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ABSTNACT

The main rBsarva of Iii'elrgqria ararljljfng (nof . ) l{r:ch. seed is starch

and the¡ofore, the 1avels of the amylase activit,y uere qlrantif"ied

cluring the first 70 hor¡rs imbibition o1' thc soad.

Analysis of products and thermostability of the onzyme prcsent in

'Ltro ambryo and rnegaqamotophyte tissue idsnl;if"ied tho amylase es

c(-amyIase. The enzyme is alraady present in both, ernbryo and

megagametophyte tissue aL time 0 (bafore saeri in¡biirition), nitferential

contril'ugation of embryo homogenates shot'rs thai the d-anyIaso is a

solublo enzymo.

The levals of amy-'l,ase actlvlty in the ernbryo ate 2.5 to 5.5 times

higher than in the megagametophyte tissLres ouer aLL tinr: recorded,

Tho amylase activity of the embryo increases significantly at 18

ancl 60 hor-¡rs of imbibition. Contrary, t,he levele oi' total" soLuble

protains reach a minimum at 1B hcurs of iml:ibil:ion and otart

increaslng continuously over this tima. Tha increasc in solllbla

protain Levele as urel1 as the second increase in arnyl::sa act,ivity

ovsr 39 hol"lre of imbibition ars correlated ¡¡ith an incroase of soma

of Lhe gibberallins presont in the embryo. Tha amylasa activity

of the ombryo is 63fr lor,ror than the controls r¡hon seeds are imbibod

uith Al'1ü 1618 during f irst 60 hours.
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Tha amylasa aetivity and the soluh:Le protein l.cuels of the

mogaqamatophyto tissue rr¡main staL¡le clurinq the first 70 hor-t¡s oi

imbibition. These turo characterislics ol' i;ho f'ernalo gamot,ophyto

tissi:a, suggest a lor¡ sLarch hydrolisis and a trou gonaral metabolic

activity of those calls drrring this time of imbibj.tlon, As a

consaquÉnce, the rolo of the megagametophyto tissue on ombryo

dovelopment is discussed,



NESLJTIIN

La semilla de /trLarj_ca¡ia araucana (i,'jot. ) i.loch c¡ntiene como pi:inci-

pa1 reserva almiddn, y pCIr esta razdn sa cltanLificaron 1or¡ nivsles de

actividad amiloLftica duranto las primeras ?0 hrs. clc imbibicidn de

Ia sem1lla.

Análisis de Los proclr:ctos y estudios de termoesiabiLidad ravelan Ia

existencia, tanto en el- embri6n como en e-1. megagemetofito, de una

{-amirasa, enzima oue ya está presente en las cdluras de ambos taji-

rJos a tiempo 0 (i.e. 0 hr. imbibici6n). Can!ril"ugaci6n diforenciaL de

homogenelzados de embriones demuestran quo }a d-ar,li.Lasa embrionaria

es una enzirna soJuble.

["lediciones de Ia actividad aml.].orftica en er em'¡ri6n y eL gamelo-

fito famenlno revelan qua la accidn de ra d-amilasa eml:rlonaria es

2r5 a 5r5 veces mayor que Ia del megagametofito en todos Ios tiempos

estudiadoe. En a1 embri6n, Ia actividad aur¡enta significativamente a

las 1B y 60 lrrs. de lmbibicidn, mientras qus Ias proteínas solubles to-

tales decaen hasta Las 1B hrs. aumentando sostenidamente sobre ese tiem

po. Cuantificaciones do las Eibero,linas del embridn reveLan que jun-

to al segundo aumento cJo actividad amflolítica hay un grupo cle gibere-

Linas notoriamente aumentadas. La actividad ar¡ilolÍtica del embridn

ss un 63¡l menor quo la rogistracla en ccntroles cr:ando fas semilLas

son embebidas con Af\{) 1616 durante las primeras 60 hrs.

'vt1
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[n ol gamotofito femenino, por el contrario, tanto Ia actividad cr-

mo lae protofnas permanecen 6n un nivsl eet,able durants las primoras

?0 hrs. de imbibicidn. Estas dos caracterfsticas dsl gamstofiLo fam6-

ninn sugioran una lenta hidrdtisis dsI atmlddn cla roserva, y una baja

actividad matahdlica genaral de esas c61u.Ias durantn esn tiempo cle irn-

bibicidn. como una conaecuancia de arlo sa discuto e1 rol dol megaga-

rnotofito en a} crecimiento y diferenciacidn del er¡bridn.



INTRODUCCIO¡I

fI materlal de ressrva qu€ una semilla posea debe ser dasdoblado

a mo't áculas simples para ssr usado duranta a1 proceso do difsrancia-

ci6n y crocimiento der embridn. Por el1o ra aceidn da enzimas diges-

tivas que desdoblan eetaa rÉsorvas tieno gran importancia cuando La

somilla eo puesta en condiciones f,avorable$ para eu garmir:ación.

Existe una gran difarsnnia en el contenido da roeervas nutritivas

en las semillas. Asf por ejemplo, en ceraales y otras gramfneas, los

carbohidratos, principalmente eI almidón, son la principal. reserua

nutritiva, mientras quE en leguminosas son las protefnasr y en eemi-

lIes como }a dal manf, nusz o frtjol, son los llpidos en forma de tri-
glicáridos" En semillas de confferas, Euy poco ostudiadas hasta ahora,

se ha encontrado que Ia prfncipal reserva son ácicios grasos, sj-endo ee

caso eL contenido de almiddn (2, 14). llecientes estudios realizados

on ol Laboratorio de Genática Físioldgica Vogetal en semillae de nuss-

tra conffera nacional lrjrucaria. .a§.aucglq, han revelado quo Ia princi-

pal reserva nutritlva de eeta samilla es eI almiddn¡ reaerva quo cons-

t,ituye aproximadamente el 60$ da1 paso seco de Ia senrilla (tO), 1o que

sugiore que la presencia y accidn da las enzimas qua desdoh¡lan este

polisacárido as fundamentaL duranto el proceso cls crecimiento y dife-

renclacidn del embridn, pueebo qua dste roquorirá da glucosá como

primara fr-rante do energfa para cJichos procesos. Entre ostas enzimas



I¿rs nás conocidas en plantas rrascurares son la cl y p -amilasas (B).

Las amilasas sB han riividido en endoamj-rasas (daxtrinogánicas) y

oxoa¡tilesas (glucoOánicas o rnaltogdnicas), sog,ln cI mecanfsmo de ac-

cidn que presentan. Las endoamilasas hidro-'i-izan a-l- aza:: 1oa en-1aces

a,(t-+), sin atacar los enlaces d(1-6) qrle constituyen ros puntos de

orioon de ras ramas Lateralae ds la amilopectina y el glicdgono. Aef

los productos iniciaLes ds su accidn son oligosacáridoa (dextrinas),

J.as cuales son dasdoblados posterio¡'mente para originar, principalman-

te, maltosa. Las d-amilasas son eI rÍnico tipo de cndoamilasa concci-

do hasta ahora, y debe str nombre a quo 1os grLrpoe recluctoree libora*
dos por sr-r eccidn tienen configr:racidn dptica d (1, 10), se ras lra

encontrado en el páncreas y gIándrrlas saLivales de] homhre y varios

anlmalee (cerdo, perro, cabarJ.o, etc.), cn ra sengxü y orina humana,

ün bacterj.as (Bacilf r"¡s subtlLirs r g. Slgs:ggng, etc. ), hongos

(Asp-q§.q¿1:.ug SI3aB, A, caÍrdijjusr- atc. ) y planLas sr:periores (Bn es-

pecial en crreals.s comü csbada, trigo). A posar de los difarontes orf-
qBnos se ha determinado qua lae o(-amiLasas possen mr-¡clr¡:a carecterfeti-

cas cornunes! son solubles en aqua, presenlan un po6ü molecular da a1-

rededor do 50.ü00 daltons, contienen por 1o mano§ '1 dtomo-gramo de cal-

cio por mo1 eL cual as esencial Fara s(J act"ivirjacJ , st'.c. r-rsro sB pug-

don diferenciar por eI raqunrimianto de Cl u otro anidn monovalente,

o por la composicidn aminoacfdica o La afinídad ¡:ara un-ir ealcfo (tO).

[] otro grupo, 1as exoamilasas, se cal¿lctarizan porquB atacan el

poLisacárido s6Lo desde el extremo terrilinal no ¡cduci,or cla 1a moldcula,

Y fo hacen da una menera regular: van hicirol,izando cacia cnlace glucosl

ciico para producir solamenie d-glucosa (gJ.ucamj.lasas o \r-amilasas),



o []i6n, cada dos anlaces para porducir maltosa aecidn tfpica de las

p-amilasas (t, 11). Estas son llamadas asf pürqu6 la maltosa origl-

nada posee configuracldn dptica p . En amboe casos l-a accidn 6nzimá-

t,ica sa datiana frente al primer enlacs c((t-a)r Qus no as atacado,

obtenidndose entonces una dextrina dr¡ alto peso molecularr dsnominada

,,dextrina llmite", Las p-amilasas se han encontrado sólo en plant'as

superiores, y se las ha caractarizado porqrre son protefnas q'..te no ¡.a-

quioron de cofactoras para actuar y sün inact.ivadas por iones Ag, Cu

y Hg. Además son termotáUitee, y estables a pti §cidos (por aj. pH 3r?)

(1, 11r 3).

Diforentes aspoctos de Ia acciÚn de las d y p-amitasas han sids es-

Ludiadas on ssmillas de gramfncas. Desde 1960 divarsos trabajos han

nost,rado que la prlncipal actividad amil-olftlca an semillas de cabada

es debida a una d-amilasar QUs os sintetizada 'rde novot' an las cdlu-

las di, la aleurona Bn respuesta a Ia accidn de giberelinas (GA1, GA?,

GA4 y espacialmente GAU), para desputls ser sscra'Lada al ondospa;:ma

(22, 30, 28, 29, '7, 13, 9), Sin ombargo, estudios rccientes hechos

en cebada, arroz y otras samillas da cereales han mostrado que la acti-

vidad amiLolftica de la c{-amllasa es primcro regist,¡ada en eI epi-

t,elio de1 escutelo, y daspuás de 2 dfas de irnbibicidn, en el endos-

parna. [sto sugiero que 1as giborelinas prociucidas on a] arnbridrr ac-

tua¡fan pr'imero Bn Bl escutelo para despuás difr.,ndlr a Las cdlulas

da Ia aleurona induclando sfnlesis ¡rds novott en osas cdlt:La,s (lB, 21)"

La participacidn e impo::tancia ds Ic p-amilasa en Ia hidrdlisis de1 aL-

middn durante la gormlnacidn da estas semillas no astá arJn del todo

clara. Desde el año 1962 sólo se habfa dado a conocar la prosancia



ric; una p -amilasar preformada en el endosperma, en una forma inacLiva

r-¡nicia a protefnas Bn eI caso da la cebacia o o1 trigo, o a qránulos de

almiddn en el caso del arroz, Ia que a1 patecer so activarfa por la

acci6n de agentos enzlmáticos o raductores, en una etapa posterior

a l-a accidn de cl-amilasa {24,27r 19). F¡oro un estudio realizado Bn

i980, Bn arroz, damostrd qua on eI escuLalo existe sfntasis IrdB norJo,r

de p-amllasa on tiampos inicialos da germinacidn (zc),1o cual abre

nuBvas expectativas para e1 rol da esta enzirna duranLe esta proceso.

A diflerencia de Io que ocurra an semi).Las cja gramfneas,la informa-

cidn disponible hasta Ia fecha sobre actividad amiLolítica en somillas

dr: conlferas es errmamante Éscesa, y recián en,rg6E fr-le ostudiada por

Tesche 1a prosancia dc'astas anzimas en algunas sarnillas da confferas.

Tesche seña16, Bn una brevo comunicacidn, habor reconocido actividad

amilorftica tanto en el embridn comü on el gametoflto femanfno de

Pinus silvestris-, P. etrobus, P" niqlra,_ Ai:i-es ElE, Plcea qbies,

!g¡¡§ decldLte¡ y Peeu§otosuea taTiLo.lia. Lamentablemonto este estlrdio

ha sido incompleto pues no sa ha caracterizado eL tipo do amilaea pf,B-

sente en ostas especies, Tampoco ha espacificado los iiempos de imbi-

bicidn Bn olte 1a acLividad amilo-lftica fud controlacla. sdl-o informd

oue an al.gunas semillae de $nus ombebidas por 72 lrrs. se registraba

Lln mfnimo de actividad a las 24 hrs. para aLrment¿rr gradua}menta despuás

esn tiempo (2CI)"

Posteriormente, en 1971, §a descub::i¿f la presencia ds una fl-amilasa

on al ombridn y gametofito femenino de Pj-nus si]yqs-t*-s, en un estudio

que comprendid las primeras 24 hrs. rjo gerninación de Ia semilla, y

r¡ue mostrd que ta aetividad amilolftica en oL gamatofito femanino era

¿+



casi 6 vocos mayor que 1a registrada cn c.l embridn (tf). Tambián so

ostudid oI efecto do GA., sobra Ia actiuidad amilolftica de1 mega-

gamotoflto sin sncont,rar acci6n algr-rna clc osta hormona, aunque se da-

bo hacar nnt,ar quc o1 investigador usd concm t,racionos no f isioldglcas

rie GA,, dal ordan 1n-3f'l , a dif r:rancia de l as csncentraciones f isiold*
.i

qicas oua son deL orden 10-5 - I c-?fi. tlo 1'ue cstr.idiacio eI ef ecto r¡e

csta hormone en sI embrión.

licspecto a la semilla de Ar-aj-r_caria g.rallc.anj3 ]a literatura no regis-

t.:;a datos sobre activiciad amil-oIf'uÍca a peoer doL gran conLenido cjo

a1nÍddn oxistente en elta. f¡a por 1o tanto de gran interás realizar

t-in estudlo qr",e permltiera caractsrizar esta actividad dr-lrante las pri-

msras horas del desarrollo da1 embridn. [sto permitiría comprender

proccsos fisiolágicos y morfr:16gicos que estarlan simuft,dneamento

ocurriendo an la germinacÍán ds esta semil-la. fste cetudio poclrla

servir, edamás, de basa para fut,r.rri¡s invostigaciones comparativas

ccn otras especies de !¡:ag_q_q1i,q y con senillas de oi:ras confferas.

i1 objot,ivo ds esba invest,igacidn fud entonces cuantii'icar 1os cam-

bios de la actividad amilolítica en e'r cr;r'nrián y en cJ- mogagametofito

en 1as primoras ?0 hrs. de imbibicidn dc Ia sernilla ¡r ader,rás, iden-

tificar Ia amiLasa responsable do }a dograciacidn daL almiddn y 1a rJe-

pcnCancia de esta enzima de 1a presencia de g-iberclinas onddgenas,



MATTfiIALES Y MTT§ÜOS

flatertar utillzado v condlc.i_ones de q_ojmina_cid.l. §a usarún semirras

de Araucaria araucana (mof . ) Koch cosechada sn 1 979 y 1 980 antre 1os

mBBBB de marzo y abril, en ]a raserua forestal da lYlalalcahuallo (Tomu-

co). Las semillas fuaron guardadas Bn bolsas plásticas a SoC hasta

eI momento de usarlas; a esa temperatura las semillas permanecen uia-

blas por 1o menos 1 año. Para eu germinacidn sa las eecarificd macá-

nicamente con ol objeto da sincronizar su procaso garmi,nativo y sB

las esterillzd sumergidndolas en hipoclorit,o da sodio comerclal al"

fifi por 15 mln., lavándolas lt.rogo con egua deetilada, Despuds de

esto tratamiento oa les puso on placaa patri con vermiculita humade-

cida con agcra dastilada y se los mantuvo por un tiernpo mdxtmo de ?0 htre.,

a 25oC con fotoperfodo de 12 hrs.

Obtencidn de _sx,tractos crudoe de onzima. fl procedimianto empleado fuá

e} de Nyman para eomillas de fliryiS. sil.vaetrsi.e- (tZ). A lntsrveloe dE

tlempos ascogidoe durante las primoras ?0 hrs. de imblbicf.dn, tejldo

fresco de embrionas o gamotofitos fomoninos prruonfantea da 5-10 esmi*

llas diforsntes fud homogeneizado en morteroe con un6 oolucldn NaCI

0106 frl. [n todos loE casos la propcrcidn paso frosco teJido (gr) u

volumsn NaCI 0106 l'1 (mf) fud aprnxlmadamentp 1;5. [1 homogeneizedo se

centrifugd a 2?0ü0xg por 15 min., 3oC" Dobido aI alto conten.ldo de

amiloplastos presentes en 1as cdlulas del megagametofito (t 0) qua



podrfan intsrfarir en 1a dr¡terminacidn cla ]a actividad enzimátÍca, el

homoganeizado provonlanta do dstos sÉ pr**cent,rlfr"rgd a 1ü00xg por

. -0^10 rnin., 3-C. [1 sobranarjante fud usado para cl]antificer 1a activided

anilolflÍca y 1as proi:efnas totalss solubles. 5e nantuuo an hlalo

hasta al momento de usarlo, siando este tiompo no mayor a 2 hrs.

tns$¡o $.e la gg§-iví.d_ad enzimática. La actfvidad amilolfiica sÉ eneayd

siguiendo Lrn rnátodo col-orimdtrico basado en 1a rcaccídn yodo-almiddn

que permite detectar 1a dagradacidn dol almiddn, Para esto se incubd

a 25oC por 1tJ min,r 1r0 ml dal exLracto crudo de enzima (OifufOo 10

vecea con agua destilada) con'1r0 m1 de soLucidn tampdn 0rü5t"1 da aceta-

io rJe eodio a pt-l 4r8, que contenfa 0rü21,1 de CaCJ-, y Ur03il de a1-

midón. La raaccidn se detuvo ueando 1rC mL de soLucidn l(I-I, (O S"

l(I y 016 gr I, sn 100 mI da agua destilada, dilufcia 10 vaces con lJCl

Crü5tl), Cada t,u[:o se 1]evd a Br0 ml con agua destilada y se leyd J-a

dansidad dptica (n.n.) a 585 nm. Un tLlbo "blanco de enzimar!y unc

I'blanco de sustrato'r ss usaron ccmo controlas. La actividad sa Bxpre-

sd como mg almiddn degradado/gr paso seco/ll nín, Para conocer e1 pa-

so seco dal material usado, tani,o de embrionas como de megagamatofitos,

se procedid a mantener a 60oC por 24-48 hrs. muestras de igual paso

l'resco a }as homogenaizadas y provanientes de Los mismos ambrionas

y megagametofitos, [n 81 caso de los embrionas asto ee realizd cor-

tando longitudinalmento por la mitad una cantidad no j-nforior a 10

embriones y saparando Ias mitades de cada einbrldn, dajando un grupo pa-

ra obtener eI extracto crudo de enzima y al otro para conocsr e1 peso



sa6o. Con log megagametofltoe e1 procodimienüo fud difsrenta debldo

a su grsn tarnaño que facJ.lltaba la obtoncidn da suflcisnto matarfal;

an este cego cada gametofito femanino (en un número no inferior a 5)

fuá cortado an paqueños trozos loa que sa soparaban an i"gual propor-

cidn para obtaner dos muastras similares de lgua1 psso, una de las

cualas eo ued para obtaner el extracto crudo de anzima y Ia otra para

detsrminar BU paso secoe

Deter$Inacld_n da plotefnap tqtalgs soL.ubI.eg. §B detarmlnaron de acuer

do al mátodo descrito por §chacterle y Follack (ZS). Consietld

en lncuban a temporatura ambienta por 10 rnfn"r 1r0 ml del axtracto

crudo da enzima (Oifufdo 1CI0 vecee Don asua destilada) con 1r0 ml

ds reactluú cuproaLcallno (solucldn Na0H 0rSlJ conteniendo 10$ de car-

bonato de sodio, Or1/, de tartrato do potaslo y 0¡05$ de sulfato

ctlprico), agragando dospuds 4rCI ml do reactfvo de fenol (soluciln

comarcial 2N se diluye a 1lJ, y dsta se diLuya l/9 con agua daotllada)

y dejando los tubos 5 min. a 55oC. Despuds de enfrtar los tubos se

J-eyd la 0.0, á 650 nm. Se usd ssroalbÚrnina de bovino como standard"

Las protafnas totales ea Bxpresaron como mg protefrras/gr peso ascor

Identlficagidn de l,a enzimq. Para daterminar sl Ia amilasa existsnte

an el embridn y eI megagametoflto Bra de1 üipo d o P (o una mezcla

da ambae) ee eiguieron dos procodimientos" lJno do eIlos, basado en

la difsrencla de tarmoestabilidad da las anzimas, consfstid an some-

tar una a1Ícuota del extracto crudo de enzima a ?OoC por 10 min. pare

deepude datermlnar la actiutdad amiloLftica on ose sxtracto por al

mátodo antas daecrito, cornparando oI resuttado con un control



Í,antcnidú a zsoc por igual tiempo lzsol es 1a üemporatura ópti.ma de

ostas enzimas), fl oLro procedimiento, hasado on er diferante maca-

nismo cje accián qL,B presontan d y p*anilasa, consisitid on rea]"izar

un análisis cromatográfico do los prodrjct.oe originados inicialmente

por Ia acci6n del exLracto crudo do enzir,ra. fste anáLisis sa realizd
en placas de l(ieselguhr G {f{erck, Z5A Ft ZAx2O cm) sat,uradas con tam_

pdn fosfato 0r1 11, pH 5r0, usando como solventa n-L:utanol - acetona *
tampdn fosÍ"ato pH sr0, 4u:50 z1s v/v (ts), aplicándose ,rs-zD ¡1 de ).a

mszcla da reaccidn despuás de un incubacldn por 20 min. se reverd
con una solucidn saturada ds nitrato da plata en acet,na y con una so-
.]-ucidn de hidrdxirlo de sodio 5 l{ en a].cohcl 9SirJ. Llna solucidn etandard
quo cont*nfa glucosa, maltosa, maltotriosa, riaLtotstrosa y maltopento-

se En concentraciones de 1 r*girnl cada una se corrid sinurtánaamenta,

aJ' igual que una solucidn de almia'dn incubada con f;*amilasa comercial
(Sigma Chsmical Co.),

!ggs"I,}-?gq-gl-gs- ra r"ocar.Ízacidn subcarL.rJ.ar rro lg_g¡z:!¡¡q. se realizd un

freccionamianto sLrllcelular pox centrifugacidn diferencial de homogenaiza

cjos de tejido (homogenoizacián hecha en solucidn isotdnica, 0rgfyl da

f\Ja[1; proporcidn poso frssca t*jirio (gr) * r¡olumon rJacr (mr) rud
aprox. 1 :5 ), ensayánrJose 1a activlclad ariilolftica (segrín mdtodo ya

descr-ito) tanto an el- homogeneizado inici,al. cc¡no en ros sedimentos y

sobronadanl-es originados ai cent¡Ífugar a 1cúüxg y 20000xg por 10 min.
a 3oc ¡ Y a 100000xg por 60 min. a 3oc, para ensayar J-;:. actividad en

los sedimeñtos, dstos fueron rcsuspondir]o¡ on le misma solucidn Isotd-
nica utiLizada aJ_ homoganelzar.
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.,Lxt:acciJh "de oibeTalinas" 58 siguid ,-rn mdt,odo modificado do Reave

y Crozier (z: ). El tejido fud rnacerado con metanol en hielo (propor-

cidn peso fresco tejido (g") 
" uolurmen de motanol (mI) fud 1:9) dajan-

do raposar e1 mecerado 24 hrs" a 5oC; dsspuÚs cie cse tiempo, el sedi-

nente qua quedd aI extraer el extracto motandlico sr volvid a macerar

on hieJ"o, con 45 mI de metanol, dajando dccantar nuevaments por 24 hrs"

a 5oC, extrayendo al- extracto metandlico y juntándolo con sl anterior.

Eslos extracl:r:s se centrif'ugaron a 1000xq pcn 5 mln. pata rgmover los

rest,os calularesr y e1 sobrenadente (extracto metandlico) fud coRcentra

rio en un Bvaporador roLatr:rio. []- resj-duo scLloso que quedd fuá, sn-

toncesr dil-rrfdo con '!5 ml de tampdn fosfalo 0rB2ll, pll ?r5. Esta ex-

tracto a pH ?r5 l"Lrd lavado tres veces con 10 m} de n-hoxano y tres

vecss con 10 mI de acetato cle etilo. [nsequida ss acidificd a pl-l 2rS

con HCl concentrado y se extrajoron ias giberelinas ]ibres con 1C ml

.ie acetato de etilo, quadando 1as gibareLinas conjugadas ratenldas

en Ia solucldn tampdn. Esta fracción se lavd con 10 mI de acetato

de etilo dos vecos mds, para evitsr qu$ quedasen posibles giberolinas

libres en e1]a. La fracción acfdica de acatato do etii.o fud concen-

Lrada nvaporando al acetato de otilo en un avaporador rotatorio, y

las giberelinas redisuoltas an 0r5 m1 de acctato de otilo para croma-

tograffarias. lJo se trabajd ccn Les giborelinas conjugadas puas

cnsayos preliminares mostraron que su concsntracidn ora 3 ueces menor

quc La de las giberelinae -l-ibres.
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Croq-?liograffa Fn cgpa ,fi.na_-dg gi.F-a.lig1Í?as. Para comparar los Rfe

(rnovi.lidad da Ia muastra relativa al solrrentc) Ae j.as qil:erelinas pra-

ssntes en 1a fraccidn de acetato de et,ilo con los de giberelinas

standards se raalj.zd una cromatograffa en capa fina de sflica gel (po-

Iigrama, 250 ¡.t, 20x20 cm) equllibrada con acetato do atilo, utilizándo-

§a como soLvente bencano - n-nutanol - ácido acdtico, 30:15:5 v/v (tS)

y20

rico

11 de

Sil on

y ap}icándose 20 !1 de soLucionee de GA-, GA4 y EAf r-¡sadas como etandards,

l-a fraccidn de acetato de etilo. 5e reveld con ácido sulfú

etanol seguido de calsntamienLo a B0oC por 5 min,

Bioen-s-avg.S!.a giberelins§. P.Iacas de sflica geJ- dcsarrollada paro no rB

vcl-adas (al hacerlo se pierde Ia aetividad bloldgica de )-as giberelinas)

fueron r:sadas para el bioensayo. Cada gal fud dividido en 11 zonas y

cada zona fud elulda con 1ü ml ds metanol; se dejd dacantar 24 hrs. a

Soc y ss tomd eI axtracto matandlico, centrifugándoLo a 10ü0xg por

5 nin., doscartando eI sedimento. El sohranacjanta (axtracto metandlico)

fud concentrado en un avaporador roLatorio, El resj.cii:o sB rosuspendid

en 0r5 ml ds acetato de etilo, diluydndolo lr:ego 50 veces con agua des-

tilada. So le clejd en hielo hasta cl momento de usarlo"

fI bioensayo sB realizd siguiendo aL mátodo descrito por Jonas y

Varnor en endosperma ds cobada (lS), sl c'-ral está baeado en e1 hecho

cJo qrre Ia {-amilasa en esta semil}a os sintetj-zada "ds nouorr por las

cdlulas de ]a aleurona, Bn raepLrest.a a gi.berelinas, on espocial a GA=.

Asl c1 grado de activldad amiLolftica dotoctado por 1a disminución

de l-a D.0., Bs proporciona] a la prceencia dc Aibnrolinas. DB acll6r-

do a este mdt,odo, seiniLlas da cebada fr-reron cort,adas transvarsal-

menta por 1a mitad y Ia parte qu€ cont.enfa el embridn fuá
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doscart,ada dabido a 1a presencla tie gibora-linas enddgr,:nas on 61. Las

nilades re stantels f llercn estel:illzedas s,,mer3iándolas en tri-poclorilo

rie sor-l-i-o coinercial er 1;l por 20 min. , lavánrjoLas daspuds con aqrra

clestil-ada, Enseg,-rida iueron dojadas en placas potri con r.rermiculita

irr-rnadrJcida con a¡lra destilacja por 4E hre . a 25oc. paeado cote perfodo

clr¡ imi:ii;icidn, cada 1ü mitades fueron transfleridas a peruaiios maLraees

que ccnlenfan 21rmoles de tampdn acetato ¡-rl I 4.:,1 2C TrreoJ-es ¿c clorrr-

ro de calcio 1.' la solt¡cidn rJe gibarelina a sol biocnoayada en r.Jn vo-

lr,rr¡en 'l'in¿:L de 2 m} . Los matraces, conteniendo sdlo ra sclLlcidn tam-

pdn y a] clorrrro de calc:i.o, iueiron aLltocravoados antos de agrogar 1a

solurción rle giberelina y de cor¡enzar eI perfodo de incL:Lracldn. La in-

cuiracidn de estas ilmadias semillasrr f rLE ciesarrolLeda por 2/+ I'rrs, a

^-o^25-'C ein rn t-:año termorregr rlado con agitcrci6n (40 osc,./nin). pasado

r:sa t,i-r:mpo, eJ. contenj"cjo se f,ilLrd en papel lrlhatman ll! 4 y se 1avd

cada mat,raz cor"l 3,0 m-1- de agrra dastj-1ada. [l lavado se agregd ar f:l
t::'ado iniciaL . La mur:st,ra , BntoncBs , se dilr,yd 1u \/ocsr] eon agr-ra dee-

i.ilada y ss ensayó srr actividad ar¡iIo1ít,ica heciendo reaccionar por

1ü rnin . a ?-54r, 1rü ml de esta nuestra con 1rc m-t- rjo sollrcidn de aLmt-

ddn (n,''i5 gr almirjdn soIuhle, 0r6 gr i(H2p0r y ?-úC l-,t'l CaCl,r cn 10CI ml

cle agra destilada). La reaccif,¡ rr-rá terrlinacje agregando i r0 ml do

so-]-ucidn llÍ'72 (a qr KI y 0,6 gr r, en 100 mr cie ague doetirada, di-

lufda 100 veces con HCI 0r05N). Luego 5r0 mI do agt:a destilada fuá

agregada leydndose la D.0. a 650 nnl . Solr:ciones dc Gi1. cn concentra-

cioncs clc 1C-4 a tU-B l'1 se r-rsarún conto sr-anrjards. Los rnsultados fr-re-

ron s)(plesados como moles eqr,rivalentesr,/l L clc GA-.



I¡ELL:icid.n,,de 
-s_emiltas cqn At,t0 1610. Para establecor si oxistfa una

correracidn antre las gibarelinas y la activiclad arnilolftica an el em-

bridn, so pusieron semirras Bn condiciones da imbibi-cidn Bn una solu-
cidn 1o-4 n de un inhibldor de la efntesis de giberelinas, o1 rrlulg 161g

(z-isopropir - 4' - croruro de trimetilamonio - s'- motirfenir plporidin
carboxilato), durante las prrmaras 60 hr. Daspuds de este tiempo sa

deto¡.'mind sr nivel da actividad aniLolftica y do protefnas toiares
solul:Les segrÍn mdtodos antes descriios.

13



NTSULTADOS

Las variacionos de la actÍviclad amitolft,ica y de los niveles do pro-

tefnas tctal-os soLubles en eI embriún y en el megagametofito, en las

prlmoras ?0 hrs. de imbibj.cidn de la somilla, se muestran en J.a figu-

ra 1. 5o puode noLar que tanto Ia actividad amiloLftica como loe nive-

les do protefnas dol megagametofito son muy Ínforiores a los regist,ra-

dos para eI ambri6n, en todos los tienrpos cnsayados. La mayor dife-

rcncia se detecta a l-as 70 hrs., donde la actividad ss 5r5 vacas menor

y o1 nivel de protalnas son l/4 de las dol- embrión. Es postblo notar,

adernásr Que La actividad enzimática ! los niveles de protelnas del me-

gaganoLol'ito prácticamenLe no presontan variaclones durante las ?0 hrs.

de imbibicidn, a diferancia de 1o que ocllrre con sl embridn en igual

lapso de tiempo. [n a]. embridn ]a actividad amilolftlca aumonta rá-

pidanente llegando a un máximo a las 18 hrs. dE¡ imbibicidn, donde aI-

canza 1rB veces eI valor da 1a actividad encontrada a 0 hr. (erSa mg

almidrfn degradado,/gr peso ,eco/10 r,rin), pera disminuir llogando a un

mínimo a las 24-39 hrs., y nl¡evamente comenzaÉ a aumentar dupJ-icando,

a las 7ü hrs., aI valor do actividacl registrada a lae 39 hrs. Las pro-

teínas, por su parte , rnueisLran una disminucián inicial., qua alcanza un

nfnimo a Jas 18 hrs. de imbiLricián, seguida de un aumento contfnuo, Ilg
a,qándose a las ?0 hrs. a un ualor 1r? vaces más alLo quo aI reglstrado

a las 16 hrs. (toar4 mB protafnas/ gr pe=o seco). fste aumento de las

14
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ACIfVIDAD AMILOLIfICA fOTAL Y PñOIEI¡¡A5 TOÍALES

IEMBRION Y GAMETOFI'O FEMENiNO I
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protofnas §o correLaciona con s1 segundo aum€nto de actividad onzlmá-

tica, corralaci6n que se manlfiesta mojor ei 1os datoe da actividad

so expresan como actividad especffica (figura 2).

[n las tabras I y rI, y en La figura 3 se muaetran roe resurLados

ds los experimenlos realizados para identiflicar a 1a amilasa prasonte

en ol embridn y en eI gamatoffto femsnlno. Las tablas I y II muaetran

que alfcuotas de extractos crudss da enzima, provenlentes de embrio-

n6s y mogagamatofitoe do 0, 39 y 60 hrs. ds imbibieldn y sometidos a

Tcoc porl0 min., presentan igual. act,ividad quo ros controres manteni-

dos por igual t,iempo a 25oc, 1o cual revara que ra arnlLasa preaente

en ambos tejidos es da tipo cr. . Esta ident,ificacidn de la snzima

se corrobord en ambos tejidos, mediante análisis por cromatograffa en

capa fina de los productos da Ia accidn anzimática sobro almÍddn solu-

b1e. Como cd-amÍlasa es una endoenzÍma, ss aapera que orlgine daspude

de 20 min. de incubacidn con ol eustrato, oligosacáridoc de 4-6 rasiduoe

do azrJcaros como productoo da su accidn, mientras que p-amilasa, axoen

zíma que va cortando anlaces c( (1-a) a partir daL extremo no redrictor

do la mol6cula originará, en igr:al tiempo, unidados de maltosa. La

figura 3 compruaba fehacientemente que la enzima en amlroo teJidos Bs

de1 tipo c{ .

La c{-amilasa está prasente en las cdtulae del gametofito femeni-

no y der embridn antes que Ia samilra aB ponga en contacto con agua,

eo docir, a tiampo 0 de imbibicidn (fiqura f)" Sin ambargor a peaar

de que enzima y sustrato están prosontes on la $¡isma cálula, eI almi*

dón no es hidrolizado antss da que se den Ias condiciones favorables

para la gorminacidn (tg). De ahf que results inüeresante detarminar
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cr-ral És Ia localizacidn lntracelular da la snzima, an{.as que la esmi-

1Ia sa ernbeba en agua, Asf, con el objoüo clo astablecar si la C{-amila-

sa ambrionaria es una onzima particulada o aoluble, homoqenaizados

dB ambriones fueron someticJos a cent,rifugacidn dÍfo¡sncial ansayándo-

se la actividad amitolftica an diferentes fracciones suhcolulares. En

la tabla III se muestra Ia actiuidad amilolltica, totaL y aspeclfica, rg

gistradas en eI homogoneizado inicial, en los snbrenadantes y an los

sedimeni-os de¡ este experimento. Los datos seiialan claramente qua la

c{-amilasa del embridn es r.:na anzirna soluble,

Ya quc *1 sagundo aumanto de Ia actividad amilolftiea, expresada

po:.. gramo de peso seco, y por mg de protefna, sB correlaciona con

un aumnnto notable de 1as protafnas totales soLi-lblcs (figuras 1 y 2),

se pensd qua esta corralacidn podrfa implicar efntesis ttclo novo't de

esta onzima, Considerando que en otras plani.as supaliores tal sínte-

sis involucra aI GA, como inLsrmediario (29, 13, ?, g) r:e quiso datsc-

'¿ar la presencia de giborclinas an eI ami-rridn de Ia serniLia de

4,. otg¡ign*.. La figura /l muestra al cromatogrema producido aJ. aplicar

L.rn c;ltracto metandlico purificado da orii:rionas do C hr. dc imbibicldn

a una ¡:laca de efllca gal . EsLe cro¡natograma revela J.a presencla, antre

ot;as, ci',: dos manchas cuyoe i'lfs son sj-mj-l-ares a Los Rfs do GA= y GA7,

co::ridos como standards. La actividad de gibarolinas de ásias y da-

nás rnanchas sB determind posteriornrente , divicJiendo la placa c¡omato-

grdfica Bn zonas, eluyendo y raal-izando un bioansayo para cada zona.

Igr:s1¡',un'c se hicieron bioensayos para extractoe provenientes de arn-

l:riones con 39 y 60 hrs. de imbibicidn, La figura 5 r¡uestra los

resul'bados obtenidcs, iunto a un cromatcgr:arna do las giberelinas
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figura 4: Identlficacidn ptrr cromatograffa 6n üapa fina da las
giberellnas existentes en el embrián de B h¡. de irn-
bibicidn.
&r mancha coxrespondlent* al ÉAgr ccrrido como

standard.
manchas trErresFondlantes a las gábarellnas EAO
y GATr comidas como stendarde.
manclias provenientes de un axtracto metandlico
purificado de embrlonas. Las flechas ssñalan las
manchas cen Rfs oimLlarea a loe dCI GA= y GAr.
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encontradas Bn Bmbrion€s de tierapo 0. Fodsmoe racontcer 5 zonas con

actividad de gibererinas: una con Rfs ani-re ü y 0r1 (zona A), otra

con fifs entre ür2 y o16 (zona B) y una terce*ra con Rfs entre úr? y

0r9 (zona C)" 5o pueda ver que an l"a zona f, Ia actividad do giberelÍna

aumenta notoriamente sobrr: las 39 hrs. do imbibicidn, respocto a lo

roqistrado a 0 hr", aumenLa que as acompañadp por una disml"nucidn

dc las giberalines de Ia zona B. La cr-rantificacidn ds las giberali-

nas totalas raglstradas sn cada tiempo rcvera quo dstas asLán, e las

39 y 6u hrs" ds imbibicidn, Bn uná concontracidn z y 113 velces mayor

que 1a de 0 hr (orsoxt0-5 moles equiv./* ear) rospectivamenta

(taUta iV). A1 hacer la cuantificacidn por zona (A, B y C) ea va que

astos aumontos se daban fundam*ntalmente a los aumentcs registrados

por las giborelinas de Ia zona c a las 39 y 60 hrs. de imbibicidn, qua

son dal" ordsn de 10 y 5r7 v€ces ra concentracidn de Ia miema zona

a las 0 hr. (crtzxtD-5 moras eqr:iv,/rt cna) rcspoctiuamen.Lo (tauta u).

Una correlacidn entra astos resultados y los obtenidos para actividad

aniloiítica y protefnas totalos sorublas se muastra en ra figura 6,

1a qLte pormite apraci"ar claram*¡nta como eI sagundo auniento da acLivf-

dad, sobre las 39 hrs. dr: imbibicidn, ea scompañado no ten sdro por

un aurnenLo de las protafnas totales eolubles, sino lanrbidn por cambioa,

principalmente de tipo cualitabivo, de ]as gibarellnas presentse an aI

ambri.dn,

Embriones provenient,es da semillas embebidas, durant.e 60 hrs. en

una solucidn de Al'10 1618 (to-4nt), prosenLan sdLo un 37 r3'{" do ra activi-

dad amilolftica y un 66, lfi de 1as protcfnas totales solublos registra-

das en arnbrionos conlrolas (tanfa Vf).
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N iSCUS TÜN

Lae poeas eemi]Ias de confferas astudiadas an relaaidn a au conte-

nido de trBseln &$ nut,ritivas han most,rado ser riaas an lfpidoo y

pohres en carbohidrutos (t+, z)" fste hacho podrfa axplicar ros pa-

cos estudios realizadoo ssbre amilasas on este Qrupo da pJ.antas. Sdln

dos trabajos oan ronocidos haeta Ia focha: uno rcalizado por Tascho en

1965 (ze) y al mtro pnr Nyman en 19?1 (lz)" Ambss esLudios muestran

l-a existencia de acttvidad amfLolftfüa ün semiJ.Ias do Fit{g ei]'v_as.triq"

y Nyman, ademds identifica a "La arnil.asa csmo dci tipo d , tanto an

el emb¡i6n como sn ar gamatofito f,emenino. Nuestros rosurtados

der¡ucstran qua er rnismo tipo da amilaea an*ont;:adú p6r i.lyman €!n

ll. -g*.1.v*s-!:*., est§ preoenta en et embridn y sn el magaqametofit,o de

la semilla dn &r*sgrlg tIFuÉErF_r y que aarilasa del tipo 1t parstran

e*tar aus6nte, La posibllidad de existsncia de una forma inactiva

de p-amllasa en las cálu1as del srnbridn o del gametrfito femanino,

tal csmo ocurra en el endospe::ma de semil"las do ceroaras, ne puedo

ser deecartada por Los datne abtsnidos sn nuostrr* experimantos, pB-

rn serfa muy improbable que asta enzfma permanecisra inactiva du-

rante 70 hre, da imbibicidn si consideramús que ra semirla perml_na

alrodedrr de las 40 hrs", y que a las ?tJ hrs" ya ha cnmsnzado a 6rnar-

ger e} epicdtilo"

[1 hochs de qua sl pmbridR saa un tejido rliploidn dc orlgen materno

y patarno, a dil'erencia del megagemotofito que sdro t,ions orJ"gan

.1,
AL
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matnrno y Bs haploide, hace muy posible que las {-amilasas prosentes

en anbos te jidos eean de naturaleza qufmica .l-evsmenta diferen tas y

pudioran sor, por 1o tanto, isoenzimas. Ya en semillas da cereales

se lran detcrrminado ? isoenzimas de d-amilasa (lZ, a). EI estudio

de las formas cla d-amilasas pragontes en eI ambridn y en el gama-

lofito femenÍno de La sernilla de A. araucana es tlna mataria quo debe

ser inveetigada en un futuro prdximo.

La actividad amilolftica deI embridn es fundamental para tae pri-

naras ot,apas de1 desarrollo embrionario. Así 1o demuestra el hacho

do que e1 embridn rrtilÍce preferentemenle ous propias reservas da al-

middn, en }as primoras ?0 hrs, ds imbibicidn de Ia semilla (le). Y

parecen confirmarlo los dos significativos aun¡enLos da actividad regis-

trados a las 1B y 60 hrs. de imbibicidn. f1 primer aumE,nto, cortel-a-

cionado con una disminucj.dn da 1as proLalnas t'otalcs solublos, no

palece ser provocado por una sfntesis do Ia d,-amilasa sino rnás bian

por Lln proceso de activacidn o do eolubilizacidn de Ia Bnzlma. La

inclinacidn hacia una u otra posibilidad depende de Ia localizacidn

intracelular de Ia d,-amilasa, que pueda es"uar soluble on el cito-

plasma, compartamentalizada en la vacuola central o bir:n on forma par-

ticulacla, ya ssa almaconada Bn paqusñas vosfculas o unicla a membra-

nas cia mitocondrias, retlculo endoplásmico, protnfnas do rese¡vas o

amiloplastos, ü1 aneayo do Ia actividarl amiLolftica en diferentes

i'racciones subcelr"llares domuestra que la d-amilesa ambrionaria es una

enzima solr.rble, aunque los datos obtenidos no permiten discriminar

respccto a si la enzima está an eI citoplasna o en Ia vacuola cantral

de la c61ula. [1 caracter solub]"a de esla nnzima sugiaro quo eI
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primn:: aumento de activldad amiLol.ftica se deborfa a una activacién

iniciaL da esta enzima. La poslbilidad de una compartar¡entalizacidn

an }a vacuola central no sa opone a Ia idea do Ia actíuacidn, puas

de sor este eI caso s6 debE consirjerar que el contenido uacuolar es

liboraclo totalmente durants eI procsso de homoganei.zacÍdn do1 tejido

para la obtencidn de1 extracto crt:do de enzima. Por ot,;:a parto, pare-

cc poco probabla que eI aumenta da actividad registrado haeta Ias

1$ hrs. cla imbibicidn se explique por una solubilizacidn gradual de

la snzima desde algrfn organoida que 1a contuviese, ya quc a1 uso cla

una solucidn lsotónica (respecto al t,ejido embrionario homogoneizado)

reciuc,; grandemante La posibilidad de que la d,-amilasa del ambri6n

fueso extiafda y solubilizada por alteracionas de las mambranas ce-

lularas de estos organoidcs.

Dife¡onte situacidn sB prss€nta con el sogundo aumcnto de activi-

dad onzimática registrado sobre las 39 hrs. de imbibicidn, ya que

áste, además Ca sar más graduaj. que el primero, está acornpañado por

un contlnuo aurflBnLo de las protofnas t,otalas soltJtlles- fsta correla-

ci"dn entre aumento de protelnas y de actividad pormita pensar en

una probable sÍntcsis rrde novoil de La anzima. [vidsncias clrcunstan-

ciales da osta sfntesis !'de novstr se obtÍenon al realizar oxperlmantos

t,nndientes a astablecer una corrolacidn entra ostos aumentcs y

Ia prr:sencia de gibarelinas Bn el embridn, tal como ocurre on somillas

do carealos dondo e1 GAa prociucido por ol embridn induca 1a sfntesie

rrde novo" de d-amilssa y otras hidrolasas' Los axperimentos de¡-

sarrsllados en este sentido muestian un notorio aumanto, a las 39 y

60 hrs. de irnbibicidn, de un grupo espacffico de qibarellnas,



coxrelaclonándose asto aumento con los da actividad amilolftlca y

protelnas totalos solul:Ir:s, Esto parmita postular a Bsas gibareli-

nas como intermodiarias Bn una probabla sfntesie o'dc novot' de la

d-amilasa ernbrionaria. Un fuerte apoyo a Bsa posible accidn ds

estas gÍberelinas as 1a disminr-lcidn de la actividad amilolftica an un

631'! "O"o*., 
y de Ias protefnas totales solublos Dn {rn 34!'d aprox, regis-

t,radas en emlrriones provBnientes da samillas omi.:ebicias por 60 hrs.,

En Llna solucidn de un lnhibidor de la sínLesis do gibeieJ.lnas, aI

AÍio 1618"

Los resultados negaLivos obtanldos por fiJyman, aI astudiar Ei al

GA- astarla involucrada sn Ia actividad amiLoLft,ica de los megagama-
J

tofitos d* 9. g:lvostriF, no contradicsn nuestros resultados, porqus:

1a) ¡lyman usd concentracionas no fisioldgicas (lo-3r'l)r y no establac16

ci 1a hormona ontraba o no aI tojido, y 2s) t'tyman s61o astudid eI

efocto del GA= en eI gametofito fcmsnino y no an al ambridn, que bion

puode ser el tejido donde sa sintetiza Ia {-amilasa en respuasta a

gfberelinas, para despuds ser secretada al qametofito f,emonlno donde

ejercarfa su accidn. [ato podrla explicar Ia cafda de Ia actividad

amilolftica que Nyman reglstra 6n megagametofitos do P. siluaetris

embabidos sin ombridn,

La realizaci6n ds estudios más directos que confirman la probable

sfntoeis rtde nouor¡ da Ia d-amilasa embrionaria en la semilla de

[. ggggglg uon, sin ambargo, altamenta doseablas. La administracÍdn

de ant,ibiót,icos que inhiban la slntesie proteica, la incorporacidn de

aminoácicios radioactivos aI inicio del aumento de act,ividad ¡ alectro-

foresis de d-amilaaa Bn geles de almiddn o La incubacidn da Ia semilla
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un llZú1n (r) son mdtodúa aconsejables para esto objotivo.

La baja actividad amilolítica y el bajo nivel de las protefnas

to{.a1os soLublas detoctados en al. megagamotofito durante las primarae

7ü hrs. de imbibicidn parecsn sugerf.r que la inport,ancla del megaga-

metnfito como drgano almacenador de resorvae no es fundamental para

el desarrolln dpl ambridn Bn las prÍmaras horas de imbibicidn do La

semilla. Esto so ua apoyado por cuantifi.caciones de lfpidos y pro-

iefnas realizadas Bn nuestro laboratorio (lO), y por aI hecho de que

embrj-ones alslados, puestos en condicionas iddnt,icas a las de germlna

cldn, prreden crocer y diferenciarss, aunque su creclnionto as msnor

que el cle los controles (6). [sto tlliimo, sin emhargo, suglare cierta

r:ccidn do tipo nutritivo del mCIgagametofito.

.,[n conclusión, se ha determinado que Ia a¡;ilaea prosonta sn el

enbri6n y en el gametofilo fomenino entrs 0 y 7ü hrs. rie imbibicidn,

os de tipo d . La d.-amilasa srnllrionaria es i.rna enzima solublo qr.ie

parsce estar inacliva antes de ponor la semif i a on contacto con

aglra, y qus se activarfa como consecirencia del- ingreso de dsta a

J.as cdlu1as, originando un ariritanto de 1a actividad hast,a 1as 1B

lrrs. de imbibj-cidn. La cafcia de Ia activiclad entre 18 y 39 hrs" sa

a>rpl-icarla por una dngradación rJe las proLelnas totaLe¡¡ solublee.

fJ aumento cla actividad amilotíti"ca sobre las 39 hrs. rje imbibicidn

so correlaciana con un al¡mento de las protafnas totales solublas, Io

qr.re surgiere una probabla sfntesisrtde novoil cJe La enzima; esto es

apoyado oor un ar-lmento de ciertas giborelinas del embridn en el m1§mo

{;iompo, y por: .la oran disrilinucidn cie la activid¡d amilotftica cuando

}as samlllas son embebidas sn un inhibidor de }a sfntcsis de glberallnas.



37

En el gamotofito femenino, La act,ivÍdad amilolftica y Las protelnas

tor..ai-es sorubles astán en nlveLes nuy bajos y prácticamente no sufren

variaciones durante Las ?ti hrs. de imbil:icidn, 1o qt:a sugiere une

esceoa participacidn da estc tejido en e,r- decsrrorro ccr cnbridn en

lroras -iniciaLas de imbibici6n,

fJumerosos problemas quadan aún por rcsolver en oeta semiLla r6spec-

to a la actividad amilo1ítice y a ras amilasas an si. [studios qua

abordr¡n aspectos como 1a comprobacidn de sfntesis trde novou de Ia enzi-

nz- en el embridn sobre las 39 hrs. de ir,rbibición, la comparacidn de

propiedados de ras d-amilasas del embridn y de} gametof"ito femanino,

,'l"a composición aminoacfdica da elLas, J-a dr:terminacián del peso mols-

eular, etc., contiibuirlan a mejorar el poco conocimicnto qua hoy dfa

tenornos sobre aspectos fisioldg-tcos y bioqrrfmicos qua se presentan en

dst,a y otras samillas de conífleras rJrrrant,c Ia germinaci6n.
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