20000xg por 10 min.

a BOC, y a 100000xg por 60 min. a 3°C. Para ensayar la actividad en

los sedimentos, dstos fueron resuspendidos on la misma solucidn isotd-

nica wtilizada al homogeneizar.
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Extraccidn ds giberelinas. Se siguid un método modificado de Reeve

y Crozier (23). E1l tejido fué macerado con metanol en hielo (propor-
cidn peso fresco tejido (gr) a volumen de metanol (ml) fud 1:9) dejan-
do reposar el macerado 24 hrs. a 5°C; después de ose tiempo, el sedi-
mento que quedd al extraer el extracto motendlico se volvid a macerar
en hiela, con 45 ml de metanol, dejando decantar nuevamente por 24 hrs.
a 5 C, extrayendo el extracto metandlico y juntdndolo con ol anterior.
Estos extractos se centrifugarocn a 1000xg por 5 min. pars remover los
restos celulares, y el sobrenadante (extracto metandlico) fué concentra
do en un evaporador rotatorio. €1 residuo acuoso que quedd fud, en-
tonces, dilufdo con 15 ml de tampén fosfato 0,020, pH 7,5. Este ex-
tracto a pH 7,5 fué lavado tres veces con 10 ml de n-hexano y tres
veces con 10 ml de acetato de etilo. Enseguida se acidificd a pH 2,5
con HC1l concentrado vy se extrajeron las giberelinas libres con 1C ml

de acetato de etilo, quedando las gibserelinas conjugadas retenidas

en la solucidn tampdn. Esta fraccidn se lavd con 10 ml ds acetato

0

de etilo dos veces mds, para evitar que quedasen posibles giberelinas
libres en ella. La fraccidn acidica de acetato de etilo fudé concen-
trada evaporando sl acetato de etilo en un svaporadeor rotatorio, y
las gibgrelinas raedisueltas en 0,5 ml ds acctato de etilo para croma-
tografiarlas. No ss trabajd con las giberelinas conjugadas pues
ensayos preliminares mostraron que su concentracidn era 3 veces menor

que la de las giberelinas libres.



Cromatograffa en capa fina de giberelinas. Para comparar les Rfs

(movilidad de la muestra relativa al solventc) de las giberelinas pre~
sentes en la fraccidn de acetato de etilo con los de giberelinas
standards se realizd una cromatograffa en capa fina de s{lica gel (Po-
ligrama, 250 u, 20x20 cm) equilibrada con acetato de etilo, utilizéndo-
se como solvente benceno - n-nutancl - fcido acdtico, 80:15:5 v/v (15)

y aplicdndose 20 ul de soluciones de GAS’ Gﬁ4 y BA7 usadas como standards,
y 20 p1 de la fraccidn de acetato de etilo. Se reveld con 4cido sulfd

: . . 0 .
rico 5% en etanol seguido de calentamiento a 80°C por 5 min.

Bioensayo de giberslinas. Placas de sf{lica gel desarrollada pero no rs

veladas (al hacerlo se pierde la actividad biolégica de las giberelinas)
fueron usadas para el biocensayo, Cada gel fud dividido en 11 zonas y
cada zona fué elufda con 10 ml de metanol; se dejd decantar 24 hrs. a
5% y se tomd el extracto metandlico, centrifugéndolc a 1000xg por
5 min., descartando el sedimento. El scbrenadante (extracto metandélico)
fué concentrado en un evaporador rotatorio., E1l residuo se resuspendid
en 0,5 ml ds acetato de etilo, diluyéndolo luego 50 veces con agua des—
tilada. Se le dejd en hielo hasta el momento de usarlo.

£l bioensayo se realizd siguiendo el método descrito per Jones vy
Varner en endosperma de cebada (13), el cual estf basado =2n el hecho
de que la d-amilasa en esta semilla es sintetizada "de novo" por las
células de la aleuropa, en respuesta a giberelinas, eon especial a GAS'
Asf el grado de actividad amilolitica detectado por la disminucidén
de la D.0., es proporcionzal a la presencia de giberelinas. 0Os acuer-
do a este método, semillas de csbada fueron cortadas transversal-

mente por la mitad y la parte que contenfa sl embrién fué
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descartada debido a la presencia de giberslinas endduenas en 41. Las

U

mitades restantes fueron esterilizadas sumerqidndolas on hipoclorito
de sodin comercial al 17 por 20 min., lavdndolas despuds con agua
destilada. Enseguida fueron dejadas en placas petri con vermiculita
humadecida con agua destilada por 486 hrs, a 25°C.  Pasado oste nerfodo
de imbibicidén, cada 10 mitades fueron transfaridas a pequsefios matraces
que contenfan 2 jmoles de tampdn acetato pi 4,7 20 umoles de cloru—
ro de calcio y la solucidn de giberelina a ser bioocnsayada en un vo-

lumen final de 2 ml. Los matraces, conteniendo sdlo la sclucidn tam-

-t

cloruro de calcio, fueron autoclaveados antos de agregar la
solucidn de giberelina y de comenzar el perfodo de incuhacidn. La in-

cubacidn de estas "medias semillas" fus desarrollada por 24 hrs.

o

0 - ; : f
257C en un bafio termorregulado con agitzcidn (40 osc/min). Pasado
ese tiempo, el contenido se Filtrd en papel Whatman NE 4 y se lavd
cada matraz con 3,0 ml de agua destilada. El lavado se agreqd al fil
trado inicial. La muestra, entonces, se diluyd 10 veces con agua des-
tilada y seo ensayd su actividad amilolftica haciendo reaccionar por

; 0 ’ . D R T .
10 min. a 25°C, 1,0 ml de esta musstra con 1,0 ml do solucidn do almi-

dén (0,15 gr almiddn soluble, 0,6 gr KH,PO, y 200 jf CaCl, en 100 ml

ic agua destilada). La reaccidn fué terminada agregando 1,0 ml de

-~

solucidn KI-1, (6 gr KI y 0,6 gr I, en 100 ml de agua destilada, di-

lufda 100 veces con HCl 0,05N). Luego 5,0 ml de agua destilada Fud
agreqgada leyéndose la D.0. a 650 nm. Soluciones de GA, en concentra-
~4 -0

cionos de 10 a 10 M se usaron como standards. Los rasultados fue-

. /
ron expresados como moles equivalentss/lt de GA,.
J



Inbibicidn de semillas con AND 1618. Para establecer si oxistfa una

correlacién entre las giberelinas y la actividad anilolftica an el em-
bridn, se pusiaron semillas en condiciones do imbibicidn en una solu-

. -4 c e . i .
cidn 10 M de un inhibidor de la sfntesis deo gloerelinas, el AMO 1618
(2-isopropil - 4 -~ clorurc de trimetilamonio - 5 - metilfenil piperidin
carboxilato), durante las primeras 60 hr. Despuds de este tiempo sa
determind el nivel de actividad amilolftica y de protefnas totales

solubles segin métodos antes descritos.




RESULTADOS

=

Las variaciones de la actividad amilolftica y de los niveles de pro-
tefnas totales solubles en el embridn y en el magégametofito, en las
primeras 70 hrs. de imbibicidn de la semilla, se musstran en la figu-
ra 1. Se puede notar gus tanto la actividad amilolftica como los nive-
les de protefnas dsl megagametofito son muy inferiores a los registra-
dos para sl embridn, en todos los tiempos ensayados. La mayor dife-
rencia se detecta a las 70 hrs., donde la actividad es 5,5 veces menor
y ol nivel de protefnas son 1/4 de las del embridn. Es posible notar,
ademds, que la actividad enzimdtica y los niveles de protefnas del me-
gagametofito précticamente no presentan variaciones durante las 70 hrs.
de imbibicidn, a diferencia de lo que ocurre con el embridn en iqual
lapso de tiempo. En 8l embridn la actividad amilolftice aumenta ré-
pidamente llegando a un mdximo a las 18 hrs. deo imbibicidn, donde al-
canza 1,8 vecss el valor de la actividad encontrada a 0 hr. (8,94 mg
almiddn degradado/gr peso seco/?D min), para disminuir llegando a un
minimo a las 24-39 hrs., y nuevamente comenzar a aumentar duplicando,

a las 70 hrs., el valor de actividad registradec a las 39 hrs. Las pro-
tefnas, por su parte , muestran una disminucidén inicial, que alcanza un
mfnimo a las 18 hrs. de imbibicidn, seguida de un aumento cont{nuo, llg
gdndose a las 70 hrs. a un valor 1,7 veces mds alto que el registrado

a las 16 hrs. (100,4 mg protefnas/ gr peso seco). Este aumento de las

14
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ACTIVIDAD AMILOLITICA TOTAL Y PROTEINAS TOTALES
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figura 1: Actividad amilolftica total y protefnas totales solubles
en el embridn y el gametofito femenino durante las pri-
meras 70 hrs. de imbibicidn. La actividad estd expresa-
da como mg almiddn degradado/gr peso secq/10 min. y las
protefnas como mg protefnas gr peso seco, Los puntos en
todas las curvas son el promedio de 3 experimentos inde-—
pendientes = d.s.
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protefnas se correlaciona con el segundo aumento de actividad enzimé-
tica, correlacién que se manifissta mejor si los datos de actividad
se expresan como actividad especifica (figura 2).

En las tablas I y II, y en la figura 3 se muestran los resultados
de los experimentos realizados para identificar a la amilasa presente
s8n el embridn y en el gamatofito femenino. Las tablas I y II muestran
que alfcuotas de extractos crudos de enzima, provenientes de embrio-
nes y megagametofitos de 0, 39 y 60 hrs. de imbibicidn y sometidos a
70% por 10 min., praesentan igual actividad que los controles manteni-
dos por igual tiempo a 250C, 1o cual revela que la amilasa presente
en ambos tejidos es de tipo o . Esta identificacidn de la enzima
se corrobord en ambos tejidos, mediante andlisis por cromatograffz en
capa fina de los productos de la accidn enzimdtica sobre almiddn solu-
ble. Como d~amilasa es una endoenzima, se espera que origine despuds
de 20 min. de incubacidn con el sustrato, oligosacdrides de 4~6 residuos
de azdcares como productos de su accidn, mientras que (>-amilasa, exoen
zima que va cortando enlaces o (1-4) a partir del extremo no reductor
de la molécula originard, en igqual tiempo, unidedes de maltosa. La
figura 3 comprueba fehacientemente que la enzima en ambos tejidos ses
del tipo « .

La Kl-amilasa estd presente en las células del gametofito femeni-
no y del embridn antes que la semilla se ponga en contacto con agua,
es decir, a tiempo 0 de imbibicidn (fiqura 1). Sin embargo, a pesar
de que enzima y sustrato estdn presentes en la misma célula, sl almi-
dén no es hidrolizado antes do que se den las condiciones favorables

para la germinacidn (16). De ah{ que resulte interesante determinar
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cual es la localizacidn intracelular de la enzima, antes que la semi-
lla se embeba en aqua. Asf, con el objeto de establecer si la ol-~amila-
sa embrionaria es una enzima particulada o soluble, homogeneizados
de embriones fueron sometidos a centrifugacidn diferencial ensayéndo-
se la actividad amilolftica en diferentes fracciones subcelulares. En
la tabla III se muestra la actividad amilolftica, total y espec{fica, re
gistradas en el homogeneizado inicial, en los sobrenadantes y en los
sedimentos de este experimento. Los datos sefialan claramente que la
A ~amilasa del embridn es wuna enzima soluble.

Ya que el segundo aumento de la actividad amilolftica, expresada
po: gramo de peso seco, y por mg de proteina, se correlaciona con
un aumento notable de las protefnas totales solubles (figuras 1 y 2),
se pensd que esta correlacidn podrfa implicar sfntesis "de novo' de
asta enzima. Considerando que en otras plantas superiores tal sinte-
sis involucra al GA3 como intermediario (29, 13, 7, 9) se quiso detec-
tar la presencia de giberslinas en el embridn de la semilla do

A. araucana. Le figura 4 muestra sl cromatograma producido al aplicar

un extracto metandlico purificado de embriones de 0 hr. de imbibicidn

a una placa de s{lica gel. Este cromatograma revela la presencia, antre
otras, de dos manchas cuyos Rfs son similarss a los Rfs de GR3 % GA7,
corridos como standards. La actividad de giberelinas de &stas y de-

mds manchas se determind posteriormente , dividiendo la placa cromato-
gréfica en zonas, sluyendo y realizando un biosnsayo para cada zona.
Igi;alments se hicieron bioensayos para extractos provenientes de em—

briones con 39 y 60 hrs. de imbibicidn. La figura 5 muestra los

[
o
(5]

resultados obtenides, junto a un cromatograma de las giberel
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—

figura 4:

Identificacidn por cromatograffa en capa fina de las

giberelinas existentes en el embridn de O hr. de im-

bibicidn.

A: mancha correspondiente al GAS, corrido como
standard. :

B: manchas correspondientes a las giberelinas GA4
y 837, corridas como standards.

C: manchas provenientes de un extracto mstandlico
purificado de embriones. Las flechas sefialan las
manchas con Rfs similares a los de GAS Yy GA?.
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encontradas en embriones de tiempo 0. FPodemos reconocer 3 zonas con
actividad de giberelinas: una con Rfs entrs 0 y 0,1 (zona A), otra
con Rfs entre 0,2 y 0,6 (zona B) y una tercera con Rfs sntre 0,7 vy
0,9 (zona C). Se puede ver que en la zona C la actividad do giberelina
aumenta notoriamente sobre las 39 hrs. de imbibicidn, respecto a lo
registrado a 0 hr., aumento que s8s acompafiadp por una disminucidn
de las giberelinas de la zona B. La cuantificacién de las gibereli-
nas totales registradas sn cada tiempo rcvela que éstas estdn, a las
39 y 60 hrs. de imbibicidn, en una concentracidén 2 y 1,3 veces mayor
que la de 0 hr (0,90x10~5 moles equiv./lt GA3> respectivaments
(tabla 1V). Al hacer la cuantificacidn por zona (A, B y C) se ve que
estos aumentos se dasben fundamentalmente a los aumentos registrados
por las giberelinas de la zona C a las 39 y 60 hrs. de imbibicidn, que
son del orden de 10 y 5,7 veces la concentracidn de la miasma zona
a las 0 hr. (0,12x10~5 moles squiv./lt GA3) respoactivamente (tabla V).
Una correlacién entre estos resultados y los obtenidos para actividad
amilolitica y protefnas totales solubles ss musstra sn la figura 6,
la que permite apreciar claramente como sl segundo aumento de activi-
dad, sobre las 39 hrs. ds imbibicidn, es acompafiade no tan sélo por
un aumento de las protefnas totales solubles, sino también por cambios,
principalmente de tipo cualitativo, de las giberelinas presentes en sl
embridn.

Embrionas provenientes de semillas embebidas, durante 60 hrs. en
una solucidn de AMO 1618 (1B”am), presentan sélo un 37,3% de la activi=-
dad amilol{tica y un 66,1% de las protefnas totales solubles registra-

das en embrionss controles (tabla VI).
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20 | ACTIVIDAD AMILOLITICA TOTAL Y PROTEINAS |
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figura 62

g

Actividad amilolftica total y protefnas totales solu=
bles en el embridn durante las primeras 70 hrs. de im-
bibicidén correlacionadas con las variaciones cualita-
tivas de las giberelinas existentes en el embridn en
iguel lapso de tiempo. La actividad estd expresada co-
mo mg almiddn dagradado/@r peso seco/ﬁﬂ mine., las pro-
tefnas como mg protefnas/gr peso seco, y las giberelinas
como logaritmo de la concentracidn de GAS.



31

*s*p + *sajuetpuadeput sojusuTIedxs $op B uspuodselios SeICTBA SO *008S
ossd mm\mmcmgnma Gu owoo seuysjoxd sey £ utw c_‘\ommw osad .um\ovmvmmmmu uppruTe
Bu owco epessiadxe p38e pPepIATIOR BT *UPTOTGIQUT 8p *Jy (9 UOD $8UOTIqWe UB e8Tq
~-NToe sayej0} seujejoad s8] A eo7JTOTTUR PEPTATIOE e 8IQOs §LOL OWy Tep o39843 3IH e1qel

[ W,00)

99 g€ 7,997 | €76 9007881 @9 oWy

00L 6Y9%0S0L| 00l 1I'0%F€CY | nsep oH

028s o0sad 10 ‘urwQl/ooes osad ub uolaiqIqudj

o /seuisiold Bw " Juopiwie-bw | ojusiweyel]

(upEpgiquil =g Uouguz ) SFEIMTINS S3WI0L SYNIZI0Md A
VIOILOTINY GVAIAILOV 3440S 8ISI OWV 13d 010343



DISCUSION

Las pocas semillas de confferas estudiadas en relacidn a su conte-
nido de reservas nutritivas han mostrado ser ricas en 1fpidos vy
pobres en carbohidratos (14, 2). Este hecho podrfa explicar los po-
cos estudios realizados sobre amilasas en este grupo de plantas. S5dlo
dos trabajos son conocidos hasta la fecha: uno realizado por Teschs an
1965 (26) y el otro por Nyman en 1971 (17). Ambos estudios muestran

-

la existencia ds actividad amilolitica en semillas de Pinus silvestris

y Nyman, ademds identifica a la amilasa como del tipo ¢{, tante en
el embridn como en el gametofito femenino. Nuestros resultados

demuestran gue el mismo tipo de amilasa encontrado por MNyman en

o

. silvestris, estd presente en el embridn y en el megagametofito de

s
i)

semilla de Araucaria araucana, y que amilasa del tipo P parecen

]

>star ausente. La posibilidad de existencia de una forma inactiva
de {b~amilasa en las células del embridn o del gametofito femenino,

tal como ocurrs en el endosperma de semillas de cersealss, no pusds
t 4

ser descartada por los datos obtenidos en nuestros experimentos, ne=—

H

o serfa muy improbable gue esta enzima permaneciera inactiva du-
rante 70 hrs. de imbibicidn si consideramos que la semilla germina
alrodedor de las 40 hrs., y que a las 70 hrs. ya ha comenzado a emer-
ger el epicdtilo.

El hecho de que el embridn sea un tejido diploide de origen materno

y paterno, a difersncia del megagametofito que sdlo tiene origen

75
4
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materno y es haploide, hace muy posible que las %-amilasas presentes
en ambos tejidos sean de naturaleza quimica levemente diferentes y
pudicran ser, por lo tanto, iscenzimas. Ya en semillas deo cereales
se han detcrminado 7 isoenzimas de d-amilasa (12, 4). El estudio

e la

Q.

D]

formas de d—~amilasas presentes en sl embridn y en el gamg=
tofito femenino de la semilla de A. araucana es una materia que debe
ser investigada en un futuro préximo.

La actividad amilol{tica del embrién es fundamental para las pri-
moras etapas del desarrollo embrionario. Asi lo demuestra el hecho
de que el embridn utilice preferentemente sus propias reservas de al-
middn, en las primeras 70 hrs. de imbibicidn de la semilla (16). Y
parecen confirmarlo les dos significativos aumentos de actividad regis-
tradoe a las 18 y 60 hrs. de imbibicidn. E1 primer aumento, correla=
cionado con una disminucidn de las protefnas totales solubles, no
parece ser provocado por una sintesis de la d-amilasa sino mds bien
nor un proceso de activacién o de solubilizacidn de la enzima. La
inclinacidn hacia una u otra posibilidad depende de la localizacidn
intracelular de la K-amilasa, que puede estar gsoluble en el cito-
plasma, compartamentalizada en la vacuola central o bicn en forma par-
ticulada, ya sea almacenada en pequefias vesfculas o unida a membra-
nas de mitocondrias, retfculo endoplésmico, protefnas de ressrvas o
amiloplastos. El ensayo de la actividad amilelftica en diferentes

fracciocnes subcelulares demuestra que la d—amilasa embrionaria es una

0]

snzima soluble, aungque los datos cobtenidos no permiten discriminar
respecto a si la enzima estd en el citoplasma o en la vacuola central

de la célula. FEl caracter soluble de esta enzima sugiere qus el
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primer aumento de actividad amilol{tica se deberfa a una activacién
inicial de esta enzima. La posibilidad de una compartamentalizacidn
en la vacuola central no se opone a la idea deo la activacidén, pues

de ser este sl caso se debe considerar que el contenido vacuolar ss
liberado totalmente durante el procsso de homogeneizacidn del tejide
para la obtencidén del extracto crudo de enzima. Por otra parte, pars-
cc poco probable que el aumento de actividad registrado hasta las

18 hre. de imbibicidn se explique por una solubilizacidn gradual de
la enzima desde algdn organoide que la contuviess, ya que sl uso de
una solucién isotdnica (respecto al tejido embriocnario homogsneizado)
reduce grandemente la posibilidad de que la ol-amilasa del embridn
fuese extrafda y solubilizada por alteracionas de las membranas ce-
lularaes de estos organoides.

Diferente situacidn se presenta con el sequndo aumento de activi~
dad enzimdtica registrado sobre las 39 hrs. de imbibicidn, ya que
dste, ademds de ser m&s gradual que el primero, estd acompafiado por
un contf{nuo aumento de las protefnas totales solublss. Esta correla-
cién entre aumento de protefnas y de actividad permite pensar en
una probable sintesis "de novo" de la enzima. Evidencias circunstan-
ciales do ssta sintesis 'de novo" se obtienen al realizar experimentos
tendieontes a establecer una correlacidn entre estos aumentos vy
la pressncia de giberelinas en el embridn, tal como ocurre en semillas
do cereales donds el GAS producide por el embridén induce la sintesis
"ds novo" de d~amilasa y otras hidrolasas. Los experimentos de-
sarrollados en este sentido muestran un notorio aumsnto, a las 39 y

60 hrs,., de imbibicidn, de un grupo especifico de giberelinas,
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correlaciondndose este aumento con los de actividad amilolftica y

protefnas totales solubles. Esto permite postular a esas gibersli-

nas come intermediarias en una probable sintesis Yde nove" de la
A-amilasa embrionaria. Un fuerte apoyo a esa posible accidn de

estas giberslinas es la disminucidn de la actividad amilolftica en un

63% aprox., y de las proteinas totales solublos en un 347 aprox. regis-—

tradas en smbriones provenientes de semillas embebidas por 60 hrs.,

en una solucidn de un inhibidor de la sintesis de giberelinas, el

A0 1618,

Los resultados negativos obtenidos por Nyman, al estudiar si sl
GA.. estarfa involucrado en la actividad amilol{tica de los megagame-
tofitos de P. silvestris, no contradicen nuestros resultados, porque:
12) Nyman usd concentraciones no fisioldgicas (10_3H), y no establecid
si la hormona entraba o no al tejido, y 22) Nyman sélo astudid el
efecto del BA3 en el gametofito femenino y no en el embridn, que bien
puede ser el tejido donde se sintetiza la ™~amilasa en respussta a
giberelinas, para despufs ser secretada al gametofito femenino donde
ejercerfa su accién. Esto podrfa explicar la cafda de la actividad
amilolftica gue Nyman registra en megagametofitos de P. silvestris
embebidos sin embridn.

La realizacidn de estudios mds directos que confirman la probable
sintesis "de novo" de la c~amilasa embrionaria en la semilla de
A. araucana son, sin embargo, altamente deseables. La administracidn
de antibidticos gue inhiban la sintesis proteica, la incorporacidn de

aminodcidos radiocactivos al inicio del aumento de actividad , electro-

foresis de Oamilasa en gelss de almiddén o la incubacidén de la semilla
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H901B (9) son métodos aconsejables para cste objetivo.

La baja actividad amilolftica y el bajo nivel de las protefnas
totales solubles detesctados en sl megagametofito durante las primeras
70 hrs. de imbibicidn parecen sugerir que la importancia del megaga-
metofito como drgano almacenador de reservas no es fundamental para
gl desarrollo del embridn en las primeras horas de imbibicidn de la
semilla. Esto se ve apoyado por cuantificaciones de 1ipidos y pro=-
tefnas realizedas en nuestro laboratorio (16), y por el hecho de que
embriones aislados, puestos en condiciones idénticas a las de germina
cidn, pueden crecer y difersnciarse, aunque su crecimiento es menor

I1t

nue el de los controles (6). Esto Jltimo, sin embargo, sugiere cierta
accidn de tipo nutritivo del megagametofito.

En conclusidn, se ha determinado que la amilasa presente en el
embridn y en el gametofito femenino entre 0 y 70 hrs. de imbibicidn,
os de tipo A . La -amilasa embrionaria es una enzima soluble que
parece estar inactiva antes de poner la semilla en contacto  con
agua, y que se activarfa como consecuencia del ingreso de &sta a
las células, originando un aumento de la actividad hasta las 18
hrs. de imbibicidn. La cafda de la actividad entre 18 y 39 hrs. se
oxplicarf{a por una degradacidn de las protefnas totales solubles.
€1 aumento de actividad amilolftica sobre las 39 hrs. de imbibicidén
se correlaciona con un aumento de las protefnas totales solubles, lo
que sugiere una probable sfntesis "de novo" de la enzima; esto es
apoyado por un aumento deciertas giberelinas del embridn en el mismo
tiempo, y por la gran disminucidn de la actividad amilolftica cuando

N

las semillas son embebidas en un inhibidor de la sintesis de giberelinas.
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En el gametofito femenino, le actividad amilolftica v las protefnas
totales solubles estén en niveles muy bajos y prdcticamente no sufren
variaciones durante las 70 hrs. de imbibicidn, lo que sugiere une
escasa participacidn de este tejido en el desarrollo dol embridn en
horas iniciales de imbibicidn.

& # N
Numerosos problemas quedan adn por resolver en csta semilla respec-

to a la actividad amilelftica y a las amilasas en

[0}
[
L]

Estudios que

aborden aspectos como la comprobacidn de sfntesis "de novo" de la enzi-
m2 en el embridn sobre las 39 hrs. de imbibicidn, la comparacidn de
propiedades de las ol~amilasas del embridn y dsl gameteofito femenino,

la composicidn aminoac{dica de ellas, la doterminacidn del peso mole-
cular, etc., contribuirfan a mejorar el poce conocimiento que hoy dia
tenemos sobre aspectos fisioldgicos y bioquimicos que sec presentan en

ésta y otras semillas de confferas durante la germinacidn.
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