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RESUMEN

Los antecedentes paleobot&nicos muestran que el género
Araucardia tuvo una distribucibn mds amplia en Sud-América
durante el Terciario Inferior. Las estrechas relaciones fi-
logenéticas de las dos especies sudamericanas, A. araucana
y A. angusiifolia evidencian probablemente un origen comGn en
el Juré@sico. El hecho de que actualmente constituyan "relic-
tos", con distribucibn restringida en el sur del Brasil Yy en
los Andes australes proporciona una situacién de extraordina-
rio interé&s en lo que se refiere a comparaciones géneticas que
permitan dilucidar su historia evolutiva.

El objetivo de este trabajo es establecer las variacio-
nes y similitudes genéticas de ambas especies a base de (i) un
estudio del cariotipo y bandeo NOR y (ii) un estudio genético-
fisiolbdgico a base de isoenzimas.de o~ amilasa, utilizados co-
mo marcadores del proceso de germinacidn.

El andlisis del cariotipo y bandeo NOR se realizb me-
diante tincidn Feulgen y tincién de nitrato de plata amoniacal.
Las isoenzimas de a - amilasa se analizaron por electroforesis
e isoelectroenfoque.

Las dos especies de Araucaria presentan un nfmero diploi
de de 26 cromosomas y cada cariotipo se caracteriza por poseer
una larga constriccidn secundaria intercalar, positiva a la

tincibn argenta, en el par de cromosomas N° 1. Como principal

XxXii




diferencia de estas especies se encontré la presencia en A.
angustifolia de una constriccibén secundaria corta con un saté
lite terminal, negativa a la tincidn argenta, en el par de cro
mosomas N° 8. A pesar de que en algunos trabajos se ha descri
to el nfimero de cromosomas e idiogramas de algunas especies de
Araucania, en esta ocasidn se documenta por primera vez un es-
tudio comparativo detallado de cariotipo de las especies sud-
americanas de Araucanda.

En semilla de ambas especies de Araucaifa, la principal
reserva es el almiddén y su degradacidén es iniciada por o - ami
lasa durante las primeras 90 hrs de imbibicién de la semilla.

Al comparar los patrones de las isoenzimas de o-amila
sa de tejido gametofftico (origen materno, haploide) y tejido
embrionario (origen paterno y materno, diploide) se obtuvie
ron diferencias y similitudes entre ambas especies y sus res
pectivos tejidos. Se destaca la aparicidén y desaparicidn de
isoenzimas especificas a través de la germinacifén de las se
millas.

La frecuencia especifica de las bandas de actividad o-
amildsica podria ser interpretada como: (i) una activacidén de
los genes responsables que dan como producto final estas iso-
enzimas; (ii) una modificacibn post-transcripcional; (iii) u-
na modificacién post-traduccional.

Se discuten los cambios de los patrones isoenzimdticos

de acuerdo a las fluctuaciones de actividad enzimdtica y de
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protefinas y a base de una posible accibn génica diferencial

por hormonas vegetales.




ABSTRACT

Studies on paleobotany show that the Araucaria genus had
a wide distribution in South America during the Lower Terciary.
The strong phyllogenetic relationships of both species of South
America, A. araucana and A. angustifolia gives evidences for
a common origen during the Jurassic. The fact (that) they
constitue relictual forests with a narrow distribution in
Brasil and in the austral Andes, leads to a very interesting
problematic situation, that is to study the genetic of both
species comparatively in order to elucidate their evolutive
story.

The purpose of this work is to stablish the variation and
genetic similarities of both species through i) a karyotype
study and NOR banding pattern study; ii) a genetic-physiological
study based on the isozymes of a- amylase which have been
used as markers of the germination process.

The karyotype and NOR banding was performed using Feulgen
and silver-ammoniacal stains;u-amylase isozymes were analyzed
by electrophoresis and isoelectricfocusing.

Both Araucaria species have 26 chromosomes as diploid
number and each karyotype is characterized by a long intercalar
secondary constriction, which gives positive reaction to silver
stain and it is located in chromosome pair N°l. The principal

difference between these species 1s the presence of a short
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secondary constriction in chromosome pair N° 8 of A. angusili-
folia. 1In this dissertation is the first time that a detailed
comparative study is documented for the southamerican species
of Araucarndia.

In the seeds of both species the main reserve is starch
and the starch hydrolysis is initiated by o- amylase during
the 90 hours after the start of seed imbibition.

The o- amylase isozyme patterns of the gametophytic tissue
(maternal and haploid) and of the embryonic tissue (paternal
and maternal and diploid) show similarities and differences
between the tissues and between the species. Specific isozymes
of a- amylase appear and disappear during germination and early
seedling growth.

The specific frequehcy of the active forms of o- amylase
could be interpreted as: (i) activation of strutural genes;

(ii) post-transcriptional modifications; (iii) post-translational
modifications.

The changes in the isozyme patterns are discussed according
to fluctuations in the enzyme activity and total proteins and

on the basis of a possible regulation of gene expression by

plant hormones.
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1. INTRODUCCION

En Sud-América existen dos especies de Araucarfa : Arau-
carda araucana (Mol) Koch y Araucandia angustifolia (Bert)
0. Ktze. La primera se encuentra entre las latitudes 37°¢ 30'
y 40° 3'S, entre 900 y 1700 m sobre los declivés Este-0Oeste
de los Andes de Chile y Argentina y en la cordillera de la
costa, en Chile, entre las latitudes 37° 2' y 38° 4'S (Montal
do, 1974). La seqgunda, A. angustifofia, se encuentra en el
Sur-Este del Brasil, entre las latitudes 21° 5' y 30° 0'S vy
entre los paralelos 43° 3' y 57° 3' de Este a Oeste, en las
altas mesetas de Vacacai-Jacui (Hueck, 1952) desde los 150 a
1600 m de altitud.

El género Araucaria estuvo ampliamente distribufdo a tra
vés de Sud-América durante el Jurédsico (Seward y Ford, 1906;
Seward y Conway, 1934). Sin embargo, existe poca informacidn
de c6mo las especies actuales se diferenciaron, aunque Skott
sberg, 1953 ha postulado un origen antdrtico para A. araucana;
Hueck (1952, 1966) piensa que los bosques brasilenos de A. an
gustifolia se originaron posiblemente por una migracién a par
tir de una fuente original de A. araucana, para formar un bos
que Gnico de Anraucaria, el que se extendi6 a través de Sud-
América austral, en el perfodo comprendido entre el Jurdsico

y el Terciario. Las Gimnospermas de este bosque fueron




restringidas posteriormente cubriendo &reas de altas montanas
en los Andes de Chile y Argentina y en el sur de Brasil, con
las diferenciaciones subsecuentes de A. araucana y A. angus-
tigolla como las conocemos hoy en dia.

Las especies son similares en sus aspectos vegetativos,
en las semillas, morfologfa de crecimiento de las plantas vy
germinacién de las semillas (Montaldo, 1974; Tesdorff, 1956).

Se han realizado varios estudios sobre cariotipos enelgé
nero Araucarda. Recuentos cromosémicos con idiogramas no deta
llados fueron reportados en el género Araucairia por Chamber-
lain, 1934 a, b; Flory, 1936; y Hair y Beuzenberg, 1958).

En todos los estudios informados de cariotipo de gimnos-
permas, se ha podido observar un par de cromosomas que posee
una constriccibn secundaria larga (Norstog, 1965; Flory, 1936;
Hair y Beuzenberqg, 1958; Hodcent, 1968). En especies de an-
giospermas, estas constricciones se han asociado a la forma-
cibn del nucléolo (Giménez-Martin et af., 1977). Por lo tan-
to, la constriccidn larga de estos cromosomas de gimnospermas
podrfa ser la regibén organizadora del nucléoclo o NOR. Los
estudios tanto de posicibn, como del nmero de estas regiones
cromos6micas, son marcadores genéticos evolutivos, que permi-
ten dar informaci®6n sobre cambios y reestructuraciones cromo-
sémicas que pudieron haber ocurrido en las especies relaciona

das durante la historia de su evolucidn.




También se han encontrado diferencias fisiolbgicas obser
vables entre ambas especies. A. anraucana estd bien adaptada
a bajas temperaturas. Las semillas de esta especie germinan
entre los 15 y 25°C con un 6ptimo a 18°C (Cardemil y Reinero,
1982). La A. angustifolia tiene un Optimo de germinacidn a
los 28°C (Ferreira et af., 1979 a, b). En A. anaucana, la
germinacidén es mds fécil y rdpida que en A. angustigolia, aun
que el desarrollo posterior de la plantula de estas semillas
puede ser mis rdpido en A. angustifolia (Tesdorff, 1956). Por
otro lado, se ha informado la presencia de o-amilasa en semi
llas de A. ahraucana (Cardemil y Reinero, 1982), mientras que
Ferreira et af. (1979) informaron la presencia de o y B amila
sas para A. angustifolia en tejidos similares. Para A. arau-
cana, se ha reportado que la principal reserva nutritiva de
las semillas es el almidbén; reserva que constituye aproximada
mente el 60% del peso seco de la semilla (Cardemil y Reinero,
1982) , lo cual sugiere que las amilasas que degradan el almi-
d6n estdn intrfnsecamente involucradas en la maduracidn y ger
minacién de la semilla.

Las amilasas hidrolizan los enlaces o (1-+4) del almiddén,
pero no los enlaces g (1-6), que constituyen los puntos de
origen de las ramas laterales de la amilopectina y del glicé
geno. Las amilasas se han dividido en dos tipos: o - amilasa

y B -amilasa.




Las a- amilasas son de tipo endoamilasas, esto es, hidro
lizan enlaces o (1 »4), produciendo oligosacdridos, los cuales
siguen siendo desdoblados por otras enzimas hidrolfticas produ
ciendo finalmente glucosa y maltosa. Su nombre, a-amilasa, se
debe a que los grupos reductores liberados por su accién tienen
configuracién 6ptica alpha (Bernfeld, 1951; Fischer y Stein,
1960). La enzima a-amilasa (alpha-1-+4-glucosa-4 glucohidrola-
sa, EC 3.2.1.1) ha sido muy estudiada y caracterizada en plan-
tas superiores (Jacobsen et af., 1970; Goldstein y Jennings,
1975; Okamoto y Akazawa, 1979; Koshiba y Minamikawa, 1981). Se
ha demostrado que esta enzima necesita Ca'l'+ como cofactor para
conservar su actividad (Fischer y Stein, 1960; Jacobsen et af.,
1970) v ademds que es estable a temperaturas hasta 70°C (Julia
no y Varner, 1969; Rodaway, 1978; Koshiba y Minamikawa, 1981;
Doehlert y Duke, 1983; Reinero et af., 1983).

Las R —-amilasas (B-1-4-glucano maltohidrolasa, EC 3.2.1.
2) son exoamilasas. Se caracterizan porque hidrolizan el poli
sacidrido s6lo desde el extremo terminal no reductor de la mo-
lécula, dando como producto final, maltosa (Bernfeld, 1951;
French, 1960). Estas amilasas son llamadas asi porque la mal
tosa originada posee configuracidn Optica beta. La f-amilasa
deja como producto una dextrina lfimite de alto peso molecular

(Juliano y Varner, 1969; Bernfeld, 1951). Las g-amilasas no




requieren Ca++ como cofactor para conservar su actividad; son
termoldbiles y estables a pH &cido (Bilderback, 1973; French,
1960) .

Las isoenzimas de c-amilasa y B-amilasa han sido encontra
das en una variedad de gramfineas como cebada (Jacobsen c¢t af.,
1970; Jacobsen y Knox, 1973; Rodaway y Kende, 1978), mafz
(Golchtein y Jennings, 1975; Boyer y Preiss, 1981) y de legu-
minosas V.{gna mungo (Koshiba y Minamikawa, 1981), arveja (Ju-
liano y Varner, 1969), etc. Las iscenzimas han sido utiliza-
das como importantes marcadores del desarrollo. Asf se han
encontrado en mafz (Goldstein y Jennings, 1975; Scandalios,
1974; Chao y Scandalios, 1971) diferentes isoenzimas de o- a-
milasa segln el estado de desarrollo del grano. Las isoenzi-
mas pueden llegar a ser de este modo una expresién del estado
de desarrollo y de la diferenciacién de los tejidos. Un anéa-
lisis detallado del cambio en los patrones isoenzimdticos,nos
puede ayudar a tener una mejor comprensién de los mecanismos
b&sicos de la diferenciacidn celular.

Ademéds de las o —amilasa, hay otras isocenzimas que tam-
bién varfan seglin el estado de desarrollo de la semilla y de
la planta; por ejemplo, las peroxidasas. En cebada se han de
tectado de 8 a 12 peroxidasas dependiendo del tejido y del es
tado de desarrollo de la planta (Scandalios, 1974). La apa-
ricidn y desaparicidn de isoenzimas de peroxidasa de plantas
en desarrollo ha sido atribuida a menudo a expresidn génica

diferencial (Shannon, 1968). La expresidn de isoenzimas de




peroxidasas, en el desarrollo de plantas, se mostr6 que depen
de de la presencia o ausencia de la hormona dcido indoloacéti
co (Scandalios, 1974); ademds, se ha visto que la actividad
de estas isoenzimas estd regulada por diferentes niveles hor-
monales, Anstine et af. (1970), mostraron que por lo menos u-
na de las peroxidasas era sintetizada de nhovo, (como se discu
tird més adelante).

En cebada la presencia de o- amilasa es mediada por ac-
cién del &cido giberélico (GA;); (Chrispeels y Varner, 1967,
a, b; Varner y Chandra, 1964; Jacobsen et af., 1970; Filner y
Varner, 1967; Mozer, 1980; Bernal-Lugo et alf., 1981; Ho et af.
1982; Callis y Ho, 1982; Jacobsen y Higgins, 1982). Filner y
Varner (1967), incubando capas de aleurona de cebada en agua
marcada (H,0!'®) y &cido giberélico, lograron demostrar que to
da la actividad de oa- amilasa podfa separarse por centrifuga-
cifén en gradiente de CsCl, en una fraccidn de mayor densidad
y concluyeron que el GA3; promovia la sfntesis de novo de la
enzima oa-amilasa.

Mozer (1980), trabajando con capas de aleurona de cebada,
tratadas y no tratadas con GA3, pudo aislar el mRNA para o-
amilasa y traducirlo {n vifro con un sistema libre de células
de germen de trigo. Observd que la cantidad de a- amilasa e-
ra mayor en los tejidos tratados con GA3, por lo tanto la ac-
cibén de esta hormona era a nivel de transcripcidn.

Bernal-Lugo et af.(1981), mostraron que cuando capas de

aleurona eran incubadas con GAzel nivel de mRNA para la




a- amilasa era 32 veces mayor, comparado con el control (sin
GA3;) y que la presencia de &cido abscisico (ABA) también au-
mentaba el nivel de mRNA tres veces sobre el control (sin ABA
pero inhibfa la traduccién del mensaje.

Jacobsen (1982), report6 la presencia de dos grupos de
isoenzimas de - amilasa, sintetizadas en capas de aleurona
de cebada, en respuesta al GA3. Cada grupo estaba compuesto
por dos isoenzimas, no existiendo diferencias sustanciales en
tre cada una de ellas. Las bandas de isoenzimas 1 y 2 (perte
necientes al mismo grupo) aumentaron paralelamente con GAjz,
mientras que las bandas 3 y 4 aparecieron s6lo después de 13
horas de incubacidn con GAj. Ademds, observaron que a con

® M de GA3 aparecfan las bandas

centraciones entre 10 > y 10
1y 2y a concentraciones de 10”7 M de GA; aparecfan la 3 y 4.
Las diferencias entre los dos grupos de « —-amilasas, particu-
larmente en caracteristicas serolf6gicas y mapeo peptfidico ha
indicado que los dos grupos contienen polipéptidos que se di-
ferencian en la secuencia de aminodcidos y que probablemente
son los productos de dos genes diferentes, o de dos grupos de
genes. Las diferencias en las respuestas en el tiempo y a
los niveles de concentracién de GA3, indicarfa que la expre-
si6én genética de estos grupos de o- amilasa estaria controla
da por GAjz.

En el embrién de A. araucana (Reinero et al., 1983) se

ha reportado también la presencia de diferentes niveles de




giberelinas embrionarias cuando la semilla es sometida a dis-
tintos perfodos de imbibicibén. La actividad o- amilasa bajé
considerablemente, en presencia de un inhibidor de la sinte-
sis de giberelinas, AMO 1618.

Se decidib, por ventajas de origen comtn de ambas espe-
cies de Araucarnia, distribucibén geogré@fica similar comparar
la variacién cromosdmica en los patrones isoenziméticos de
a- amilasa del tejido embrionario y gametofftico de ambas es
pecies, durante diferentes perfodos de imbibicidn de las se-
millas.

Las enzimas del metabolismo del almiddn son de particu-
lar interés en el estudio del desarrollo y diferenciacidn de
las plantas, debido a que poseen mGltiples formas isoenzim&-
ticas, algunas son caracteristicas durante la maduracidn de
las semillas y otras son caracteristicas durante la germina-
cién. Asi en este estudio se intenta establecer variaciones
y similitudes, genéticas y genético-fisiol6gicas entre ambas
especies de Anaucardia, cumpliendo con los siguientes objetivos:
a) Determinacidn de las constricciones secundarias o zona NOR

en cada especie, con el propdsito de establecer si hay o
no una activacidén génica diferencial entre ambas especies.
b) Deteccibén de la presencia de las isoenzimas de o- amilasa

en semillas de ambas especies.




c) Buscar diferencias en el patr6n de isoenzimas de o -amila

sa, comparando los patrones isoenzimdticos obtenidos en el

tejido gametofitico y en el tejido embrionario.

d) Comparar los patrones de las isoenzimas de cada tejido a

diferentes tiempos de imbibicidn de las semillas (cero ho-

ras, 18 horas, 48 horas y 90 horas), con el fin de estable
cer diferencias entre las especies y entre los tejidos (em

bri6n y gametofito) durante la germinacién de las semillas.




2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Reacétivos

Las siguientes companfas suministraron los reactivos se-

nalados mds adelante:

BHD Chemical Ltd., Inglaterra: Yoduro de potasio.
Calbiochem. Los Angeles, California: Macerozima.
Distribuidora Cientifica Santa Elena, Santiago: Metanol.
J.T. Baker, Chemical Co., Phillipsburg, N.J.: 1-Bromo-
naftaleno.

Merck A.G., Darmstandt, Alemania: Yodo, Almiddén, Saca-
rosa, Acido tricloroacético, CaCl,, Acetato de sodio,
NaCl, Amonfaco, Acido acético, Acetona, HCl, Etanol,
Carbdn activado.

Riedel-de Haen AG Seelze-Hannover, Alemania: Nitrato
de plata.

Sigma Chemical Company, St. Louls, Missouri, USA.: Ri-
boflavina, TEMED, Tris, Azul de bromofenol, Glicerol,
Acido malé&ico, Acrilamida, Bis-acrilamida, Persulfato
de amonio, Anfolitos de pH 4-6 y pH 5-8, Fucsina bé&si-

ca, Hidroxiquinolina.
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2.2 Estudio del cariotipo

Semillas sin cubierta de ambas especies de Araucaria, se
hicieron germinar en cépsulas Petri con vermiculita hfimeda a
25°C bajo un fotoperfodo de 12 hora . Las semillas con raf -
ces de alrededor de 1 cm de longitud se colocaron en cépsulas
Petri, con bolitas de algoddn embebidas con una solucién satu
rada de l-bromonaftaleno o embebidas en 0,02 M de hidroxiqui-
nolina y mantenida por 5 hr a 25°C y 18°C en l-bromonaftale-
no o hidroxiquinolina respectivamente.

Después del tratamiento con las drogas para acortar
los cromosomas, las puntas de las raices fueron fijadas con una
mezcla de dcido acé&tico-etanol en 3:1. A la fijacidn sefnalada
siguid la tincidn de Feulgen descrita comunmente, cuando el tra
bajo era de rutina o una hidrdlisis que se desarrolld en‘dos e-
tapas: primero con &cido acético 45% por 20 min a 60°C, seguido
de un tratamiento de HCl 1 N a 60°C por 30 segundos. Después de
un lavado con agua destilada, los conos de la rafz fueron sumer
gidos en una solucibn de macerozima por 4 hr a 25°C con el ob-
jeto de digerir las paredes celulares. La macerozima fue remo-
vida con agua destilada y los conos aplastados. El tejido fue
secado presiondndolo entre el portaobjeto y el cubreobjeto. El
cubreobjeto se removi6 del portaobjeto con hielo seco. El ma-
terial fue secado al aire por 7 a 10 dias y tenido con plata
amoniacal de acuerdo al método de Goodpasture y Bloom (1975),

excepto que se reemplazd la solucibén de 50% de AgNO3 por una
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solucibén de 33%. Los preparados fueron expuestos a la luz con

un tiempo variable de 5 a 8 min a 20 cm de distancia de la fuen

te luminosa. Los preparados 6ptimos de cromosomas fueron micro

fotografiados bajo un microscopio Zeiss de contraste de fases.
Mediciones de los cromosomas se realizaron con un micrdmetro o

cular calibrado.

2.3 Condiciones de germinacidén de las semillas

Se usaron semillas de Araucardia araucana (Mol.) Koch y A-
raucaria angustifolia (Bert) Kutz, cosechadas en 1981 y 1982
entre los meses de Marzo y Abril, en la Reserva Forestal de Ma
lalcahuello, lat 37° 5'S Chile; e Instituto Forestal de Sao
Paulo (Brasil), respectivamente. OQOcasionalmente, se usaron
semillas de A. angustifolia colectadas en el jardin de Mns. E.
Vicuna, de la Pontificia Universidad Catélica de Chile. Las
semillas se guardaron en bolsas plasticas a 4°C, temperatura
a la cual permenecen viables por lo menos un ano, hasta ser
usadas (Reinero, 1981).

Para sincronizar el proceso germinativo, se les escarificd
mecidnicamente. Las semillas se esterilizaron con hipoclorito
de sodio comercial al 5% por 15 minutos; y luego fueron lava-
das repetidas veces con agua destilada.

Para germinar, las semillas se colocaron en placas Petri
debidamente rotuladas (con hora y fecha), conteniendo vermicu
lita humedecida, previamente esterilizada; la germinacién se

llevd a cabo a 25°C con un fotoperiodo de 12 horas.
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2.4 Obtencidn del extracto

La extraccibn de la enzima se hizo de acuerdo al método
de Nyman, 1971, para lo cual se usaron 8 a 12 semillas de A.
araucana 6 A. angustifofia de un determinado tiempo de im-
bibicién. Se separaron los embriones y el tejido gametofiti-
co. Los embriones se pesaron, se cortaron en trozos peguenos
y se homogenizaron en un mortero frfo a 5°C que contenfa 4 ml
de tampdn (acetato de sodio 0,05 M a pH 4,8; CaCl, 0,02 M,
NaCl 0,06 M). El homogenizado se centrifugf a 12.000xg en
una centrifuga refrigerada Sorvall RC-5Bpor 15 minutos. El
sobrenadante se extrajo con pipetas Pasteur, elimin&ndose la
capa superior de lipidos. Este extracto enzimdtico se mantu-
vo en hielo hasta el momento de usar. El procedimiento fue
el mismo para extraer la enzima del tejido gametofftico, man
teniendo la misma relacibn peso-tejido fresco volumen del tam

pén.

2.5 Termorresistencia de la enzima oa-amilasa

Después del procedimiento de extraccibn de la enzima, el
extracto protéico se calent6 a 70°C por1l5 min y luego se cen-
trifugé por 2 min a 1.000 xg para separar las protefnas pre-
cipitadas; el sobrenadante se us6 como fuente de enzima. Siem

pre se dejé una alicuota sin calentar como control.
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2.6 Cuantificacidn de proteinas

La concentracién de proteinas en los aiferentes extrac-
tos se determiné por el método turbidimétrico descritopor Stad
man, 1951. A una alfcuota del extracto crudo de enzima se le
adicion6 2,5 ml de &acido tricloroacético al 5%, y se llevd a
5 ml con agua destilada. La curva de calibracibén se realizd

con una solucidn de seroalbfimina de bovino de 0,1 mg/ml a 3

g/ml.

2.7 Ensayo de la actividad enzimética

La actividad amilolitica se ensay6 con una modificacién
del método descrito por Jones y Varner, 1967, para lo cual a
una alicuota de 1 ml del extracto dilufido diez veces en agua
destilada,se le agregd 1 ml de tampbn acetato de sodio 0,05 M
a pH 4,8 que contiene CaCl,, 0,02 M, NaCl 0,06 M y almidén so-
luble 0,03%. Luego, se incubd en un bafio termorregulado a
30°C por perfodos de 10, 20 y 30 minutos. Una muestra mante
nida en hielo, no incubada, sirvidé de control y serd referida
como tiempo 0 de incubacién. La reaccidén se detuvo con 1,5
ml de una solucidn de KI-I, (6 g de KI y 0,6 g de I, disuel-
tos en 100 ml de agua destilada). Cada tubo se llevd a un
volumen final de 8 ml don agua destilada y se leyd su densi-

dad 6ptica (D.0.) a 660 nm. La actividad fue expresada como
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actividad especifica (U/mg proteina); la unidad se define co-
mo mg de almidén degradado por minuto o como actividad total,
mg de almiddén degradado por minuto por g de peso seco de te-
jido.

La actividad enzimética también se determind cualitativa
mente "in gel", y la técnica se describe en la seccidn de

electroforesis.

2.8 Identificacidn de la actividad enzimdtica como a & B-

amildsica

Para identificar la actividad enzimltica como w-amild
sica se utilizaron tres métodos que discriminan entre a y B
amilasa (French, 1960; Fischer y Stein, 1960; Jacobsen ef adl.

1970) .

2,8.1 Termorresistencia

Extractos de semillas de 0, 18, 48 y 90 horas de imbibi-
cién de ambas Araucarias, se preincubaron a 70°C por 15 min y
luego se les determind la actividad enzimdtica. Como control
se usaron los mismos extractos pero preincubados a 25°C por

15 Minutos.
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Los extractos calentados a 70°C se usaron como fuente de
enzima para los ensayos experimentales de electroforesis, 1iso

electroenfoque y determinacidn de peso molecular.

2.8.2 Requerimiento de ca®t

Alfcuotas de los extractos precalentados a 70°C, fueron
diluidos en el tampén de extraccién que contenia EDTA a satu-
raciébn. A estos extractos se les determind la actividad enzi
matica. Como control se usaron los extractos precalentados a
70°C y luego diluidos en tampdbn sin EDTA.

Los extractos en presencia o en ausencia de EDTA se some

tieron a electroforesis y luego se determindé la actividad ami

ladsica en el gel.

2.8.3 Labilidad a pH &cido

Los geles que contenian extracto precalentado a 7re
fueron incubados en diferentes tampones, para determinar acti

vidad amildsica en el gel.

En la Tabla I se muestran los diferentes amortiguadores

que se utilizaron.

Como control se us6 un gel incubado en tampdén Tris-malea

to pH 5,;0.
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TABLA I. pH final de la mezcla del amortiguador acetato,

més los diferentes tampones de incubacién.

Tamp&n pH pH final
en el tubo

NaCl-glicina S0 3,0
Citrato 3,0 3,4
Acetato 4,0 4.1
Fosfato-citrato 4,0 4,1
Acetato 5,0 5,0
Maleato 5,0 B
Maleato 6,0 63
Succinato 6,0 6,5
Fosfato 740 P
MOPS 750 Tk
Tris-HCl 8,0 7B

Tris-tricina 8,0 T el
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2,2 Determinacidn del patrdn de las isoenzimas de c-amilasa

2.9.1 Electroforesis

La electroforesis se realizd en gel de poliacrilamida si
guiendo el método descrito por Davis, 1964. Se utilizd un gel
separador de acrilamida al 7%. En algunas ocasiones, ademis
del gel separado se utiliz6 un gel concentrador; cada gel se
cargb aproximadamente con 200 ug de proteina del extracto pre
calentado a 70°C. Se aplic6 una corriente de 1,5 mA por tubo
(cada tubo tenfa 12 cm de longitud y 6 mm de didmetro) , duran
te 5-6 horas. Se us6 50 ul de una solucién de azul de bromo-
fenol al 0,059% como colorante marcador del frente electrofo-
rético. Por cada muestra se utilizaron dos geles, uno se tiné
con una solucibén de azul de Coomassie (3,5% v/v de &cido per-
cl6érico y 0,04% del colorante) con el propdsito de revelar las
bandas de proteina y el otro fue incubado por 6 horas en tris-
maleato, pH 5 conteniendo almidén al 1% como sustrato y CaCl,
con el objeto de revelar las bandas con actividad amilolftica
(Juliano y Varner, 1969). Para ello, después de la incubacién
los geles se tineron con una solucifén de KI-I, al 10% v/v. El
almidén no degradado presente en la mayor parte del gel da u-
na coloracibén azul. Las bandas no coloreadas que aparecen en
el gel, se debe a que el almidén ha sido degradado por la en

zima y por lo tanto, no hay tincién. La banda enzimitica fue
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fijada con una solucibén de &dcido acético al 5% (v/v) en meta-

nol al 30% (v/v).

2.9.2 1Isoelectroenfoque

El isoelectroenfoque se realizd en geles de poliacrilami

da. Se prepararon los geles para electroenfoque de acuerdo

a Pearce et af., 1972, con anfolitos de rango de pH 4-6 y 5-8.

El citodo (reservorio superior) se sumergié en una solucibn
de NaOH 0,02 M y el anodo (reservorio inferior) en H,S0, 0,2%
(Mancilla, 1980). Cada gel se carg6 con concentraciones no
mayores de 200 pg de proteina y un volumen no superior a los
200 pl. Se aplicaron 300 voltios durante 2 horas, tiempo ne-
cesario para obtener una corriente constante. La medici6n de
pH de los geles se hizo con un electrodo de superficie y se
efectud a la misma temperatura a la cual se realiz6 el isoe-
lectroenfoque, ademds se tuvo el cuidado de medir rédpidamente
el pH, para evitar la carbonataci6n del gel. Después de medi
do el pH y la longitud del gel, se procedi6 a revelar las ban
das por actividad enzimdtica seglin la metodologia anteriormen
te descrita, para luego volver a medir su longitud total.
Cuando el gel aumentaba en longitud, éste se refrigeraba

hasta llegar a su tamano inicial.




3. RESULTADOS

3.1 Estudio del cariotipo

En ambas especies de Araucasria los cromosomas son muy
largos. Los tratamientos por hydroxiquinolina o colchicina,
acortan los cromosomas alrededor de 1/3 de su longitud real.

Ambas especies de Araucaria poseen 13 pares de cromoso-
mas hom6logos. La Figura 1A muestra un aplastado de cromoso-
mas mit6ticos de A. araucana y la Figura 1B muestra el aplas
tado de cromosomas mit6ticos obtenidos de A. angustijfolia. No
se observaron diferencias significativas en relacién al ntme-
ro y tamano de los cromosomas pero si se observs diferencias
notorias a nivel de las constricciones secundarias, ya gue en
A. anraucana est8&n presentes solamente en el par de cromosomas
N°1l, mientras que en la A. angustifolia estldn presentes ade-
mds, en el par de cromosomas N°8. (Figura 1A y 1B)., Los
idiogramas (Fig. 2) definen al cromosoma con la constriccibn
intercalar como par cromosfémico 1 y es una ordenacidén decre-
ciente de los cromosomas de acuerdo a la longitud de ellos.

El par metacéntrico N°1l posee una larga constriccidn in
tercalar en el brazo mds corto, tanto en A. araucana como

A. angustifolia. E1 cariotipo de A. angustifolia, ademis

20
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estd caracterizado por una constricci6én subterminal, dando ori
gen a un satélite terminal de un par de cromosomas que han si
do denotados como par N°8. El satélite estd ausente en A. a-
raucana (Figura 1A y 1B). En la Figura N°3 se muestra la reac
cién positiva de la constriccibén intercalar a la tincibn de
plata amoniacal de A. angustigofia en el par de cromosomnas

N°1. La constriccibn se tifie igualmente en A. araucana.

3.2 Obtencidn del extracto enzimatico

3.2.1 Efecto de la temperatura en las proteinas totales

En la Fig. 4 se muestra el patrdn electroforético de las
proteinas totales, tefiidas con azul de Coomassie G250, de los
extractos crudos de embridén de A. araucana. Se observa que
el extracto de embri6n, calentado a 70°C, muestra un nfmero
menor de bandas de proteinas que el correspondiente extracto
no calentado. La actividad especifica de los extractos calen
tados fue aproximadamente 6 veces mayor que la de los extrac-
tos no calentados. Los extractos calentados fueron utiliza-
dos como fuente de enzima en todos los experimentos realiza-
dos. Resultados similares fueron obtenidos para extractos de
gametofito de A. araucana y para extractos de embridén y game-

tofito de A. angustifolia.
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FIG. 1 Microfotograffas de los cromosomas de A. araucana (Mol.) Koch
(1) y A. angustifolia (Bert.) O. Ktze (3). Las flechas cortas indican
la constriccién intercalar en ambas especies. Las flechas largas indi

can el satélite terminal en A, angustifofia. (x 2800).
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ARAUCARIA ARAUCANA

: I | ' | | l , , | I I I |

ARAUCARIA ANGUSTIFOLIA
N
Inm I | | I

FIG. 2 Idiograma de la representacidn de los

A

cromosomas de A. aiqucana

(1) y A, angustifolia (3). Los cromosomas, con la excepcién del par N°1,

son numerados en orden decreciente de acuerdo a la longitud del cromoso-

ma.
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FIG. 3 Microfotografia de los cromosomas de A. angustifolia, tefidos con

nitrato de plata amoniacal. Las flechas cortas indican la tincidn de la
constriccidn intercalar del par de cromosomas denominado como par N1,
Las flechas largas indican el satélite terminal de uno de los cromosomas

del par N°8 (x 3360).
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25¢C e

FIG. 4 Electroforesis en gel de poliacrilamida, de las proteinas tota-
les de embrién de A. araucana, tefiidas con Azul de Coomassie G250. Ex-

tracto sin calentar (25°C), calentado (70°C).
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3.2.2 Identificacidn de la actividad enzimitica como a-amil3

sica

La identificacibén de la actividad enzimdtica como de o
amilasa o PB-amilasa, se realizd a través de tres métodos,
cada uno de los cuales discrimina entre ambas enzimas porque

se utilizan caracteristicas especificas de ellas.

3.2.2.1 Termorresistencia de la actividad o -amilasa

c—amilasa es termorresistenté Y por lo tanto no hay pér
dida de actividad por preincubacibdn de extractos de esta enzi
ma a 70°C. La B-amilasa es termoldbil y por lo tanto la enzi
ma se desnaturaliza a 70°C (Reinero et af., 1983; Bilderback,
1973} .

Los resultados de la electroforesis en geles, de los ex-
tractos preincubados a 25°C y 70°C, se muestran en la Figura
5. En esta figura se observa que el extracto de embrién de
A. araucana, con cero horas de imbibicién, presentd cinco ban
das de actividad para ambos tratamientos. El mismo patrén se
obtuvo para tejido gametofitico.

Las bandas isocenzimdticas en ambos tejidos de 18, 48 vy
90 horas de imbibicidn, tampoco fueron alteradas a 70°C con

respecto al control de 25°C.



25°C 70°C

FIG. 5 Efecto de la temperatura en la actividad de las isoenzimas

de

a-amilasa. Extracto de embridn de A. araucana tratado a 25°C y 70°C.

27
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El patr6n de bandas isoenzimiticas para A. angustifolia
también se conservd en ambos tejidos en los dos tratamientos

de temperatura y a los mismos tiempos de imbibicién.

¥ + SO S
3.2.2.2 Requerimientos de Ca ¥ para la actividad a-amildsica

La termorresistencia de c-amilasa se debe a que posee
como cofactor el idn Ca++ (Fischer y Stein, 1960). La ausen
cia de Ca++ en el medio conduce a pérdida de la actividad en
zimdtica. La B-amilasa, sin embargo, tiene actividad en au-

. ++
sencia de Ca

(Koshiba y Minamikawa, 1981; French, 1960).
Los resultados obtenidos indicaron que en ausencia de
ca* no hay bandas de actividad amilolftica. La Figura 6 mues
tra las cinco bandas de actividad esperada a cero horas de im
bibicidn, para los tejidos de A. araucana en el experimento
control en que se suministr® Ca++ Yy ausencia de bandas en el
; . ++
gel experimental, sin Ca .

Resultados similares se obtuvieron para el gametifito de

A. araucana y en ambos tejidos de A. angustifolia.

3.2.2.3 Labilidad de o -amilasa a pH &dcido

La enzima o-amilasa se desnaturaliza a pH inferiores a

3,7. La B -amilasa act@a a pH &4cido y su actividad se
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]

(+)1Catt —=Ca’"

FIG. 6 Efecto del calcioc en la actividad de las isocenzimas de a-amilasa.

Extracto de embrién de A. anraucand en presencia de ca*t y en ausencia de

-
Ca .
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manifiesta a pH 3 6 inferior (Jacobsen ¢t af., 1970; French,
1960) .

Las bandas de actividad amilolitica obtenidas en geles
incubados a pH 3 yv a pH 5 (control), provenientes de extrac-
tos de embridn de A. araucana precalentados a 70°C, se mue s
tran en la Figura 7. Se observa que a pH dcido aparecen dos
bandas de actividad, mientras que en el control aparecen las
cinco bandas. Los mismo resultados se obtuvieron con gameto
fito de A. araucana.

En los tejidos de A. angusiifolia se observaron también
dos bandas de actividad amildsica a pH 3, mientras que a pH 5

se obtuvieron tres bandas.

3.3 Caracterizacidén de las isoenzimas de o-amilasa, de teji
do embrionario y gametofitico de Araucaria araucana, a

diferentes tiempos de imbibicidn de la semilla

353l Determinacién del patrdn isoenzimdtico por electrofo

resis

Con el fin de establecer diferencias y semejanzas en la
expresibn génica para las iscenzimas de o-amilasa, entre el
tejido embrionario y el gametofitico de semillas de ambas es

pecies, durante el proceso de germinacidén y desarrollo
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pHS5 pH3

FIG. 7 Efecto del pH en la actividad de las isoenzimas de o - amilasa.

Extracto de embrién de A. airaucana incubado a pH 5 y pH 3.
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temprano de la pléantula, se procedié a determinar por electro
foresis la presencia de mfiltiples formas de esta enzima.

El estudio de los cambios en los patrones iscenzim&ticos
durante el desarrollo, es importante ya que se ha observado
para A. araucana fluctuaciones definidas en la actividad ami-
lolftica durante las primeras 100 horas de imbibicidn de la
semilla (Cardemil y Reinero, 1982). Para el embridn, a cero
horas de imbibicidn, la semilla estd en un estado quiescente,
y la actividad amilolitica es baja; a las 18 horas hay un au-
mento de la actividad amilolitica total y de la actividad ami
lolitica especifica; a las 48 horas después de la germinacidn
de la semilla, la actividad es relativamente baja y a las 90
horas la actividad amilolftica estd considerablemente aumenta
da.

A continuacidén se describen los resultados obtenidos por
electroforesis del tejido embrionario y gametofitico de A, a-

naucana a diferentes tiempos de imbibicidén de las semillas.

3.3.1.1 Tiempo de imbibicién: cero horas

A este tiempo de imbibicién hay presentes en el tejido
embrionario y gametofftico, cinco formas de isoenzimas de a-
amilasa, cada una de ellas presenta una movilidad relativa

(Rm) caracteristica de 0,32; O.3%;: 0,48; 0,52y 0;61. La
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inica diferencia entre ambos tejidos de la semilla de esta
especie, es la mayor intensidad de las bandas del tejido em
brionario, lo que est& de acuerdo con la mayor actividad en
zimdtica sefialada para este tejido (Cardemil y Reinero, 1982),

Figura 8.

3.3.1.2 Tiempo de imbibicidn: 18 horas

A este tiempo de imbibicién, ambos tejidos muestran una
sola banda de actividad amilolitica como se muestra en la Fi

gura 9. La Rm para la banda es de 0,48.

3.3.1.3 Tiempo de imbibicidn: 48 horas

A las 48 horas después del comienzo de la imbibicidén, la
separacidn de las isoenzimas de g -amilasa por carga y peso mo
lecular, revela por primera vez diferencias entre el patrdn
de las isoenzimas en ambos tejidos. El tejido embrionario pre
senta cuatro isoenzimas (Figura 10). El tejido gametofitico pre
senta también cuatro isoenzimas,tres de ellas estdn presentes
en el tejido embrionario. Las Rm para las bandas del tejido
embrionario son 0,37; 0,48; 0,52 0,58 y para el tejido game-

tofitico son 0,52; 0,58 y 0,61.
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-—0.32 —
4—'.37—"

0. 48 —
-—0.52 —

~—0.61 —

FIG. 8 Patrdn electroforético de las isocenzimas de o -amilasa en A. arau
cana a cero horas de embibicidn. Extractos de tejido embrionario (1) vy

tejido gametofitico (2). Los nlimeros sefialados en las bandas indican la

Rm.
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18h

=048 —

FIG. 9 Patrdén electroforético de las isoenzimas de o-amilasa de A. a-
haucana a 18 hr de imbibicidén. Extractos de tejido embrionario (1) y

tejido gametofitico (2). El nfimero sefalado en la banda indica la Em.
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' 48h

«—0.48

«—0.52 —

«—0.58 —
0.61 —

Fig. 10 Patrdn electroforético de las isoenzimas de o - amilasa de A.
araueana a 48 hr de imbibicidn. Extractos de tejido embrionario (1)
y tejido gametofitico (2). Los nimeros sefalados en las bandas indican

la Rm.
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3.3.1.4 Tiempo de imbibicidn: 90 horas

Después de 90 horas de imbibicibén de la semilla, hay di
ferencias marcadas en el patrén de migracién de las isoenzi
mas entre el tejido embrionario y el tejido gametofitico. E1
tejido embrionario presenta cuatro isoenzimas de Rm 0,37; 0,48;
0,52 y 0,61; mientras que el tejido gametofitico presenta dos
isoenzimas con una Rm 0,52 y 0,58 (Figura 11). La isoenzima

con Rm 0,52 estd presente en ambos tejidos.

3.3.2 Determinacidén del patrdén isocenzimdtico por isoelectro

enfoque

Debido a las diferencias anteriormente sehaladas en rela
cidén a los patrones isoenziméticos obtenidos por electrofore-
sis, se procedid a caracterizar estas diferencias, por medio
de iscelectroenfoque, gue separa las protefnas en base a su

punto isoeléctrico (pI).

A continuacidn se describen los resultados obtenidos en
el tejido embrionario y gametofitico por isocelectroenfoque a

diferentes tiempos de imbibicién.
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90h

- 0.37

- 0,48

e e B i
0.58 —

- 0.61

FIG. 11 Patrdn electroforético de las isocenzimas de a- amilasa de A. a-

haucana a 90 hr. de imbibicidén.
Los nlmeros senalados en las bandas indican la

Extractos de tejido embrionario (1) vy

tejido gametofitico (2).

Rm.
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3.3.2.1 Tiempo de imbibicidn: cero horas

A este tiempo de imbibicién de las semillas de A. axrau-
cana, se encontraron cinco formas isoenzimiticas de aw-amila-
sa, tanto en tejido embrionario como en tejido gametofitico,
con los siguientes puntos isoeléctricos: 5,80; 5,40; 5,00;
4,90 v 4,80 (Figura 12). Igual que por electroforesis, no se
encontraron diferencias en el patrén isoenzimdtico de ambos

tejidos.

3.3.2.2 Tiempo de imbibicidn: 18 horas

A este tiempo de imbibicibdn de las semillas de A. arau-
cana, se encontraron las mismas formas isoenzimdticas de a-
amilasa en ambos tejidos, con los siguientes puntos isoeléc-
tricos: 5,90 y5,80 (Figura 13). Sin embargo, por electrofo-
resis s6lo se presenta una forma isoenzimdtica igual para am

bos tejidos.

3.3.2.3 Tiempo de imbibicidn: 48 horas

A este tiempo de imbibicidn de las semillas de A. arau-

cana, se encontraron cuatro formas isoenzimidticas en tejido
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FIG. 12 Patrdn de las isoenzimas de c-amilasa de A. araucana, a cero ho-
ra de imbibicidén, obtenido por isoelectroenfoque. Extractos de tejido

embrionario (2) y tejido gametofitico (2). Los nimeros sehaladas en las

bandas indican el pI.
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18h

_‘.5.90 -

—.5.80 —

FIG. 13 Patrdn de las isoenzimas de o- amilasa de A, araucana, a 18 hr
de imbibicidn, obtenido por isoelectroenfoque. Extractos de tejido em-
brionario (1) y tejido gametofitico (2). Los nilmeros sehalados en las

bandas indican el pI.
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embrionario y gametofftico con los siguientes puntos isoeléc
tricos: 5,80; 5,00; 4,90 y 4,80 (Figura 14). A diferencia
del patrén electroforético,en donde hay diferencias entre am

bos tejidos.

3.3.2.4 Tiempo de imbibicidn: 90 horas

A este tiempo de imbibicién de las semillas de A. arau-
cana, entre ambos tejidos se observan diferencias en el pa-
tr6n isoenzimitico, obtenido por isoelectroenfoque. El teji
do embrionario presenta tres formas de isoenzimas de a-amila
sa bien definidas con pI de 5,80;5,40y 5,30; ademds de dos
formas isoenzim&ticas con un pI de 6,00 y 6,40, difficiles de
definir por ser bandas con poca actividad. En el ‘tejido ga-
metofitico s6lo hay presentes a este tiempo de imbibicidn dos
isoenzimas con pI de 5,30 y 5,10, una de ellas, la de pI 5,10
estd presente en el tejido embrionario (Figura 15). Estos re
sultados confirman las diferencias obtenidas por electrofore-
sis para ambos tejidos, donde el embridn presenta cuatro iso

enzimas y el gametofito solamente dos isocenzimas.
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=500 —»

-+— 5,00 —
-—4.90 —
- 4.80 —

FIG. 14 Patrdn de las isoenzimas de o-amilasa de A, araucana, a 48 hr
de imbibicidn, obtenido por iscelectroenfoque. Extracto de tejido em-
brionario (1) y de tejido gametofitico (2). Los nimeros sefialados en las

bandas indican el pI.
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FIG. 15 Patrdén de las isoenzimas de o-amilasa de A. axraucana a 90 hr
de imbibicidn, obtenido por isoelectroenfoque. Extractos de tejido em-
brionario (1) y de tejido gametofitico (2). Los nimeros sefialadas en

las bandas indican el pI.
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3.4 Comparacidén del patrdn de las isoenzimas de a-amilasa,
obtenido a diferentes tiempos de imbibicidn de la semi-

lla de Araucarnia araucana

3.4.1 Patrdn isoenzimdtico obtenido por electroforesis

3.4.1.1 Tejido embrionario

Segln el desarrollo de la semilla, se presentan en el te
jido embrionario diferentes patrones isoenzimédticos caracte-
risticos. Si observamos la Figura 16, a cero horas de imbibi
cidén de las semillas hay presentes cinco isoenzimas. De las
isoenzimas presentes a tiempo cero de imbibicidn solamente u-
na isocenzima, de Rm 0,48, estd presente a las 18 horas. A
las 48 horas hay presentes cuatro isocenzimas, tres de las cua
les también estdn presentes a tiempo cero; la de Rm 0,58 apa-
rece por primera vez. Después de 90 horas de imbibicidn el
patrén electroforético que aparece es similar al de cero ho-

ras, a excepcidn de la banda con Rm 0,32. La fGnica banda pre

sente a todos los tiempos es la banda de Rm 0,48.




0.32
0.37
0.48 0.
0.52
0.61

0h 18 h

0.37

0.48
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0.3

0.48

0.52

0.61

§0h

FIG. 16 Cuadro comparativo de los cambios en el patrdn electroforético

de las isoenzimas de o- amilasa para el tejido embrionario de A. arauca

na, a diferentes tiempos de imbibicidén de las semillas: cero hr , 18

hr , 48 hr. y 90 horas.
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3.4.1.2 Tejido gametofitico

El patrén electroforético de las isoenzimas de o-amilasa
en el tejido gametofitico cambia tambi&n con los tiempos de
imbibicidn. En la Figura 17, se observa que a tiempo cero,
antes del comienzo de la imbibicidén hay presentes cinco isoen-
zimas; cuatro isoenzimas desaparecen a las 18 hr , para quedar
solo la banda de Rm 0,48. A las 48 hr wvuelven a aparecer las
isoenzimas, de Rm 0,52 y 0,61, gue se encontraban a las cero
hr y se presentan dos nuevas bandas de Rm 0,37 y 0,58. A las
90 hr de imbibicibén, hay dos bandas con Rm de 0,52 y 0,58.
Este patrén electroforético es diferente al que se presenta a

cero hr , ya que solamente hay una banda en comGn, la de Rm

0, 5% .

3.4.2 Patrdn isocenzimdtico obtenido por isoelectroenfoque

3.4.2.1 Tejido embrionario

‘Al observar distintos tiempos de imbibicién en la germina
cién de la semilla de A.araucana,se encuentran diferentes patro
nes isoenzimdticos. A cero hr hay presentes cinco isoenzimas
con pI 5,80; 5,40; 5,00; 4,90y 4,80. A las 18 hr hay solamen-

te dos isoenzimas presentes con pI 5,90 y 5,80. A las 48
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0.32
0.3
0.48 0.
0.52 0.52
0.58
0.6l
Oh 18 h 48h 90h

FIG. 17 Cuadro comparativo de los cambios en el patrdn electroforético
de las isoenzimas de o-amilasa para el tejido gametofitico de A. aiau-
cana, a diferentes tiempos de imbibicidn de las semillas: cero hr , 18

hr , 48 hr vy 90 horas.
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horas se encuentran también las cuatro isoenzimas presentes

a cero horas de imbibicibn, a excepcidén de una con pI de 5,40.
A las 90 horas hay presentes tres isocenzimas con pI de 5,80;
5,40 y 5,30; la banda con punto isoeléctrico de 5,30 aparece
por primera vez, a este tiempo de imbibicién. La banda .de
punto isoeléctrico 5,8 estd presente en todos los tiempos de

imbibicién estudiados (Figura 18).
3.4.2.2 Tejido gametofitico

A diferentes tiempos de imbibicidn de la semilla, hay
cambios respecto al patrén isocenzimdtico del tejido gametofi
tico. Se observa que a cero horas hay presentes 5 isoenzimas
con pI de 5,80; 5,40; 5,00; 4,90 yv 4,80. A las 18 horas hay
presentes solo dos isoenzimas con pI de 5,90 y 5,80. A las 48
horas se repite el patrdn de cero horas, a excepcién de una
isoenzima con punto isoeléctrico de 5,40. A las 90 horas hay
presentes dos nuevas isoenzimas de o —amilasa con pI de 5,30
y 5,10 gque no estuvieron presentes a ninglin otro tiempo de

imbibicibén (Figura 19).

3.5 Caracterizacidén de las isoenzimas de o-amilasa, de teji
do embrionario y gametofitico de Araucanadla angustifoldia

a diferentes tiempos de imbibicidn de la semilla
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6 .40
.00
5.90
5. 80 5.80 5.80 5 .80
5. 40 5.40
5.30
5.00 5.00
4.90 4.90
4.80 4.80
Oh 18h 48h 90h

FIG. 18 Cuadro comparativo de los cambios en el patrdn, obtenido por iso
electroenfoque, de las isoenzimas de c-amilasa para el tejido embrionario
de A, araucana, a diferentes tiempos de imbibicién de las semillas: cero

hr , 18 hr , 48 hr y 90 horas.
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& B0

Oh 18h 48h 80h

FIG. 19 Cuadro comparativo de los cambios en el patrdn, obtenidos por
isoelectroenfoque, de las isocenzimas de o-amilasa para el tejido game-
tofitico de A. araucana, a diferentes tiempos de imbibicién de las semi

llas: cero hr , 18 hr , 48 hr y 90 horas.
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3.5.1 Determinacidn del patrdon iscenzimldtico por electrofore

sis

Por ser A. angustigfclia la otra Ginica especie de Arauca-
nia de Sud-América, es interesante estudiar el patrén isoenzi
mé&tico de la o- amilasa durante el proceso germinativo de la

semilla, efectuando los mismos tiempos de imbibicidén gue para

los estudios de A. araucana.

3.5.1.1 Tiempo de imbibicidn: cero horas

A este tiempo de imbibicibén hay presentes en el tejido
embrionario y gametofitico, tres formas de isoenzimas de o -
amilasa, cada una de ellas presenta una movilidad relativa

(Rm) caracterfstica de: 0,26; 0,42 y 0,48. Los resultados

se muestran en la Figura 20.

3.5.1.2 Tiempo de imbibicidén: 18 horas

A este tiempo de imbibicién hay presentes en ambos te-
jidos una sola banda de actividad amilolitica, como se mues

tra en la Figura 21. La Rm para la banda es de 0,42.
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FIG. 20 Patrdn electroforético de las isoenzimas de p-amilasa en A. an
gustifolia a cero hr de imbibicidn. Extractos de tejido embrionario (3)

y tejido gametofitico (4). Los nimeros sefialados en las bandas indican

la Rm.
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18h

-— 042

FIG. 21 Patrén electroforético de las isoenzimas de a- amilasa en A. an
gustifolia, a 18 hr de imbibicidn. Extractos de tejido embrionario (3)
y tejido gametofitico (4). Los nlimeros sefialados en las bandas indican

la Rm.
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3.5.1.3 Tiempo de imbibicidén: 48 horas

A este tiempo de imbibici6n hay presentes en tejido em-
brionario y tejido gametofitico tres formas de isoenzimas de
« —amilasa; cada una de ellas con una Rm caracteristica de:
0,26; 0,42 y 0,48 (Figura 22). La finica diferencia entre am
bos tejidos de la semilla de esta especie, es la mayor inten
sidad de las bandas con Rm 0,26 y 0,48 del tejido embrionario

con respecto al tejido gametofitico.

3.5.1.4 Tiempo de imbibiecidén: 90 horas

A este tiempo de imbibicifn hay presentes tres isoenzi-
mas con Rm 0,28; 0,42 y 0,48 para tejido embrionario. En el
tejido gametofitico hay presentes solamente dos isoenzimas

con Rm 0,42 y 0,48. Estos resultados se muestran en la Figu

Fa. 23.

3.5.2 Determinacidn del patrdn isoenzimdtico por iscelectro-

enfoque

Con el fin de caracterizar mejor los patrones isoenzimd

ticos obtenidos por electroforesis a distintos tiempo de
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48h

-— 0.26 .

v 0. 42 .
o 0. 48 _.

FIG. 22 Patrdon electroforético de las isoenzimas de a-amilasa en A. an
gustifolia, a 48 hr de imbibicidn. Extractos de tejido embrionario (3)

y tejido gametofitico (4). Los nimeros sefialados en las bandas indican

la Rm.
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90 h

-—0.28

4——0.42 e

3 4

FIG. 23 Patrdn electroforético de las isoenzimas de o- amilasa en A. an

gustifolia, a 90 hr de imbibicién. Extractos de tejido embrionario (3)

y tejido gametofitico (4). Los nimeros sefialados en las bandas indican

- la Rm.
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imbibicibn, extracto de ambos tejidos de semillas de tiempos
de imbibicidén de cero, 18, 48 y 90 horas, fueron investigados
por isoelectroenfoque en geles de poliacrilamida. En esta
forma se podria confirmar las diferencias y similitudes en
las isoenzimas encontradas por electroforesis.

A continuacién, se describen los resultados obtenidos en
tejido embrionario y gametofitico por isoelectroenfoque a di-

ferentes tiempos de imbibicién.

3.5.2.1 Tiempo de imbibicidén: cero horas

A este tiempo de imbibicifn de las semillas de A. angus-
tifolia se encontraron cinco formas isoenzimdticas de a -ami
lasa en tejido embrionario. En el tejido gametofitico, en
cambio, se presentan seis isoenzimas. En ambos tejidos estéan
presentes cinco formas isoenzimiticas con los siguientes pl:
5,80; 5,40; 5,30; 5,00 y 4,80. Para el tejido gametofftico
estéd presente ademéds la banda con pI 4,90 (Figura 24), mien-

tras que por electroforesis no se encuentran diferencias en-

tre ambos tejidos.




59

Oh

— 5.80--
— 540-— .

' — 5.30-—
- —-5.00-—
4.90.—
| —~4.80—

FIG. 24 Patrdn de las isoenzimas de o-amilasa de A. angustifolia, a ce
ro hi de imbibicidn, obtenido por isoelectroenfoque. Extractos de te-
jido embrionario (3) y tejido gametofitico (4). Los nlmeros sefalados

en las bandas indican el pI.
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3.5.2.2 Tiempo de imbibicidn: 18 horas

A las 18 horas de imbibicidn el tejido embrionario de
A. angustifolia presenta una isoenzima con un pI de 6,05
mientras que el tejido gametofitico presenta dos isoenzimas
con un pI de 6,15 y 6,05. La iscenzima de pI 6,05 estd pre-
sente en ambos tejidos (Figura 25). Por electrbforesis apa-
rece una sola banda de actividad en ambos tejidos con la mis

ma Rm.

3.5.2.3 Tiempo de imbibicidn: 48 horas

A este tiempo de imbibicidn de las semillas de A. angus
tifolia, se encontraron en tejido embrionario y tejido game-
tofitico tres formas isoenzimdticas comunes en los dos teji-
dos, con los siguientes puntos isoeléctricos: 5,40; 5,30 vy
5,00. También se encontrd una-diferencia entre ambos tejidos
ya que solamente en el tejido embrionario estd presente la

banda de pI 4,80 (Figura 26).

3,5,2,4 Tiempo de imbibicidn; 90 horas

A las 90 horas después del comienzo de imbibicidén de las

semillas de A. angusiigoldia, se observaron diferencias en el
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18 h

6.15 —
—~ 605 —

FIG., 25 Patrdn de las isoenzimas de a-amilasa de A. angustifolia, a 18
hr de imbibicidn obtenidos por isoelectroenfoque. Extractos de tejido
embrionario (3) y tejido gametofitico (4). Los nimeros sefalados en las

bandas indican el pI.
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48 h

—» 540 -—

FIG. 26 Patrdn de las isoenzimas de o- amilasa de A. angustifolia, a 48
hr de imbibicién, obtenido por isocelectroenfoque. Extractos de tejido
embrionario (3) v tejido gametofitico (4). Los nUmeros sefalados en las

bandas indican el pI.
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patrdn isoenzimdtico en ambos tejidos. El tejido embrionario
presenta cuatro formas isoenzimdticas con pI de 5,40; 5730z

5,00 y 4,80. EIl tejido gametofitico presenta a este tiempo
de imbibicidn tres isoenzimas con pI de 5,40; 5,30 y 5,00 en
tejido gametofitico (Figura 27). Se observa también diferen

cia en la actividad de las diferentes formas isoenzimaticas.

3.6 Comparacidn del patrdn de las isoenzimas de a-amilasa ob
tenido a diferentes tiempos de imbibicién de la semilla

de Araucanria angustifolia

3.6.1 Patrén isocenzimltico obtenido por electroforesis

3.6.1.1 Tejido embrionario

Segln el grado de desarrollo del proceso de germinacién,
presenta diferentes isoenzimas, que son caracteristicas para
los tiempos de imbibicién escogidos.

En la Figura 28 se observan tres isoenzimas a tiempo ce
ro de imbibicidn de la semilla. De las isoenzimas presentes
a tiempo cero, solamente una con Rm 0,42 est4 presente a las
18 horas. A las 48 horas reaparecen las tres isoenzimas pre
sentes a tiempo cero. Solo después de 90 horas de imbibicién

aparece por primera vez una isoenzima con Rm 0,28 no
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FIG. 27 Patrxdn de las isoenzimas de a- amilasa de A. angustifofia, a 90
hr de imbibicidn, obtenido por isoelectroenfoque. Extractos de tejido
embrionario (3) y tejido gametofitico (4). Los niimeros sefialados en las

bandas indican el pI.
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presente anteriormente, la que reemplazarfa a la isoenzima

con Rm 0,26. La finica banda presente en todos los tiempos

de imbibicidn estudiados es la banda de Rm 0,42.

3.6.1.2 Tejido gametofitico

El patrdn electroforético de las isoenzimas de o-amila
sa en el tejido gametofitico cambia con los tiempos de imbi-
bicidén igual que en el tejido embrionario. A tiempo cero, an
tes del comienzo de la imbibicibén, hay presentes tres isoenzi
mas con Rm 0,26; 0,42 v 0,48. A las 18 horas, estd presente
solo la banda con Rm 0,42. A las 48 horas vuelven a aparecer
las tres isoenzimas que se encontraban a las cero horas. A
las 90 horas de imbibicidn solamente se presentan las dos iso
enzimas, con Rm 0,42 y 0,48, gue aparecieron a cero horas (Fi

gura 29). La finica banda presente en todos los tiempos de im

bibicidén estudiados es la banda de Rm 0,42.

3.6.2 Patrdén iscenzimdtico obtenido por isoelectroenfoque

3.6.2.1 Tejido embrionario

En la Figura 30 se muestra un cuadro comparativo del
patr6n isoenzimdtico obtenido por isoelectroenfoque para el

tejido embrionario de la semilla de A. angustifolia a
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0.26 026
028
042 042 042 042
ue 048 048
Oh 18h 48h 90 h

FIG. 28 Cuadro comparativo de los cambios en el patrdn electroforético
de las isoenzimas de o-amilasa para el tejido embrionario de A. angus-
tigolia, a diferentes tiempos de imbibicién de las semillas: cero hr ,

18 hr , 48 hr y 90 horas.
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0.26 0.26
0. 42 0.42 0.42 0.42
0.48 0.48 0.48

0h 18h 48h 90h

FIG. 29 Cuadro comparativo de los cambios en el patrdn electroforético
de las iscenzimas de a-amilasa para el tejido gametofitico de A. angus
tigolia a diferentes tiempos de imbibicién de las semillas: cero hr

r

18 hr ., 48 hr y 90 horas.
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diferentes tiempos de imbibicién. A cero horas se observa-
ron cinco isoenzimas con un pI de: 5,80; 5,40; 5,30; 5,00 y
4,80. A las 18 horas hay solamente una isoenzima de pI 6,05
no presente a tiempo cero. A las 48 horas se encontraron
presentes cuatro isoenzimas con pI de 5,40; 5,30; 5,00 y 4,80
que se encontraban también a cero horas. A las 90 horas hay
cuatro iscenzimas presentes de pI 5,40; 5,36; 5,00 y 4,80 que
se encontraron también en los tiempos cero y 48 horas de imbi

bicibn.

3.6.2.2 Tejido gametofitico

La Figura 31 muestra un cuadro comparativo de las isoen
zimas de a-amilasa, observadas por isoelectroenfoque para
el tejido gametofitico, a diferentes tiempos de imbibicién de
la semilla de A. angustdifoldia. A las cero horas hay presen-
tes seis isoenzimas de pI 5,80; 5,40; 5,30; 5,00; 4,90; 4,80.
A las 18 horas aparecen solo dos isoenzimas con pI de 6,15 y
6,05, no presentes a tiempo cero. A las 48 horas reaparecen
tres isoenzimas con pI de 5,40; 5,30 y 5,00 que estaban pre-
sentes a cero horas. A las 90 horas se mantienen las tres

isoenzimas que estaban presentes a las 48 horas.
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6.05
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5.40 5.40
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5.00 5.00
4.80 4.80
Oh 18h 48h 90h

FIG. 30 Cuadro comparativo de los cambios en el patrdn, obtenido por iso
electroenfoque, de las isocenzimas de «a-amilasa para el tejido embriona-
rio de A. angustifolia, a diferentes tiempos de imbibicién de las semi-

llas: cero hr , 18 hr , 48 hr. y 90 horas.
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FIG. 31 Cuadro comparativo de los cambios en el patrdn, obtenido por

isoelectroenfoque, de las isoenzimas de o- amilasa para el tejido ga-

metofitico de A. angustifolia, a diferentes tiempos de imbibicidn de

las semillas: cero hr. , 18 hx , 48 hxr. ¥ 90 horas.
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3.7 Comparacién de los patrones isoenzimiticos de o-amila-
sa en los tejidos de A. araucana y A. angustifolia, a

diferentes tiempos de imbibicién de la semilla

3.7.1 Patrdn obtenido por electroforesis

3.7.1.1 Tejido embricnario

3.7.1.1.1 Tiempo de imbibicidn: cero horas

A este tiempo de imbibici6n hay presentes en tejido em-
brionario de A. araucana cinco formas de isoenzimas de o = ami
lasa, cada una de ellas presenta una Rm caracterfstica de:
0,32; 0,37; 0,48; 0,52 y 0,61 (Figura 32-1). En el tejido em
brionario de A. angustifolia hay presentes tres formas de iso
enzimas con las siguientes Rm: 0,26; 0,42 y 0,48 (Figura 32-3)
De las cinco bandas que aparecen en A. aiaucana solamente la de

Rm 0,48 se presenta también en A. angustifolia.

3.7.1.1.2 Tiempo de imbibicidén: 18 horas

A este tiempo de imbibicibn el tejido embrionario en am
bas especies muestra una sola banda de actividad amilolitica,

pero con Rm diferentes. En A. araucana la Rm es de 0,48 y en
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A. angustifolia es de 0,42, tal como se muestra en la Figura

32

3.7.1.1.3 Tiempo de imbibicién: 48 horas

A este tiempo de imbibicibén hay presentes cuatro formas
isoenzimiticas en el tejido embrionario de A. aiaucana con u
na Rm caracteristica de 0,37; 0,48; 0,52 y 0,58. En A. angus
tifolia hay presentes tres formas isoenzimiticas con una Rm
de: 0,26; 0,42 y 0,48. La finica forma isoenzim&tica en comfn
para tejido embrionario de ambas especies es la de Rm 0,48

(Figura 32).

3.7.1.1.4 Tiempo de imbibicidén: 90 horas

A este tiempo de imbibicién de la semilla se presentan
diferencias marcadas en el patrfn de migracidén electroforéti
co de las isoenzimas de a - amilasa en el tejido embrionario,
entre las dos especies. En A. araucana aparecen cuatro iso-
enzimas de Rm: 0,37; 0,48; 0,52 y 0,61, mientras que en A,
angustiLfolia se presentan Gnicamente tres isoenzimas con Rm
de: 0,28; 0,42 y 0,48. Nuevamente la banda de Rm 0,48 est&

presente en ambas Araucairias.
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Oh 18h 48h 90h
0.2 1.26
0.28
I
Yo 3
). 37 0.3
i 0.4 ). 42 0. 4: 0.42
0.4 0. 4 0.48 0.48 0.4 0.48 0.48
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FEG. 32 Cuadros comparativos de los cambios en el patrdn electroforéti
co de las isoenzimas de a-amilasa para el tejido embrionario de A. ahau
cana (1) y de A, angustifofia (3), a diferentes tiempos de imbibicién de

las semillas: cero hr , 18 hr , 48 hr y 90 horas.
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3.7.1.2 Tejido gametofitico

3.7.1.2.1 Tiempo de imbibicidn: cero horas

A este tiempo de imbibicidn el tejido gametofitico de
A. araucana presenta cinco formas isoenzimdticas con Rm de
0,32; 0,37; 0,48; 0,52 y 0,61 (Figura 33-2). En el tejido
gametofitico de A. angustifofia hay presentes tres fFormas
isoenzimlticas con Rm de 0,26; 0,42 y 0,48 (Figura 33 4). La

Ginica isoenzima com@in entre ambas especies es la de Rm 0,48.

3.7.1.2.2 Tiempo de imbibicidén: 18 horas

El tejido gametofitico en ambas especies, presenta una
sola banda de actividad amilolitica, pero de distinta Rm.
En A, ahraucana presenta una Rm de 0,48 (Figura 33-2) y en

A. angustifolia una Rm de 0,42 (Figura 33-4).

3.7.1.2.3 Tiempo de imbibicidén: 48 horas

La Figura 33 muestra gue hay diferencias marcadas en

el patrén de migracidn electroforética entre las dos espe-

cies de Araucaiia, ya que a este tiempo de imbibicién hay
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presentes cuatro formas isoenzimaficas en el tejido gametofi
tico de A. araucana con una Rm caracterfstica de:0,37;0,52;0,58
y 0,61 (2) y en el tejido gametofitico de A. angustifolia hay
presentes tres formas isoenzimdticas con una Rm de: 0,26;

0,42 y 0,48 (4).

3.7.1.2.4 Tiempo de imbibicidn: 90 horas

La Figura 33 muestra que a este tiempo de imbibicién de
las semillas, también hay diferencias en la migracidn de las
isoenzimas de o —amilasa, ya que en el tejido gametofitico de
A. anaucana hay presentes dos formas isoenzimdticas con una
Rm caracteristica de: 0,52 y 0,58 (2) y en el tejido gametofl

tico de A. angustifolia hay presentes dos formas isoenziméti-

cas con una Rm de 0,42 y 0,48 (4).

3.7.2 Patrdn obtenido por isocelectroenfoque

B Ti2 X Tejido embrionario
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Oh 18h 48h 90h
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FIG. 33 Cuadros comparativos de los cambios en el patrén electroforético
de las isoenzimas de a-amilasa, para el tejido gametofitico de A. arauca
na (2) y A, angustifolia (4), a los diferentes tiempos de imbibicidn de

las semillas: cero hr. , 18 hxr. , 48 hr. y 90 horas.
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3.7.2.1.1 Tiempo de imbibicién: cero horas

A este tiempo de imbibicién se encontraron cinco formas
isoenzimdticas de o-amilasa en tejido embrionario de A. arau
cana con los siguientes puntos isoeléctricos: 5,80; 5,40:5,00;
4,90 y 4,80 (Figura 34-1).En el tejido embrionario de A. angusti
foli{a se encontraron también cinco formas isoeniiméticas con
los siguientes puntos isoeléctricos: 5,80; 5,40; 5,30; 5,00;
y 4,80 (Figura 34 -3).

Entre ambas especies hay cuatro isoenzimas con puntos iso
eléctricos comunes y solamente una forma isoenzimitica con un

plI diferente.

3.7.2.1.2 Tiempo de imbibicion: 18 horas

En el tejido embrionario de A. araucana hay presentes dos
formas isoenzimdticas a este tiempo de imbibicibén, con los si
guientes pI 5,90 y 5,80 (Figura 34-1). Sin embargo, en A. an-
gustigfolia el tejido embrionario presenta una sola forma iso-

enzimdtica con un pI de 6,05 (Figura 34-3).
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3.7.2.1.3 Tiempo de imbibiciédn: 48 horas

A este tiempo de imbibicién hay presentes en el tejido
embrionario de A. ahraucana cuatro formas isocenzimdticas con
los siguientes pI: 5,80; 5,00; 4,90 y 4,80 (Figura 34-1). E1
tejido embrionario de A. angustifolia presenta tambié&n cua-
tro formas isoenzimdticas con los siguientes pI: 5,40; 5, 30;
5,00 y 4,80 (Figura 34-3). Ambas especies presentan dos iso

enzimas en el tejido embrionario con un pI comfGn.

3.7.2.1.4 Tiempo de imbibicidn: 90 horas

A este tiempo de imbibicién hay presentes cinco isoen-
zimas en el tejido embrionario de A. araucana con un pI de:
6,40; 6,00; 5,80; 5,40 y 5,30 (Figura 34-1) v en el tejido em
brionario de A. angustifofia cuatro isoenzimas con el siguien
te pI: 5,40; 5,30; 5,00 y 4,80 (Figura 34 -3). Las isoenzimas
con pI 5,40 y 5,30 esté&n presentes en el tejido embrionario
de ambas especies. El tejido embrionario de ambas especies
presenta también dos isoenzimas con el mismo punto isoeléctri

Co.
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FIG. 34 Cuadros comparativos de los cambios én el patrén de las isoenzi-

mas de o-amilasa, obtenidos por isoelectroenfoque, para el tejido embrio
nario de A. araucana (1) y A. angustifofia (3), a los diferentes tiempos

de imbibicidn de las semillas: cero hr + 18 hr. , 48 hr vy 90 horas.
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3.7.2.2 Tejido gametofitico

3.7.2.2.1 Tiempo de imbibicidn: cero horas

A este tiempo de imbibicién el tejido gametoffitico de
A. araucana presenta cinco formas isoenzimiticas con un pI
de: 5,80; 5,40; 5,00; 4,90 y 4,80 (Figura 35-=2). En el el
do gametofftico de A. angustifolia se presentan seis formas
iscenzimiticas (Figura 35-4), de las cuales cinco formas son
comunes en A. ataucana y una forma que se encuentra solamen

te en el tejido gametofftico de A, angustigqolia, la forma

de pI 5,30.

3.7.2.2.2 Tiempo de imbibicién: 18 horas

A este tiempo de imbibicidn se presentan dos formas iso
enzimdticas en ambas especies, pero con diferentes puntos i-
soeléctricos. El tejido gametofitico de A. araucana presen-
ta dos formas isoenzim&ticas con un pI: 5,90 y 5,80 (Figura
35-2); mientras que en tejido gametofitico de A. angustlifolia
las dos formas isoenzimiticas Presentan un pIl de: 6,15 ¥

6,05 (Figura 35-4).
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3.7.2.2.3 Tiempo de imbibicidén: 48 horas

A este tiempo de imbibicién en el tejido gametofitico

de A. araucana hay presentes cuatro formas isoenzimdticas

con los siguientes pI: 5,80; 5,00; 4,90 y 4,80 (Figura 35-2).

El tejido gametofftico de A. angustifolia presenta tres for
mas 1lsoenzimédticas con pI de: 5,40; 5,30 y 5,00 entre ambas
especies (Figura 35-4) hay solo una forma isoenzimitica en

comin con un pI de 5,00.

3.7.2.2.4 Tiempo de imbibicidn: 90 horas

A este tiempo de imbibicibn en el tejido embrionario de
A. araucana hay presentes dos formas isoenzimdticas con pI
de 5,30 y 5,10 (Figura 35-2), mientras que en el tejido game-
tofitico de A. angustifolia hay presentes tres formas isoen-
zimdticas con un pI de: 5,40, 5,30 y 5,00 (Figura 35-4). La

forma iscenzimdtica de 5,30 es comfin a ambas especies.
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Oh 18h 48h S0h
6.15
6.05
5.90)
5. 80| 5 5. 80 5.8(
5.4 5. 4l 5.40 5.40
5. 30| 5.30 5.3 5.30
5.0 5.00 0 00 Jal 5.00
4.9 4.90 4,90
4.8 4.80 4.80
2 4 2 4 2 4 2 4

FIG. 35 Cuadros comparativos de los cambios en el patrdn de las isoenzi
mas de a-amilasa, obtenidos por isoelectroenfoque, para el tejido game-
tofitico de A. anraucana (2) y A. angustigolia (4), a los diferentes tiem

pos de imbibicidn de las semillas: cero hr , 18 hx., 48 hr . y 90 horas.




DISCUSION

En esta tesis, es la primera vez que se informa un estu-
dio comparativo del cariotipo de ambas especies de Araucandla
de Sud-América. En algunos trabajos se ha descrito el nGme-
ro de cromosomas e idiogramas no detallados en algunas espe-
cies de Araucaria (Chamberlain, 1935; Flory, 1936; Hair y
Beuzenberg, 1958 y Hodcent, 1968).

Flory realizd un recuento de cromosomas de Araucaria bra-
z{liana (6 A. angustifolia). Sin embargo, en sus trabajos
se omite el detalle del tamano de los cromosomas, constric-
ciones y satélites. Tales estructuras son dificiles de ob
servar en los aplastados de cromosomas en Araucaria, cuando
no se utilizan enzimas que remueven la pared celular o reac-
tivos como colchicina, hidroxiquinolina 6 l-bromonaftaleno
que acortan los cromosomas. Hodcent, en 1968, hizo un estu-
dio de cariotipo detallado enla A. ataucana, usando tejido
magagametofitico de &6vulos en desarrollo, tratados con col-
chicina. Los trabajos anteriores coincidieron en cuanto al
nmero y cierta homogeneidad en la morfologfa de los Cromoso
mas, en las dos especies de Araucaria.

En base a los resultados de Flory (1936) y los de Hodcent

(1968) y a las similitudes morfolégicas y fisioldgicas descri

tas por Montaldo (1974), por Tesdorff (1956) y por Cardemil vy
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Varner (1983); en las especies de Anaucatia encontradas en
América del Sur, se hizo un estudio detallado del cariotipo

y de los patrones isoenzimdticos para a-amilasa de estas dos
especies.

En el estudio del cariotipo se encontraron similitudes en
relacién al ntmero, morfologia y tamafio cromosémico para A.
araucana y A. angustifolia; resultados mostrados en las Figu-
ras 1 y 2. El nGmero diploide de cromosomas para ambas espe-
cies de Araucaria es de 26. Esto hace 13 pares de homélogos.
Heterocromosomas gue pueden ser identificados como cromosomas
sexuales no estdn presentes en ninguna de estas dos especies.
En razdn de que ambas especies de Araucaidia son dioicas y ex-
cepcionalmente muestran conos masculinos y femeninos en el
mismo &rbol, es vdlida la pregunta de si las especies de A.
araucana y A. angustifolia poseen cromosomas sexuales. Hasta
ahora no se ha informado de la presencia de heterocromosomas
en ninguna gimnosperma. Ambos cariotipos se caracterizan por
la presencia de una constriccibn secundaria larga, intercalar,
en el brazo corto del par N°1l; la constriccién secundaria lar
ga, presente en un par de cromosomas, parece estar ampliamen-
te distribuida en las gimnospermas. La constriccién ha sido
vista en Zamia Antegrifolia (Norstog, 1965) y en Phylflocladus
glaucus (Hair y Beuzenberg, 1958), ubicada en la regién media
del brazo y en Agathis nobusta (Flory, 1936), Araucaria angusd

tifolia (A, brazilfiana), Agathis australis (Flory, 1936; Hair
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y Beuzenberg, 1958) y Araucania araucana (Hodcent, 1968), la
constriccibn es intercalar y cercana al centrémero.

En ambas especies la constriccién se tifie bien con nitra
to de plata amoniacal. Hasta el presente, est& bien estable
cido que las constricciones secundarias positivas a la tin-
cidén de plata amoniacal est&n involucradas en la sintesis nu
cleolar (Giménez-Martin et al., 1977; Goodpasture y Bloom,
1975; Schwarzacher et alf., 1978). El reactivo de plata amo-
niacal ha sido utilizado para identificar la NOR en ALLium
cepa, en Vicda (Giménez-Martin, 1977)en muchas especies anima-
les (Goodpasture y Bloom, 1975) y encromosomas humanos (Schwarzacher
et al., 1978), seglin nuestro conocimiento es la primera vez que
la constriccibn secundaria ha sido identificado como NOR en
gimnospermas. La constriccidn entera en el par N°1 es tefi-
da en concordancia con la hipb6tesis de Heitz (1931) que la
constriccidn misma es el sitio activo para la organizacidn
nucleolar. Sin embargo, en las especies de Araucaria los seu
dosatélites intercalares también se tinen, favoreciendo la i-
dea de Mc Clintock (1934), que la actividad organizadora del
nucléolo, también estd presente en la heterocromatina adyacen
te a las constricciones secundarias. Los experimentos de
Schwarzarcher et af. (1978), mostraron con micrografias elec-
trdnicas que la sustancia que se tifie con nitrato de plata es
td localizada en el interior de la zona NOR o alrededor de

ella, pero no en los cromosomas mismos. Otros experimentos
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también indicaron que la sustancia positiva a la tincidn ar-
genta era una proteina acfdica producto de los genes que co-
difican para el rRNA (Giménez-Martin et al,, 1977; Daskal et
at., 1980; Hubbell et af., 1980).

La mayor diferencia detectable en este estudio, entre
los cariotipos de las dos especies de Araucania, es el satéli
te terminal para el par de cromosomas N°8, que estéd presente
solamente en A. angustifofia. La presencia de esta constric-
cidn secundaria corta del par de cromosomas N° 8 en A. angus-

tigolia, conduce a dos preguntas: primera ¢la constriccién se

cundaria del par N°8 estd relacionada a la organizacién nucleo

lar? La constriccidn secundaria terminal del par de cromoso-
mas N°8 no dio la tincidn plata positiva, por lo cual se po-
dria concluir que otros genes para la formacién de rRNA en es
ta constriccibén no estdn activos; o bien, no estdn presentes.
Para probar ésto, habrfa que hibridizar 4n s4{tu dicha zona
con rRNA. Estudios recientes por medio de hibridizacién DNA/
RNA han mostrado la multiplicidad intranuclear de genes que
codifican para el RNA ribosomal, y que estos genes estan agru
pados sobre las constricciones secundarias, constituyendo la
regidn organizadora del nucléolo o zona NOR (Giménez-Martin,
1977; Goodpasture y Bloom, 1975).

El hecho de gue la constricci6én secundaria adyaceﬁte al

satélite terminal no se tifia con plata amoniacal, como lo ha-

ce la constriccibn intercalar del par N°1, parece estar de
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aéuerdo con las observaciones de gue las células embrionarias
de las semillas de Araucardi{a tienen dos nucléolos, mientras
que las células del meogagametofito son haploides, poseenun so
lo nucléolo (Cardemil 7y Jordan, 1982).

La presencia del satélite terminal del par N°8 de A. an-
gustifolia conduce a la seqgunda pregunta ¢(Cémo se originaron
estas diferencias entre las dos especies? Hay dos posibles
hipbtesis para explicar su origen:

1) El ancestro de las actuales especies de Araucaria tu
vo un satélite terminal y una constriccién secundaria en el
par N°8, con el transcurso del tiempo este satélite se perdid
por delecidn en aquellas poblaciones de Araucaria mejor adap-
tadas a las latitudes sur.

2) La constriccibn no estaba presente en la especie an-
cestral y probablemente el satélite terminal se originé a tra
vés de una translocaci6n entre cromosomas no hom&logos, que
con el tiempo se hizo homocigota y luego se fij6 en las pobla
ciones naturales.

Diferencias y similitudes genéticas entre ambas especies,
ademds de las informadas a través del estudio del catiotipo vy
bandeo NOR, puedendetectarse estudiando el patr6n isoenzimdti-
co de enzimas que participan en el metabolismo del proceso ger
minativo como es el caso de la o-amilasa. El estudio de iso-
enzimas ha sido muy utilizado como herramienta para caracteri-

zacidn genética de especies emparentadas (Ureta, 1973 Yy 1975;
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Market, 1975; Scandalios, 1974). En el caso de las especies
de Araucardia es de especial importancia realizar un estudio
comparativo de estas isoenzimas en los dos tejidos de la semi
lla, ya que el embrién de origen paterno y materno, con cé&lu-
las diploides y el megagametofito de origen materno y haploi-
de, poseen un patrdn genético diferente. Representan dos ge-
neraciones en una misma semilla.

Los primeros estudios comparativos de isoenzimas se ini-
ciaron con experimentos que tuvieron como objetivo determinar
que en los extractos utilizados en los estudios electroforéti
cos y de isoelectroenfoque, solo estaba presente actividad a«-
amil&sica. La electroforesis en gel de poliacrilamide de los
extractos calentados a 70°C, provenientes de los tejidos em-
brioanrios y gametoffticos de A. araucana y A. angustifolia
mostraron un patrbén proteico muy diferente respecto al extrac
to no calentado. Los extractos no calentados presentaron ac

tividad amiladsica, lo mismo que aquellos tratados a 70°C. Pe
ro la actividad especifica de estos filtimos se increment& en
un factor de seis, como una consecuencia de la eliminacidn de
algunas proteinas que se desnaturalizaron por calentamiento.
Los trabajos de Bilderback (1973), demostraron que la en

zima o- amilasa es resistente a 70°C, mientras que la f-amila

sa se desnaturaliza a esta temperatura. Segln estos datos,
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se puede decir que la actividad existente en todos los extrac
tos calentados a 70°C corresponde a o- amilasa. La electrofo
resis de todos los extractos tratados a 70°C, mostrd un patrén
de cinco bandas de actividad amil&sica, similar al patr6n obte
nido con extractos no calentados, lo cual indica que en los te
jidos embrionario y gametofftico, y para todos los tiempos de
germinacidn estudiados, s6lo existe actividad de o- amilasa en
las dos especies de Araucania, al menos hasta las 90 hrs des
pués del inicio de la imbibicién de la semilla.

La presencia de solamente a-amilasa en A. anraucana fue
también reportada por Reinero et alf. (1983), utilizando otras
técnicas de andlisis.

Otra caracteristica de a- amilasa, que ha permitido detec
tarla en extractos de cualquier tejido (saliva humana, péncreas
humano, Bac<ffus subtilis, cebada, etc.), es la de requerir co

e para su actividad amilolftica (Fischer

mo cofactor el i6n Ca
y Stein, 1960). También de extractos de V.igna munge se purifi
c6 la a-amilasa y por extraccibn del ca™ con EDTA, se demos-
trd que la actividad de la enzima bajaba entre un 50% a un 90%,
recobrandose parcialmente cuando se agregaba el ién Ca++ al me
dio (Koshiba y Minamikawa, 19281).

Basandose en esta propiedad, se midi6 la actividad amil&-
sica, en extractos de los dos tejidos (embrién y gametofito),
4

3 . . . o
en ambas especies de Araucaria, en presencia y ausencia de Ca

encontré&ndose solamente actividad donde existia Ca++. POE lo
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tanto, la actividad amildsica de estas especies se debe a la
presencia de n- amilasa en estos extractos. Esta conclusién
es apoyada por el resultado mostrado en la Figura 6. Se ob-
serva que (Gnicamente en presencia de Ca++, se obtuvo un pa-
trén de cinco formas isoenzimdticas activas para el tejido
embrionario de A. araucana, lo mismo que para el tejido game
tofitico. En A. angustigfofia se encontraron resultados simi
lares.

Los resultados de termorresistencia y requerimiento de CéFF
nos permiten concluir que todas las formas detectadas por e-
lectroforesis e isoelectroenfoque a todos los tiempos de im-
bibicidn, son formas de ao- amilasa.

La enzima o- amilasa, ademds de caracterizarse por ser
termorresistente, por necesitar como cofactor el ibn Ca++, se
caracteriza también por ser 1&bil a pH menor de 4, mientras
que la pB-amilasa es resistente a pH inferiores a 4 (French,
1960). En gramineas, se ha reportado la existencia de dos
isoenzimas de a- amilasa, que presentan actividad a pH 3,7 co
mo una excepcibén (Jacobsen ef af., 1970), ya que no se han
informado otros casos similares.

Tomando en cuenta esta filtima caracteristica, se tratd de
encontrar una nueva evidencia, que apoyara la conclusidén de
gue la enzima responsable de la degradacibn del almiddn en A
haucaria es la o- amilasa. Para ésto, se incubaron los extrac
tos de ambas especies de Araucardia en soluciones tampén de

pH 3 yv pH 5. Los resultados para el embrién de A.araucana

se muestran en la Figura 7, en la cual se observa que a pH 5
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aparece un patrdén electroforético de cinco formas iscenziméati
cas, mientras que a pH 3 el patrén se redujo a dos bandas con
actividad amilolftica, resultado que no se esperaba, de acuer
do a lo reportado por French (1960), quien reportd que a pH
menores de 4 la o-amilasa se desnaturaliza. La aparicién de
estas dos bandas de actividad no puede asignarse a una activi
dad B-amilasa, debido a que se trabaj6é con extractos tratados
a 70°C y en presencia de Ca++, condiciones que favorecen @ni-
camente la actividad de o-amilasa. Por lo tanto, en esta Te-
sis se concluye que en estas dos gimnospermas existen dos iso
enzimas de o- amilasa resistentes a pH 3, en tejido embriona-
rio y gametofftico.

Los patrones isoenzimdticos para o- amilasa, obtenidos
por electroforesis e isoelectroenfoque de extractos de embrién
y de gametofito de A. araucana, son idénticos cuando la semi-
l1la se encuentra en un estado quiescente (cero hr de imbibi -
cibn). Cada una de las cinco formas detectadas a tiempo cero
poseen un Rm y pl caracterfsticos dados por diferencias en
peso molecular o carga, o ambos. En tres formas isoenzimdti-
cas hay diferencias mfinimas de pI, 5,0; 4,9 v 4,8. Sin embar-
go, la presencia de estas tres formas de la enzima con los pI
similares es una caracteristica muy constante de la semilla
quiescente como de la semilla que ha estado dos dias en imbi-
bicién (48 hr).

Las formas isoenzimdticas que la semilla quiescente pre-
senta, fueron formas posiblemente sintetizadas durante el pro

ceso de maduracibn de la semilla y permanecieron en los
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tejidos hasta el momento en que se reinicid la actividad meta
b6lica de las semillas. Ellas serfan responsables de iniciar
la hidr6lisis del almiddn de reserva en las primeras horas de
imbibicidn (Cardemil y Reinero, 1982).

A las 18 hr del inicio de la imbibicidn, el patrén de
isoenzimas para ambos tejidos ha cambiado. S6lo es posible
detectar una banda por electroforesis y dos bandas por isoe-
lectroenfoque. Por electroforesis, las dos formas son indis
tinguibles y por lo tanto se detecta una sola banda. Por iso
electroenfoque, las pequenas diferencias en carga entre las
formas moleculares permite resolver dos bandas de pI 5,8 vy
5,9. Comparando embrién y gametofito se concluye que no hay
diferencias en peso ni en carga en las formas moleculares de
ambos tejidos, ellas son idénticas.

A las 18 hr del inicio de la imbibicidén, hay aumento de
la actividad amilolftica total en el embrién y gametofito de
A. araucana al mismo tiempo que la cantidad de protefnas tota
les disminuyen (Cardemil y Reinero, 1982; Reinero et af.,
1983). Es dificil correlacionar esta mayor actividad enzimé-
tica detectada a las 18 hr de imbibicidén con la presencia de
solo dos formas enzimdticas para oa-amilasa, cuando en las se
millas guiescentes existen cinco formas de la enzima y una ac
tividad total menor. Sin embargo, se podria pensar que L - las
isoenzimas presentes a tiempo cero podrian reestructurarse pa

ra originar a las 18 hr de imbibicién una o dos nuevas formas
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que poseen mayor actividad. En cebada, hay evidencias que
formas isoenzimdticas de a- amilasa son dimeros de mondme-
ros de igual peso molecular (Rodaway, 1977). Si este es el
caso en o- amilasa de A. araucana las bandas de pl 5,8 ¥
5,9 podrian provenir por dimerizacién o polimerizacidn de
formas existentes. Estas isoenzimas poliméricas podrian po
seer mayor actividad sobre el sustrato que las formas detec-
tadas a tiempo cero. Otra alternativa podria ser que protea
sas presentes en los tejidos de la sémilla, pudieran ser res
ponsables de los cambios de Rm y pI detectados en las formas
de a- amilasa y por lo tanto, producir mayor actividad de es
tas nuevas formas originadas en este lapso de tiempo, de ce-
ro a 18 hr de imbibicién. No se puede descartar, de ningu-
na manera, la posibilidad due nuevas formas enzim&ticas apa-
rezcan a las 18 hr por sintesis de nove al mismo tiempo que
las formas de isoenzimas existentes a tiempo cero, vayan sien
do degradadas paulatinamente.

Sobre las 40 hr de imbibicién, después que la semilla
ha germinado, cuatro de las cinco formas de o- amilasa presen
tes a tiempo cero, reaparecen en los tejidos. La reaparicién
de estas formas coincide con un aumento paulatino de activi-
dad de o-amilasa en el embribén y un aumento de actividad dis
creto para el gametofito (Cardemil y Reinero, 1982; Reinero
et af., 1983). Las proteinas totales también aumentan en es-

te periodo, lo que sugiere que las mfiltiples formas de
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a—-amilasa pudieran reaparecer por sintesis de novo. Nueva-
mente, la alternativa posible es que las dos formas presen-
tes a 18 hr de imbibicién volvieran a despolimerizarse o re
estructurarse para originar cuatro de las cinco formas origi
nales; aunque esta alternativa no puede explicar por si s6la
el aumento paulatino de actividad total observado en el sis-—
tema (Cardemil y Reinero, 1982; Reinero et alf., 1983).

Después de 90 hr del inicio de la imbibicién, el patrén
de isoenzimas es diferente en el embrién comparado con el del
gametofito. A este tiempo de imbibicién, se han producido
cambios notables en el desarrollo de la pl&ntula. La plantu
la ya no posee amiloplastos, &stos se han transformado en clo
roplastos (Cardemil y Reinero, 1982). El gametofito en cam-
bio, no presenta cloroplastos, pero sobre el almidén de reser
va de sus amiloplastos han actuado ademis de a - amilasa, otras
dos enzimas degradadoras del almidbén y presentes también en
las semillas, la enzima almiddén fosforilasa y la enzima desra
mificadora (pululanasa), (Cardemil y Varner, 1983).

Estos diferentes cambios estructurales y bioqufmicos que
ocurren en los amiloplastos de ambos tejidos podrfan explicar
desde el punto de vista fisiol6gico, los cambios divergentes
en el patr6n de isoenzimas de ambos tejidos a las 90 hr de
imbibicidén. En semillas de trigo, ‘Sargeant, 1979; Lowy et al.,
1981, han realizado un andlisis morfofisiolbgico correlacio-

nando los cambios de los patrones isoenzimiticos de
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a - amilasa con el grado de maduracién de los amiloplastos del
endosperma de la semilla. Sargeant (1979), logrd6 demostrar
que el patrdén de iscenzimas de o- amilasa que es caracteristi
co durante el perfodo de maduracién de la semilla, cambia pau
latinamente cuando la semilla ya madura inicia la germinacidn
Yy que las formas de a- amilasa del periodo de maduracibén ' de
la semilla no tienen afinidad por los amiloplastos de la semi
lla madura. Vice-versa, las isoenzimas presentes en la semi
lla en germinaci6n no se adhieren a los amiloplastos de la se
milla inmadura.

Es razonable entonces, concluir que cambios del sustrato
y de los organoides que encierran el sustrato de la enzima
exija mGltiples formas de o- amilasa para cada tiempo de imbi
bicién y que el patrdn cambie con el estado de desarrollo del
sistema.

En A. angustifoldia, los cambios en los patrones de isoen
zimas de a- amilasa detectados por electroforesis siguen la
tendencia general de los cambios detectados en los patrones i
soenzimdticos de A. araucana, aunque por isoelectroenfoque,
siempre se detectan diferencias en el ntmero de bandas en am-
bos tejidos de la semilla de A. angustifolia. Comparando:

- Tanto por electroforesis como por isoelectroenfoque el pa-
trén isoenzimé&tico presenta mGltiples formas en las semillas

quiescentes de ambas especies.
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- A las 18 hr de imbibicibdn, las formas detectables de o -
amilasa a tiempo cero, se reducen a una forma detectada por
electroforesis en los tejidos de semillas de ambas especies
y a dos formas detectadas por isoelectroenfoque para los te-
jidos de semillas de A. anraucana como para el tejido gameto-
fitico de A. angustifolia. El tejido embrionario de A. angus
tifolia solo presenta una forma isoenzim&tica de o- amilasa
por isoelectroenfoque.
- Después de 48 hr de imbibicidn, el patrén de isoenzimas de
a— amilasa es nuevamente de miltiples formas isoenzim&ticas
para los tejidos de semillas de ambas especies. La mayoria
de estas formas poseen Rm y pl idénticos a las formas de o -
amilasa de la semilla guiescente.
- A las 90 hr , en ambas especies, el patrdn de isoenzimas es
diferente en el tejido embrionario comparado con el tejido me
gagametofitico.
- Las semillas de A. angustifofia igual que las semillas de
A. anaucana, ya han germinado despu&s de 48 hr de imbibicidn
y a las 90 hr de imbibicién el tejido embrionario de A. an-
gustipolia también posee cloroplastos desarrollados.

Por lo tanto, y aunque para la semilla de A. angustifo-
L{a no se poseen datos sobre los niveles de actividad total
de la enzima y datos sobre los niveles de proteinas totales,
es legftimo considerar las mismas razones bioquimico-fisiol&gi

cas analizadas para A. araucana, como validas para explicar
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los cambios isoenzimdticos durante la germinacién y desarro-
llo temprano de la pléantula de las semillas de A. angust{fo-
Lia.

Un resumen esquemdtico de los datos presentados se mues
tran en las Figuras 36 y 37,en las que se compara el patrdn
isoenzimdtico de los tejidos entre ambas especies a cada tiem
po de imbibicidén de las semillas. |

Un andlisis comparativo de isoenzimas presentes en am-
bos tejidos de la semilla, con el objeto de concluir diferen
cias o similitudes gené&ticas, es totalmente vdlido de hacer
en gimnospermas, especialmente en estas confiferas. Tejido em-
brionario y gametoffitico de una misma semilla, poseen con ab-
soluta certeza el mismo set materno de genes, porque durante
la ontogenia de la semilla, todos los nlcleos de las células
gametofiticas, derivan de un mismo nfcleo meidtico de la me-
gaespora, como tambi&én el nGcleo aportado por la oogenia du-
rante el proceso de fertilizacibén y que originari posterior-
mente al embridén. Segflin Burlingame (1914), la megaespora por
meiosis origina cuatro nficleos haploides, de los cuales dege
neran tres. El nlGcleo que permanece en la célula se multipli
ca por mitosis originando un nGmero de nficleos que Burlingame
ha estimado en 2000, en el caso del desarrollo del 6vulo de
A. angustifolia. Estos 2000 nGcleos son los nficleos que perma
necen en las células que constituyen el tejido gametofitico
de reserva y originan tambi&n los nficleos oogoniales y arque-

goniales. Todas las células del 6vulo pueden, por lo tanto,
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considerarse un clon desde el punto de vista genético. Ast,
la diferencia genética entre embridén y gametofito, se debe ex
clusivamente a los genes aportados por los nhcleos espermdti-
cos del grano de polen y que estén presentes solo en el em-
bridn.

Los resultados del andlisis comparativo de isoenzimas
presentes en embribn y gametofito de ambas especies, muestran
que aproximadamente las mismas formas isoenzimaticas estéan
presentés en ambos tejidos, tanto en las semillas quiescentes
como después de 18 y 48 hr de imbibicién. Las diferencias en
contradas para embrifn y gametofito a las 90 hr de imbibicién,
deben interpretarse mds bien como diferencias en expresién gé
nica, porque es a este tiempo de imbibici6én, cuando diferen -
cias fisiol6gicas se empiezan a establecer entre ambos teji -
dos por diferenciacidn de los tejidos embrionarios. Sin em-
bargo, no puede descartarse que genes estructurales diferen-
tes para o-amilasa, presentes en uno o en otro tejido, se ex
presen por primera vez después de 90 hr del inicio de 1la Imbi
bicién de los tejidos.

La desaparicifn de formas de o- amilasa y aparicidn de
nuevas formas de la enzima a través del tiempo de imbibicién,
podria significar, desde el punto de vista genético, cualquie
ra de las siguientes posibilidades.

- Presencla o ausencia de genes estructurales para cada una
de las formas de la enzima.

- Regulacidn de la expresidn génica de los genes estructura-
les a través de genes reguladores o de cualquier otro tipo

de interaccién génica.
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- Procesamiento post-transcripcional de precursores de mRNA
que originarian mltiples formas o formas tinicas de la en-
zima.

- Procesamiento post-traduccional de formas precursores de a
-amilasa para constituir formas finicas o mGltiples de 1la
enzima.

De las posibilidades anteriormente senaladas, es el con
trol en la expresibn génica de o- amilasa por medio de gibe-
relinas (GA3) y éacido abscisico (ABA) el que ha sido mis es-

tudiado en gramineas.

En 1968, Filner y Varner, incubando capas de aleurona en
dcido giberélico (GA3) y agua marcada(H,0!® ) fueron capaces
de demostrar que la enzima era sintetizada de nove. Toda la
actividad de enzima detectada después de 18 hr de incubacidn
de las capas de aleurona en este medio, se recolectaba en fax
ma de fraccidén de mayor densidad cuando la enzima se sometia
a una centrifugacibén por gradiente de densidad en CsCl. Pos-
teriormente Mozer (1980), logrd demostrar por medio de traduc
cidn 4n vitro del poliA-mRNA para la sintesis de o- amilasa,
que el GA3 ejercia un control positivo sobre la aleurona de
cebada para sintesis de la enzima, ya que controlaba la pre-
sencia de poliA-mRNA para la produccidn de a- amilasa, en cam
bio ABA ejercia un control negativo en aleurona para sintesis

de la enzima, por control traduccional o post-traduccional del




100

mRNA presente en las células.

Posteriormente, Bernal-Lugo et af. (1981), concluyeron
por técnicas de hibridizacién de northern blot que en presen
cia de ABA habia s8lo tres veces la cantidad de poliA-mRNA
presente en el control, en cambio en presencia de GA; existia
en las c&lulas de aleurona 36 veces mas poliA-mRNA que en el
control.

Ademds, Ho et alf. (1982), han informado en trigo, que
GA3 actia sobre el gen Rht3, el que al parecer ejerce un con
trol regulatorio sobre los genes que codifican las isoenzimas
de a- amilasa de las células de aleurona y Jacobsen ¢t af.
(1982) , han demostrado que GA3 controla la expresién en el
tiempo de imbibicibén de algunas formas de isoenzimas de o -
amilasa de aleurona de cebada, de manera que algunas formas
son de muy pronta aparicidn y otras de aparicién tardfa cuan
do la aleurona de cebada es incubada en GA3;. En razdn de que
estos investigadores trabajaron los mapas peptfidicos de las
formas de o-amilasa, ellos concluyen que hay dos grupos de
genes estructurales para las isoenzimas y que estos dos gru-
pos de genes responden diferencialmente a la presencia de GAj.

En semillas de A. araucana, Reinero et af. (1982), han
estudiado la correlacidn que existe entre los niveles de ac-
tividad total de - amilasa, de proteinas totales y gibereli
nas presentes en el tejido embrionario a diferentes tiempos

de imbibicidén de las semillas durante 90 horas. Se encontrd
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gue mientras la cantidad total de giberelinas end6genas era
relativamente constante durante este tiempo de imbibicidn,
no lo era en cambio el patrdn cualitativo de giberelinas en
el tejido; después de 18 hr de imbibicién, las giberelinas
que presentaban un Rf igual al de GA3; cambiaban a gibereli-
nas con un Rf igual al de GA,. En este trabajo fue posible
también demostrar, que semillas embebidas por 60 hr con AMO
1618, un inhibidor de la siIntesis de giberelinas, posefan u
na actividad amilolftica menor en un 62,7% respecto al con
trol como también una menor cantidad de proteinas totales.
Imbibici6n de semillas por 60 hr en un medio conteniendo gi
berelinas embrionarias enddgenas y AMO 1618, demostrd que la
actividad de la enzima se recuperaba a un 80,3% del control.
Esto parece indicar que el aumento paulatino de actividad de
a-amilasa que se observa después que la semilla ha germina
do se debe a un posible control de o- amilasa por gibereli-
nas.

Es conveniente senalar que el andlisis comparativo rea
lizado en esta Tesis entre las formas de isoenzimas de -
amilasa detectadas para embrién y gametofito de cada especie,
no permite concluir similitudes o diferencias de genes es-
tructurales ni entre los tejidos, ni entre las especies.

Tampoco es posible concluir qué tiempo de regulacibn gé-
nica existe durante la germinacién de la semilla y desarrollo

temprano de la pléantula. Sin embargo, una vez purificadas
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las formas isocenziméticas de o- amilasa de Araucaiia sp. se
realizaran nuevos estudios que permitan establecer la accibn
reguladora de giberelinas.

Los estudios a futuro, comprenden anédlisis estructura-
les de estas formas de a=- amilasa por medio de mapas peptidi
cos, y andlisis inmunoldgicos, que permitir&n establecer los
genes estructurales involucrados en la produccién de la enzi
ma, y estudio de la regulacidn de la sintesis de la enzima por
técnicas de biologia molecular, que permitirdn establecer el
nivel al cual las giberelinas pueden ejercer el control sobre
la expresidén de los genes estructurales durante la germinacién

y el desarrollo temprano de la pl&ntula.
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