T S TR

D
UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA
DE MEXICC

FACULTAD DE QU!MICA

- . 4
:__..,,(.\.ﬁ
-

ESTUDIOS SOBRE EL CONTROL DE LA SINTESIS DE
LIPIDOS DE RESERVA POR LA DISPONIBILIDAD DE
ACIDOS GRASOS EN EMBRIONES INMADUROS
DE MAIZ (ZAE MAYS)

IMAIEEIES ?ﬁui»?% CIMALES
oA TAR OO CIUIMICA

T E S I S
QUE PARA OBTENER EL TfITULO DE:

QUIMICO DE ALIMENTOS
P R E S E N T A

MILTON LAIi]fAR MARTINEZ
o
Q'
O

MEXICO, 2000, ’\)



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

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

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



Jurado asignado:

Presidente Prof. Aguilar Caballero Raul
Vocal Prof. Bernal Lugo Irma Ofelia.
Secretario Prof. Rodriguez Sotres Rogelio.
ler Suplente Prof. Gavilanes Ruiz Marina.
Zo0. Suplente Prof. Pedraza Chaverri Jose

Sitio donde se desarrollo el tema:

Laboratorio 115 del Departamento de Bioquimica. Division de estudios de posgrado

FFacultad de Quimica. U N.AM.

Mombre del asesor del tema:

Rodriguez Sotres Rogelio’

Nombre del sustentante-

Alluzar Martinez Milton




jgm'uu a3 (/ar 9:‘((:’[:& i ?//{lﬂt'r'/!
y jrzﬁiwr/irzr a fu Jromﬁw, . /j,;'f.!fnm,
/méffcm' lie oo e ﬁ: maRang
y !'u A’a[lac/,mr ﬁd !dr(lr’.i
:z[.ﬂmr (/'[ar/m (L, Jiﬂz cm*nﬂm y ﬂt A'J'u

e My S Surro (/f' CGT(EI'H-

/jm’.f can fus llm:/w.i, i/{zﬂ(’oll, me J'J'gurcl;m i,
aul‘e élé n/)raﬁ de bus manos gr:‘!ﬂ.

nQrw’ ?rmm’m! son fus r)Lra:i, Uzlzm’/r,
/

ui'n?J(.‘f‘u[ﬂL/;‘j {ees /mujmmml!aj- »
)
é/lmmn’irﬂ neCis no a'nfu'ua/u, p[fndyn.lu!o

he 1Dmf:lm'n(lr’ oslas cosas .

(Sel 92, 2.7/



Agradecimientas.

Al concluir este trabajo, es necesario sefalar la enorme ayuda,
conocimientos, estimulos y paciencia que me ha brindado el Doctor Rogelio
Rodriguez S.; a usted doctor, muchas gracias por facilitar 1a realizacion de esta
tesis De igual modo agradezco la genercsa ayuda del Dr. Fermin Pacheco M vy
de Lilian Valencia T, asi como a todos log amigos del laboratorio 115

Agradezco a todos los profesores que en su conjunto han realizado la tarea
de formar y compartir sus conocimientos y experiencias, que han despertado el
ierés a Ir mas alla, a saber aprovechar los medios que brinda la UNAM A todos
ellos gracias por sus conocimientos, consejos, comentarios y observaciones,
También agradezco a fodos los amigos y companeros de la facultad, ya que con
su presencia, su amistad, sus comentarios y sugerencias han hecho de todo este
tiempo una fase muy satisfactoria llega de alegrias y de experiencias edificantes

Agradezco a mis padres, por todo el apoyo incondicional que siempre
recibo de ellos, por todas y cada una de sus ensefianzas que me han ido
formando no sdlo como persona, sino también como hijo, por ello este logro
alcanzado no es sdlo mio, es también de usledes, ya gue detrdas de él se
encuentra todo el esfuerzo, sacrificios y esperanza de ustedes, Gracias a mis
hermanos que en tode momento me han afentado, que de una manera muy
especial han compartido mis fristezas y mis alegrias, gracias por sus palabras y
obras de aliento Gracias a Dios por la familia que tengoe, por todas tas

experiencias que he vivido y por todos los logros alcanzados.



Dedicatorias.

Dedico el presente trabajo a mis padres, que no sélo se han quedado en darme el
preciso don de |a vida, sino que han ido mas alla, proporcionandome todo lo necesario para
ffegar a ser una persona, y en especial a mi madre, porque con sl festimonio me ha hecho
comprender que siempre quedan salidas y soluciones a los problemas no importando lo
enorme que parezcan, que siempre hay y habra un motivo por el cual esforzarse y seguir
adelante. Y también a mis hermanos Yesenia, Eric y Guadalupe, ya que sin su apoyo no
hubiese sido posible concretizar este trabajo, el cual no solo representa una meta
alcanzada por mi, es en si mismo, un fogro de todos.

También dedico este trabajo a mis amigos de la carrera que me apoyaron en todo
momento: Andrés Bobadilla, Aida Hidalgo, Aurora Lara, Omar Rangel, Rosario Ayala,
Lourdes Péerez, Juan C. Sigala y Jes(s Recillas; a ustedes gracias, muchas gracias por
haber estado en cada uno de los momentos que siempre tendré presente en donde quiera
gue me encuentre, mientras transcurrian los nueve semestres su amistad se fue constituyo

el inico reconacimiento digno de ser conservado en la interioridad de mi ser

A todos ustedes con Inmenso carifio

MILTON ALTUZAR



1 Abrevialuras ...
2 Inlroduccron. ... L. L e e
3 Antecedentes . .. ... .. ... ..
31 Importancia y aspectos nutricionales de los fipidos .. .. .. . ...
3.1.1 - Produccion y consumoe de grasas y aceites en México . .. .
3 2- Estructuradel granodemaiz. .. . . .. ... .. .. .. ...
3 3- Desarrollodelas semillas. ..... .. .. . ... ... ... ..
3 3 1- Fase de histodiferenciacion ... ...... ...
3 4- Acumulacidndereservas ........ ..... ... .. ...

341 Papel del ABA vy del potencial osmético en la acumulacién de
TESEIVAS ... . ...i.ciiiiee v ve e e

3 5.1- Biosintesis de acidos grasos ..
3.5 2- Biosintesis de tniacilglicéridos ...... . .......
3 5.3- Regulacion del proceso de acumulacion de lipidos . .
3.5 3.1- Regulacidn por retroalimentacion . .
3 5 3 2-Conlrol de abastecimiento de sustrato y cofactores ..
3.5.3.3- Control de la cantidad de aceite producido por una semilla. .
4 Hipdtesis
5 Objetivos . .. oo R
6 Materiales y métodos . ..

5 1- Materiales .. .. .. ... e

6 1 1- Suslancias qufmicas .. .. ..
6 1.2- Material biologico . ..
652-Métodos .. .. ... e e e

§ 2 2- Efecto del ABA y del potencial osmdético sobre la acumulacion de
acidos grasos ........ L. L. L.

6 2 3- Extraccion de lipidos y analisis de |a fase clorofdrmica ..
6 2.4- Cuantificacion de la radioactividad incorporada a los acidos grasos

12
12
13
17
19
19
21

23

25
26
31
34
36
38
39
41
42
44
44

44
44
45
45

46
47
48



6 2 5- Efecto de la inhibicion de [a sintesis de acidos grasos sobre la
acumulacion de TAG ... .. e

6 2 8- Incorporacion de acido grasos-[*C] exdgeno.. .. .. ...
6 2 7- Extraccion de microgsomas de embriones inmaduros de maiz
6.2 B- Ensayo de la actividad de DAG-AT .

7 Resultados . . L. L e e ..

7 1- Efecto del ABA y del potencial osmotico sobre la acumulacion de acidos
grasos

7 2- Efecto de la Cerulenina sobre la sintesis de lipidos totales . ..
7 3- Inhibicién de la sintesis de acidos grasos ... ..... ..
7 4- Incorporacion de acidos grasos-["C] exogenos a los lipidos de reserva ..

7 8- Efecto de la Cerulenina sobre [a actividad de DAG-AT en microsomas de
embriones inmaduros de mai .. . . e e L

8 Discusion . .. .. . ... ... e el
9 Conclusicnes e e e e e L.

10 Bibhografia. .......... . e e o
Apéndice | Composicidn de las disoluciones empleadas ......... ..

48
49
50
50
51

52
53
55

. 68

60
64
69
70
76



ACCasa
ABA

ACP

AGL
Als
AlP
B

BMSA

CoA
NAG-AT
DAG
pPrM
FAS
KAS
NADH
NADPH
MES
POP
POPOP
RE
RPM

TAG

1 Abreviaturas

Acetil coA carboxilasa
Acido abscisico

Proteina transporiadora de grupos acilos (del ingles acy/! carrier
protenn)

Acidos grasos libres
Acidos grasos

Adenosin infosfato
Amortiguador MES {pH 5.5)

Medio de recuperacion cuya composicion es: 10 mM de MES pH
5.5, Manitol 500 mM, Sacarosa 60 mM y ABA 10uM.

Acetit coenzima A

Diacilglicerol -aciltransferasa

Diacilglicéridos

Desintegraciones por minuto

Acido graso sintetasa (del ingles fatty acid synthase)
3-cetoacil sintetasa (del ingles Ketoacy! synthase)
Dinucledtido de nicolina y adenina

Fosfato del dinuciedtido de nicotina y adenina
Acido 2-[N-morfolino}-etano-sulfénico
2.5-Difeniloxazol
1,4-bis[2-(5-feniloxazolil}]-benzeno

Reticulo endoplasmico

Revoluciones por minuto

Triacilglicéridos
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120
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180
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Acido céprico (decanoico)

Acido laurico {dodecanoico)

Acido palmitico (4cido hexadecanoico)
Acido estéarico (acido octadecanocico)

Acido oleico (acido octadecenoico)



2 Introduccion:

Para que una semilla pueda germinar y dar origen a una planta, es necesario que
tenga disponibilidad de los nulrimentos de reserva suficientes para soportar el desarrollo
inicial de la planta hasta que esta alcance el estado autétrofo. Por lo tanto, el proceso de
acumulacion reservas representa una elapa clave en la perpetuacion de la especie previa a
riue la semilla sea separada de la planta madre

En el desarrollo de las semillas podemos distinguir tres etapas confluentes que son la
histodiferenciacion, la expansion o llenado del grano y e secado (Bewley y Black, 1894) La
s~¥pansidn esta acompafiada por una acelerada sintesis de biomoléculas de reserva gue se
acwmulan en sitios especificos dentro de la semilla. Las biomoléculas que conshtuyen las
reservas mas importantes de carbono de una semilla de cereal son carbohidratos y lipidos
{.os primeros son en su mayoria almiddn, en tanto que los segundos estan representados
casi en su totalidad por triaciiglicéridos (TAG). En el caso de la semiffa del maiz {Zae mayy),
la principal reserva energética la conslituye el endospermo, constifuido en su mayoria por
almidén: pero existe una reserva importante de aceites en el embnén Dichos aceites no
solo son importantes para el desarrollo de la semilla, sino que poseen interés para el
hombre. ya que el aceite de maiz es rico en acidos grasos polinsaturados, lo gue le
confiere una buena calidad nutricional {Hansen, 1994)

En los procesos de sintesis de los aceites en las semillas podemos distingurr dos
grandes etapas primero, la sintesis de los acidos grasos (AGs) y segundo, la incorporacicon
de las unidades de acido graso al esqueleto del glicerol (Bewley y Black, 1994) La sintesis
de Inacilglicéndos en semillas inmaduras se encuenira regulada por el acido abscisico

{ABA) y el potencial osmotico (Rodriguez-Sotres y Black, 1994)



Ambos procesos ocuiren en camparlimentos diferentes y se encuentran separados
espacialmenie La sintesis de acidos grasos en las plantas fiene lugar en los plastidos y
requiere de una proteina transportadora de grupos acitos (ACP). Se trata de un proceso
cichco que consta de una condensacion seguida de dos pasos de reduccion, separados por
uno de deshidratacion, que dan como resultado una cadena saturada dos carbonos mas
larga en cada vuelta del ciclo El complejo enzimatico encargado de efectuar esia sintesis
es conocide como &cido graso sintetasa (FAS) y en las plantas se presenta una FAS tipo 1,
a semejanza con los sistemas procariontes; que consta de enzimas facilmente disociables

A semejanza de las bacterias y en contraste con lo que ocurre en células animales las
plantas presentan, al menos fres iscenzimas capaces de catalizar la etapa inicial de la
sintesis. es decir la de condensacion. La 3-cetoacil sintetasa (KAS) I condensa malonil-
ACP y acil-ACP de 4 a 14 carbonos; la KAS |l es similar, pero emplea de acil-ACP 14 a 18
C y ambas son sensibles al antibidtico Cerulenina. Por otro lado, la KAS |l es capaz de
condensar acetil-CoA y malonil-ACP y es insensible a la Cerulenina {Clough ef «f, 1992, Tai
y Jaworski 1993, Schuch er af 1894). La reaccion catalizada por la KAS Il es la que inicia &l
ciclo de sintesis de un 4cido graso Para que las KAS puedan actuar requiere de un apoile
continuo de malonil-ACP; dicho aporte es posible gracias a fa accion de la enzima acetil-
CoA carboxilasa (ACCasa) que condensa Acelil-CoA y CO», en presencia de ATP, para
formar malonl-CoA Los tioesteres de malonato de CoA y ACP pueden ser rapidamente
intercambiados por la malonil-CoA:ACP transacilasa.

l.a regulacion de esta ruta metabdlica no es alin bien conocida y si bien existen
muchas evidencias que sugieren que la ACCasa es una enzima clave en la regulacion
{Ohlrogge y Jaworski, 1997}, también se ha propuesto que la KAS Ill puede ser un punto de

regulacion importante (Briick ef of 1996). Lo cierto es que se desconoce cuales son los
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pasos que realizan la mayor coniribucion a la regulacidn de la ruta metabdlica {Ohlrogge y
Jaworski. 1997)

En este trabajo se presentan estudios sobre la sintesis de TAG en el reticulo
endoptasmico de las células embrionarias de las semillas de maiz en desarrollo, los cuales
indican que demanda de acidos grasos para este proceso regulan de alguna manera la

velocidad con la gue se sintetizan estos precursores

1



3 Antecedentes

3 1 Importancia y aspectos nutricionales de los lipidos

La mayor parte del peso seco de Ia dieta de los seres humanos suele estar formado
por tres grandes grupos de compuestos organicos’ gltcidos, triacilglicéridos y proteinas La
funcion de fas proteinas en la dieta es ser fuente de aminoacidos, 10s cuales son usados
para fines energéticos, sintesis de las proteinas del organismo y como precursores de
muchos compuestos no proteinicos vitales. Los glicidos ¢ hidratos de carbeno son fuente
de monosacaridos, en especial de glucosa que es el principal sustrato energético v la
principal fuenle de carbono para los organismos animales. Por otro lado, los tnacilghcéndos
i TAG) son fuente de acidos grasos, sustrato de elevado aporte energético (9 kcallg)

Como nutrimentos, los dcidos grasos (AGs) son acidos monoicos de cadena larga, en
su mayoria sin ramificaciones e incluyen cadenas tanto saturadas como insaturadas. Los
AGs salurados que mas abundan en Jos alimentos son doce, y presentan longitudes de
cadena de hasta 24 carbonos; estos realizan un aporte fundamentaimente energético y son
dispensables en la dieta del humano puesto que las células animales pueden sintetizarlos a
parlir de acetil-CoA.

Los AGs insaturados comprenden moléculas que cuentan con una doble figadura y
olras que pueden tener hasta cinco de ellas; de entre estos los eicosancides son
especialmente importantes para la nufricidn humana (derivados de AGs de mas de 20
carbonos), que tienen una doble ligadura en posicién 6 contando desde el final (familia n —
5 u w - 6) y los octadecenocicos insaturados en la posicion 3 contando también desde el
final {(familia n - 3 U ©» - 3) Esto es debido a que las células humanas sb6lo poseen

desaturasas especificas para las posiciones 9 y 12 de |a cadena hidrocarbonada y, por lo



tanto, requieren obtener los acidos linoléico (familia n-6) vy linolénica {familla n-3) a traves
de la dieta Cabe mencionar gue los alimentos vegetales y los pescados son las principales
fuentes de los AGs n-3, reiteremos pues, gue en nuestro pais, una fuente importante de
esios nutrimentos es el aceite de maiz (Hansen, 1994)

El maiz es el cereal de mayor consumo en nuestro pais En general, cada 100 gramos
aportan casi 400 kilocalorias, ocho a diez gramos de proteina, 70 a 80 gramos de hidratos
de carbonoe (almidon) y, ademas, cinco gramos de aceile rico en acidos grasos
polinsaturados {Bourges, 1997). Su demanda supera en México los 15 millones de
toneladas anuales (segun cifras de 1393 INEG!, 1994 ) y su valor dentro de la dieta del
puebip mexicano se manifiesta a través de la existencia de cientos de platillos diferentes
elaborados a base de maiz Su valor cultural es pues enorme, al grado de ser objeto de
veneracion dentro de las tradiciones de los pueblos mesoamericanos prehispanicos,

muchas de las cuales han trascendido hasta nuestros dias.

31 1 Produccion y consumo de grasas y aceites en México

La OMS realizé un estudio estadistico {Periss#, 1973) en el cudl se encontrd gue la
composicion de la dieta media de los paises se asocia consistentemente con el ingreso per
capita del pais Confarme la renta per edpita aumenta, disminuye la propercion de glucidos
en la dieta, aumenta un poco la de proteinas y se eleva dramaticamente la de TAG, con el
consecuenie aumento en la densidad energética de la dieta (Tabla 1) Estos estudios
revelan que en los pafses con mayor ingreso los TAG de mayor consumo son los de origen
arnimal y sobre todo los agregados durante |la preparacion de fos alimentos Mientras que

en los paises con menor ingreso los TAG consumidos son los contenidos en los alimentos

vegetales



Tabla 1. Propor'ciones de glicidos, proteinas y Triacilglicéridos en la dieta media de diferentes
pases segun el ingreso per capita

“PROPORCIONES 7~ 1
') bensndad
i conrespecto al  con respecto al aporte  energélica (kaclig
peso seco energético ) de la dieta en
(9/100g) (Keal/100 keaf) pase seca
i
{Paises G* P° TAG G* P° TAG
4
coningresomenor 833 125 42 80 12 8 4186
con ingreso medio 730 140 130 63 12 25 450
coningresomayor  56.0 160 270 43 12 45 5,40

“glucidos, "Proteinas, “Triacilglicéridos
fuente Adaptado de Perissé, 1973.

Debido a que los aceites de origen vegetal poseen niveles apreciables de AGs
polinsaturados, su consumo es recomendable como medida para reducir la ingesta de AGs
saturados los cuales son sefialados con un factor que faverece el desarrollo de
enfermedades cronico degenerativas como la arteriosclerosis Se ha propuesto que lo
antenior es debido, al menos en parte, a que la principal fuente de AGs salurados son las
grasas de ongen animal, en las cuales se encuentra como acompanante el colesterol
{Bruce y Tall. 1898). En las tablas 2 y 3 se muestran los datos referentes a la produccion y
venta de grasas comestibles en México {datos referentes a 1993}, en ellas podemos
apreciar que la fabricacion de aceites y grasas comestibles de origen vegetal representa el
97 3 % del total de toneladas producidas por la industria aceitera En ese mismo periodo se
tiene que sofo el 2 29 % del comercio totai de aceites y grasas comestibles corresponde a

productos de origen animal.
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Tabla 2 Fabncacion de aceites y grasas vegetales comestibles. Datos referentes a 1993

Producto Produccidn Vendas
elaborado  * s . .
Cantidad(T | Miles de pesos | Gantidad{TC | Miles de
. ONS} S INB}- - ipesos
total 1162170 | 34424335 1167688 | 35197281
Aceltes refinados
Ajonjoli 691 23247 858 26831
Cartamo 72 459 226 001 2 88 466 307 069 8
Grrasol 220 962 6193445 223812 639 363.0
Maiz 26 565 63 002.2 24 982 80 627.9
Olvo 1151 6 388.3 1036 63418
Algodon 6716 159471 9748 218425
i Soya 305640 513983.7 293 515 526 40186
Canola 105 159 3150796 103 576 3183085
Olros - 5814638 | - 504 007.2
Coco 23650 522901 24 681 537812
Otras - 360059 | @ - 37 450.5
cleagincsas
Grasas vegetales (a partir de aceites pracesados)
'Grasa o| 350346 7808133 343 101 788 4950
manteca
i Marganina 48 831 2197891 53913 2333920

AW Censo industnal. Industrias manufactureras, preductos y materias primas, Subsector 37,
produclos alimenticios, bebidas y tabaco. censos econdmicos. INSTITUO NACIONAL DE
ESTALD STICA, GEOGRAR A E INFORMATICA (INEGI), 1994.

De las grasas utilizadas por el ser humano para su consumo, el consumo animal y |a

produccien de alimentos procesados, el 75 % esta constituido por aceites de origen

vegetal siendo las semillas la fuente mas importante de estos aceites De modo gue el

estudio de ta sintesis de lipidos de reserva en las semillas posee una gran importancia para

el ser humano Como se menciond con anterioridad, los paises con Ingreso per cdpita allo

consumen cantidades apreciables de TAG aiiadidos al momento de la preparacion de

alimentos, asi que es posible estimar que el desarrollo economico de nuestro pais estara

15



asociado a una mayor demanda de aceites vegetales. Para satisfacer dicha demanda sera
necesano incrementar la cantidad de los aceites obtenidos a partir de las semillas, pero
sobre todo. sera también necesario mejorar su calidad st queremos aspirar a una poblacion

mejor alimentada sin atentar contra su estado de salud.

Tabla 3 Fabricacion de grasas y aceites animales comesfibles. Datos referentes a 1993

Producto Produtcion . B - Ventas
glaborado e s
Cantidad(T . | Miles.de Miles. de
ONS) ' pesos
total 32 349.7 80 786.6 78930.8
_ Grasas animales
Aves 15508 12671 1 500.2 i114.4
Bovino 97610 11 503.5 8 924.0 11 196.6
Porcino 206950 41622.3 19851.0 41 277 1
Otros o 26 085 1 s 250341

. Aceites animales
[Depescado 1 3429 | 3086 | 3429 | 3086 |
X Censo industrial. Industrias manufactureras, productos y materias primas, Subsector 31,

productos almenticios, bebidas y tabaco. censos economicos, INSTITUO NACIONAL DE
ESTAD STICA, GEOGRAH A E INFORMATICA (INEG!), 1994

Hoy en dia se han desarrollado técnicas que permiten la manipulacion genetica de
tepdos vegetales y que abren la puerta al mejoramiento de la calidad y la cantidad de
compueslos de interés para la humanidad. Para que dichas modificaciones tengan el éxito
esperado se requere de un profundo conocimiento de los procesos involucrados en la
sintesis y regulacion de dichos compuestos. Sin embargo, en el caso de los lipidos se
desconocen muchos aspectos de los procesos de regulacion involucrados en su

metabolismo, por lo que es necesario invertir un mayor esfuerzo en la investigacién de los

fenomenos bioguimicos involucrados.

16



3 2 Estructuras de la semilla y del embrién de maiz

Los productos agricolas conocidos como cereales pertenecen a la famila de las
gramineas. son frutos secos con una sofa semilla, este tipo de fruto es una caridpside que
se denomina grano. La caridpside del majz se desarrolia a partir de un dvulo y, en la
madurez consta de fas siguienies partes (Fig 3.1) el espordfito joven y parcialmente
desarrollado llamado embrion o germen, un compartimento que rodea casi por completo al
ambrien famado endospermo y las capas protectoras, cublertas de ta semilta o testa, que
dernvan de los tegumentos y junto con la epidermis nucelar constituyen el pericarpio
Detido a que conlienen fas reservas nutritivas y la maguinaria metabdlica necesaria para
dar origen a una nueva planta, fas semillas constituyen el medio de dispersidn y
perpetuacion de la mayoria de los vegetales supeariores.

El embrion esta formado por el eje embrionario y el escutelo. Be manera general el
eje embrionario esta constituido por el hipocetilo, la radicula y la plamula o epicotilo El
endospermo esla formado por dos tipos de celulas: las que contienen almidon
(endospermo almidonoso) y fa capa de células de |a aleurona, que envuelve a las primeras
{Hoseney 1991).

i as diferentes estructuras de la semilla cumplen funciones especificas, la cublerta de
la semilla ayuda a proteger la integridad fisica del grano, asi como también representa una
barrera de proleccion contra organismos patogenos. La funcion del endospermo es
suministrar de nutrimentos al embrién durante el proceso de germinacion y se compone
principalmente de almidén (aproximadamente 90%), proteinas de reserva (7%) y una

pequena cantidad de lipidos y minerales.
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Por su parle, el escutelo de maiz es un tejido que almacena proteinas {9 %) y lipidos
131 %) {Bewley y Black, 1994) durante la maduracion de la semiilla, es la fuente inicial de
ias enzimas que hidrolizan las reservas del endospéermo al comenzar la germinacién y
conshtuye una region gue conecta al endospermo con el eje embrionano. Finalmente, el gje

embricnano esta constituido por los tejidos que dardn origen a una planta completa

Figura 3 1- Cortes longitudinal y transversal de un grano de maiz. las estructuras indicadas son 1}
Cubierta externa; 2) Epidermis; 3)mesocarpio: 4)Testa; 5)Aleurcna; 6)Endospermo corneo,
7)Endospermo farinaceo; 8)Escutelo, 9)Plimula; 10)Radicula; 11)Pediculo, 12)Eje embrionario; 13)
pericarpio {Tomado de Heseney, 1981)
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3 3 Desarrollo de las semillas

Entérminbs generales, el desarrollo de las semillas ortodoxas, como los cereales, se
puede dividir en tres etapas confluentes: histodiferenciacion, expansidn celular o fase de
lenado del grano y desecacidén. Durante la primera etapa el cigoto experimenta una serne
de dwisiones mitéticas y una diferenciacion celular para formar los diferentes tejides que
conshiwran al embrion y a los tejidos accesorios (Bewley y Black, 1994, Sheridan y Clark,
1994y Al misme tiempo, el tejido que formara al endospermo inicia la acumulacion de
almiden y da origen a la capa de aleurona La segunda fase se caracteriza por un aumento
en ] tamano de las células v por una intensa actividad metabolica de acumulacion de
compuestos de reserva en los tejidos de almacenamiento. La tltima etapa es [a desecacion
de ta semilla. la cual esta acoplada a la acumulacion de proteinas especializadas vy
carbohidratos que confieren estabilidad a las estructuras celulares, preparandolas para
sobrevivir a un largo periodo de quiescencia o de latencia. Esta vltima fase se induce al

disminuir paulatinamente el suministro de agua y nutrimentos a través del funiculo, que es

gl tejido que conecta a la semilla con la planta madre.

3 3.1 Fase de histodiferenciacion

En el maiz, la histodiferenciacion se inicia a partir de la fertitizacion de la ovocélula, lo
cual da origen al cigoto y a una celula triploide de la cual se desarrollara el tejido del
endospermo. Después de ia formacion del cigote, se da la primera division del cigeto, |a
cudl es asimetrica y transversal, lo que produce una célula apical pequena y una célula
basal grande El embridn se forma a partir de la célula apical, la cual experimenta una serie

de divisiones asimeétricas que preceden a una divisidn longitudinal. Aproximadamente a los
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siele dias después de la fertilizacion se forma e! protodermo, el cual rodea al embridn en
forma discontinua Dos dias después se observan los primeros signos de diferenciacion del
embrion (una zona de células con citoplasma denso en uno de sus extremos) Esta region
se diferencia posteriormente en un grupo de células que representan la localizacion futura
de los apices del tallo y raiz.

£l endospermo se origina por fas divisiones mitoticas del nucleo endospermico,
creado por |a fusiéin de un nUcleo espermatico y fos dos nucleos polares, durante la primera
elapa del desarrolto defl endospermo se produce un sincitio mediante una serie de
divisiones nucleares rapidas en la ausencia de citocinesis. En una segunda elapa, se
forman las paredes celulares que separan los nucleos individuales, para que
postenormente 1as células experimenten una serie de divisiones mitdticas, mismas que
cesan al tiempo gque se inicia la acumulacion de reservas.

La sacarosa es la fuente de carbono empleada por las células de las semillas en
desarrollo para sintetizar los compuesios de reserva. Esta proviene de los tejidos
folosintéticamente activos y es transportada desde los tejidos vegetativos hacia la semila
por el floema Los nulrientes que se transfieren a la semilla son descargados en las
terminales del floema localizadas en la base del grano (pedicelo) En el apoplastc del
pedicelo de la base del grano de maiz, se localiza la enzima invertasa, que hidroliza la
sacarosa a glucosa y fructuosa, las cuales son captadas activamente por las celulas
externas del endospermo vy reconvertidas en sacarosa antes de ser utifizados en ia
generacién de energia, en la sintesis de almiddn, en otras vias anabolicas y para exportar

nutrientes a las células mas interiores de la semilla.
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34 Acumuiacion de reservas.

Este proceso se presenta durante la fase intermedia def desarroilo de la semilla en la
cual se presenta una actividad anabdlica muy intensa, que tiene por finalidad proveer los
diferentes tipos de reservas, gue seran degradadas durante las elapas tempranas de 1a
germinacién para proporcionar las fuentes de carbono, nilrdgenc y energia a la plantula
antes de que esta inicie su crecimiento autotrofico (Black, 1891).

El almidon se sinteliza en el interior del organelo llamado amiloplasto (organelo similar
al cloroplasto, pero no fostosintético) y, en el caso de los cereales, eslo ocurre
principalmente en las células del endospermo. mismo que representa del 65 al 75% del
peso seco de la semilla madura

En casi todos los cereales la mayor parte de la sacarosa importada es convertida en
almidon. solo una cantidad muy reducida se transforma en lipidos y proteinas Ademas de
acumular almidén, la semilla de maiz, contiene canlidades importantes de triglicéridos (5%)
y proleinas de reserva (Murphy, e7 af, 1993).

Las principales proteinas de reserva que se depositan en la semilla de maiz son las
prolaminas (zeinas) en el endospermo y las globulinas en el embrién Las globulinas se
almacenan principalmente en cuerpos proteicos que se originan a partir de la vacuola y son
transportados hasta este destino en vesiculas osmodensas lisas o de vesiculas cubiertas
de clatrina. Las prolaminas, en cambio, se almacenan en cuerpos proteicos cuya cubierta
tene su origen en el reticulo endoplasmico. La sintesis de proteinas de reserva esta
fuertemente regulada en términos de la especificidad del tejido, del desarrollo de |a semilla

y de la disponibilidad de nitrdgeno, azufre y fosfosintatos (Shewry, 1995)
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Por otra lado, los principales lipidos que se almacenan en las semillas son los
trighceridos (TAG). los cuales estan constituidos de un esqueleto de glicerol con acidos
grasos esienficando sus ires posiciones (figura 3.2). Los TAG y las ceras son
complelamente hidrofébicos y pueden ser almacenados en grandes cantidades como

cuerpos lipidicos libres de agua dentro de la célula.

O

0 sn-1 O*RI
RZ)KO { o
)k 3
n-3 o R
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Figura 3 2 . Estructura del triaciglicerol. R es la cadena carbonada del acido graso en donde "R', R?
y R? pueden ser idénticas o diferentes (Tomado de Stryer, 1990) .

Los fipidos se acumulan en tejidos como los cotiledones (lino colza, girasal), el
endospermo (ficine) y en el escutelo (maiz, trige y cebada). En el caso de ia semilla de
maiz se encuentra también una pequena proporcion de lipidos en el gje embrionario y en la
capa de aleurona, que rodea al endospermo. A diferencia de los glicerolipidos de

membrana, los TAG no tienen una funcidn estructural, sino que son una forma de reserva

de carbono y energia
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341 Papel del acido abscisico y del potencial osmético en la acumulacion de
reservas

El ABA (derdo [R-(Z.E)j-(: )-5-(1-hidroxi-2,6,6-trimetil+-oxo-2-ciclohexen-1-1)-3-meiri)-2,4-
pemtadienorco) s una molécula con una estructura semejante a la porcion terminal de los
carotenos (figura 3 3), se encuentra en la naturaleza como la forma (+}-crs.trans-ABA,
también llamado (5)-ABA y fue identificado inicialmente como un factor relacionado con la
abscision de las hojas Actualmente, se ha enconirado gue regula una amplia varnedad de
procesos fisioldgicos que afectan el desarrollo de las plantas. Estos procesos incluyen la
maduracion de las semillas, la germinacién y ta respuesta de los tejidos vegetales al estres
osmotico {Zeevarl y Creelman, 1988). En las semillas inmaduras, el ABA se encuenira en
canhidades apreciables en los tejidos de almacenamiento, tales como el embrion y

endospermo del maiz (Jones, ef al, 1987).

OH
OH

O

Figura 3.3. Estructura quimica del fiterregulador acide abscisico

Paralelamente, [a acumulacion de solutos en el interior de las células provoca
diferencias de potencial quimico entre los tejidos, ya que los solutos se difunden en
respuesia a diferencias en el potencial guimico del soluto, en tanio gue el agua se difunde
en respuesta a diferencias en el potencial hidrico. El proceso es espontaneo. se libera

energia libre hacia los alrededores del sistema y la energia libre del sisterna disminuye
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Esta energia liberada tiene la capacidad de producir trabajo, como causar el ascenso
osmotico del agua en los tallos, fendmeno conocido como presion radical

£1 potencial hidrico (w) es el potencial quimico del agua en un sistema o parte de un
sistema comparado con el potencial quimico del agua pura a ja presion atmosférica y a las
mismas temperatura y altura, expresado en unidades de presion Al potencial hidrico del
agua pura por convencion se le ha asignado el valor de cero, de modo que el potencial
hidrico de cualquier disolucion sera negativo y sera mas negativo, a medida gue aumente

la concenltracion de solutos. Esta definicién puede expresarse mediante la relacién’

o= (e - ) Ve
donde .

w = potencial hidrico

potencial quimico del agua en el sistema considerado

1

(1

potencial quimico del agua pura & la presion atmosférica y a la misma

llVI.
temperatura gue el sistema considerado.

V,, = Volumen molar parcial del agua (18 cm*/mol)

El polencial hidrico puede descomponerse en: uno, et potencial de presion, causado
por el incremento en la presion y que es igual a la presion hidrostatica real en la parte del
sistema que se considera y dos, el potencial osmético (también lamado potencial de
soluto) causado por 1a presencia de moléculas de soluto (Salisbury y Ross, 1992) .

Asi. un componente importante del ambiente que rodea al embrion durante su

desarrolio es la disponibilidad de agua, se sabe que el endospermo liguido en el cual se
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encueniran los embriones tiene potenciales osmdticos muy negativos {Finkelstein y
Somervitle, 1989) ,

El ambiente del 6vulo restringe la germinacidn y promueve la acumulacion de
cempuestos de reserva en el embrién en desarrollo, ya que conliene una serie de factores
o sefiales que regulan el desarrallo, teniendo efeclo sobre la embriogénesis de manera
comunia Se cuenta con suficiente evidencia que senala que el acido abscisico (ABA) v el
potencial osmolico negativo regulan un importante nimero de procesos vinculados al
desarrollo de los embriones. Entre jos fendmenos que se han reportado como regulados
por eslos factores esta la expresidn de las proteinas de reserva de diversas semillas y en
vanos casos sabe que estos factores regulan estos fenémenos a nivel de la expresion de
'os genes correspondientes. Cuando los embriones inmaduros son aislados e incubados en
medios artificiales, su maduracidn sélo prosigue si estan presentes el ABA o un solute no
melabohzable que genere un potencial osmotico muy negativo (Finkelsteian y Somerville,

1989 Rodriguez-Sotres y Black, 1994, Pacheco-Moises, ¢/ a/,1997)

3 5 Metabolismo de lipidos de reserva durante el llenado del grano.

E! proceso de acumulacion de lipidos de reserva en fas semillas en desarrollo se
puede dividir en dos grandes etapas: 1) la sintesis de acidos grasos y 2) la esterificacién
del esqueleto de gliceral-3-fosfato (glicerol-3-P) con los acidos grasos de los acil-CoA para
producir finalmente el triaciglicerol {(Andrews y Ohfrogge, 1990; Bewley y Black, 1994)

1 a biosintesis de los acidos grasos ocurre en los plastidos a partir de acetil-CoA, el
cual proviene a su vez de la degradacion glucolitica de la sacarosa importada hasta la
semilla desde los tejidos fotosintéticos. Después, la esterificacion del glicerol-3-P con

acidos grasos se lleva acabo en ef reticulo endoplasmico (RE); un componente esencial de
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esla via es e glcerol-3-P, el cual puede provenir de la oxdoreduccion de la
diidroxiacetona fosfato por una NAD+:glicerol-3 fosfalo deshidrogenasa, o bien de la
cihidroxiacetona a partir de )a accion de las siguientes enzimas: friosa-fosfato isomerasa,
ghceraldehido fosfato-fosfatasa, gliceraldehido reductasa y glicerol cinasa Pero no se
uenen evidencia de cual es la via que tiene lugar m vivo 0 si ambas participan en la

produccion de este precursor (Miquel y Browsed, 1995).

3 51 Biosintesis de acidos grasos.

Los componentes esenciales de {a sintesis de nove de AGs son la enzima acetil-CoA
carboxiasa ACCasa (que cataliza la formacion de malonil-CoA a partir de acetil-CoA), las
transacilasas, la acido graso sintetasa (fawry acid synthase, FAS) y las tioesterasas Existen
dos formas de ACCasa, una homodimérica >200 kDa (probablemente localizada en el
cilosol) vy una heteromérica del plastido (Konishi, ef al, 1996) ; ésta ultma es la que
proporciona malonil-CoA para la FAS ya que algunas semillas en desarrollo no expresan la
isoenzima ACCasa citoplasmica, a pesar de poseer una sintesis de lipidos muy activa. La
estructura de ACCasa en la gramineas es diferenle; en estas especies no se presenta la
forma heteromerica de ACCasa y en su lugar tienen dos tipos de la enzima homodimérica,
una forma sensible a los herbicidas fluazifop y sethoxydim, localizada en plastidos y una
forma reststente extraplastidial {Sasaki, et af, 1995).

En las plantas el complejo enzimético de la FAS que se presenta es la FAS tipo I,
esta constituida por varias subunidades polipeptidicas disociables, es responsable de la
sintesis de Acidos grasos saturades de hasta 18 carbonos y esta localizada en los plastidos

y leucoplastos El proceso de biosintesis de acidos grasos {AGs) se efectia mediante la
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elongacion de un tioester entre el acilo a ser elongado (inicialmente acetato) y una proteina
fransportadora de grupos acilos (aey! carrier protein, ACP) La formacion del tioester ocurre
en las etapas iniciales y es esencial para que la elongacion pueda ocurrir; de hecho, Ia
hidrolisis del hoester por las tioesterasas marca el final def proceso de elongacian

La elongacion es un proceso ciclico (fig 3.4) que consta de un condensacion seguida
de una reduccién, una de deshidratacian y una segunda reduccion que dan como resultado

una cadena de n + 2 carbonos, en donde n es siempre un numero par.

atetii CohA moalonil-C oA
o c.0 o o
)J\ @ OM
s cos %T S oA
ADP + P ATFP

malenit ACP

]
o Ms.acn

ACP SH
@X CoA-5H
(o]

ADF %IADPH
wADF
s HaDP®
H [s]
o H,O
M S.ACP — S-AGP

@

enod-AC P 3-hidrosiaci ACFP

Figura 3.4. Ruta de la biosintesis de acidos grasos en plantas. Los nombres de las enzimas gue
catalizan las reacciones indicadas son: 1. acetil-CoA carboxilasa; 2. Acetil-CoA:ACP transaciiasa, 3.
malonil-CoA'ACP transacilasa; 4 3-cetoacil-ACP sintetasa 1ll; 5. 3-cetoacil-ACP sintetasa Y, 6 3-
cetoacil-ACP reductasa; 7 3-hidroxiacil-ACP deshidratasa; 8 Enoil-ACP reductasa { Tomado de

Jaworsk:, ef al, 1993).
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E! proceso se inicia con la condensacion de malonil-ACP y acetil-CoA (fig 3 4,
reaccidn 4) catalizada por la enzima 3-cetoacil-ACP sintasa [l (KAS 1il) (Jaworski, ef o,
1993) que es virlualmente insensible al antibidtico Cerulenina (25, 3R)-2, 3-epoxi-+-ove-7,10-
dodecadienodamida, (Clough er af, 1992; Tai y Jaworski 1993, Schuch, ¢/ of 1894) La
Cerulenina (hg. 3.6) es una micotoxina producida por el hongo Cephalospor imnr cacrufeins y
es un potente inhibidor de la sintesis de AGs (Omura, 1881; Golz ef of 1994) ya que
modifica irreversiblemente el residuo de cisteina del sitio activo de las KAS |y I (véase

mas adefante} (Child y Shoolingin, 1998).

Acl-ACP (n C) ACP-SH
Tipos |, Il y FAS animal® 3-ceto-acil-ACP (n+2 C)
Malonil-ACP (3 C)
3-ceto-acil-sintetasa i 3-ceto-butril-ACP

Acetil-CoA (2C)
CoA-SH

Figura 3.5 Reacciones cafolizadas por las 3-cetoacil sintetizas (KAS). ACP, proteina acarreadora
de grupos acilo; CoA, coenzima A, * La KAS tipo I puede elongar acilos de 4 a 14 carbonos, la KAS
H puede elongar acilos de 14 a 18 carbonos y la KAS del polipeptido multifuncional 4cido graso
sintetasa animal puede elongar acilos de 2 a 16 carbonos. **La KAS Hl cataliza esencialmente la
condensacion inicial de acetato con malonato (Tai y Jaworski, 1993).

Ei paso de condensacion inicial catalizado por la KAS 1li s esencial en las plantas, ya
que estos organismos poseen una actividad muy baja de la enzima acetil-CoA ACP

iransacilasa (Clough, ¢/ af. 1992; Schuch, er al 1994) y se ha demostrado que el cebador de

fa ACP con acetato no es el principal iIntermediario en la reaccion de FAS (Jaworskl, ef o/
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1993) de modo que empleando acetil-CoA como donador, |a condensacion inicial resultaria

lmitante en ausencia de la KAS Ml

Figura 3 6 Estruciura quimica la Cerulenina Inhibidor de las enzimas condenzantes tipo 'y I
(tomado de Omura 1981)

También. se ha reportado la existencia de otras dos isoformas de 3-cetoacil-ACP
sintelasa (Shimakata v Stumpf, 1982). 1a KAS |y la KAS [l gue condensan malonil-ACP y
acil-ACP de 4 a 14 carbonos y de 14 a 18 carbonos respectivamente. Dichas 1soformas son
sensibles a la Cerulenina con una lsp del orden de 2 nM para KAS 1y 50 uM para KAS 1l La
KAS 1l se distingue de estas dos Ultimas formas por poseer la habilidad de usar como
sustralo acelil-CoA en lugar de acetil-ACP, por lener aclividad de transacilasa (fig. 3 4.
reaccién 2) y por ser insensible a la Cerulenina, como ya se menciond El producto inicial
de cada reaccion de condensacion es un 3-cetoacil-ACP y en seguida ocurren tres
reacciones (fig 3 4) para formar una cadena saturada.

a3 el 3-cetoacil-ACP es reducido en el grupo carbonilo por la 3-cetoacil-ACP reductasa
{tig 34 reaccion 6), la cual usa NADPH como donador de electrones, b) la
deshidratacion del 3-hidroxiacil-ACP por la 3-hidroxiacil deshidratasa {fig. 3 4, reaccién
7Y c) cada ciclo es completado por la Encil-ACP (fig. 3.4, reaccién 8) reductasa que
usa NADH o NADPH {Andrews y Ohlrogge, 1990) para reducir el doble enlace fromns- 2

y formar la cadena carbonada saturada.
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El producto final de la FAS son usualmente 16 0 y 18 0-ACP v la reaccion de FAS es
terminada por, hidrélisis o por transferencia de las cadenas acil del ACP Asi, la
composicidn final del los Aacidos grasos presentes en los lipidos de una célula estd
deterrminada por la actividad de las tioesterasas y de ofras varias enzimas que emplean a

estos acil-ACP en la fase terminal de la sintesis (fig. 37)

membrana snteina
ralsrikCol Acetit-CoA e

CITOSOL

aciglicélidos
fosfolipidos

cicho de
engacin PLASTIDO

membrana exlerna

¢)

L

estearo-ACP ——— = ocleclFACP

patmiloi-ACP p
@l

e 1 olepto

palmitato + estearato

oleaikCoA

palmitoil CoA
estearon-Coa

Figura 37 Reacciones que consumen acil-ACP en el interior del plastdo Las actividades
enzimalicas que se indican con los numeros son: 1) acil-ACP tioesterasas, 2) acl-ACP transferasas
plasticiales. 3) acil-CoA sintetasa, 4) estearoil-ACP desaturasa ACP: proteina transportadora de
grupos acilos; CoA. coenzima A (Elaborado a parlir de |a informacion obtenida de Roughan y
Slack, 1982. Andrews y Ohlrogge, 1990, Bewley y Black, 1894)

Las tioesterasas son enzimas que generan acidos grasas libres (fig 3.7) a partw de
los acil-ACP y poseen una marcada especificidad. La generacion de estos acidos grasos
kbres es un prerrequisito indispensable para que los &cidos grasos puedan ser exportados

fuera del plastido y sean entonces empleados para la sintests de diversos lipidos en otros
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comparlimentos intracelulares y extracelulares (Roughan y Slack, 1982} En algunas
especies las  ticesterasas especificas para acil-ACPs de cadena corta terminan
prematuramente la sintesis y regulan asi la longitud de las cadenas incorporadas a los
lipdos (Dormann, er af 1893; Dormann, ef «f 1995). Esto se propone, ya que se ha
demostrado que es posible alterar la composicidn de los productos de Ia sintesis de los
acidos grasos cuando se transforma genéticamente un organismo vegetal con un gene
para una lioesterasa gque posea una especificidad distinta de aguellas presentes en la
planta silvestre (Eccleston y Ohlrogge, 1998). Por otra parte, en las plastidos vegetales se
encuentra una estearoil-ACP desturasa que modifica los acll-ACP por insercion de un doble
enface cis en la posicion 8 del 18:0-ACP. Los diferentes acil-ACP generados pueden ser
empleados por la aciltransferasas de la membrana interna del plastido, para la sintesis de
diversos acilglicéridos y fosfolipidos requeridos por este organelc. De manera que la
proporcion de cada especie de acilo disponible para la exportacién esta determina por la

compelencia enire todas estas enzimas.

3.5 2 Biosintesis de triacilglicéridos

Los acidos grasos liberados por el proceso gue se describid anteriormente salen del
plastido probablemente en forma de acil-CoA Se ha demostrado que la membrana externa
del cloroplaslo posee una actividad de acil-CeA sintetasa. Los acil-CoA pueden entances
ser empleados por la llamada ruta eucariotica de sintesis de acilglicéridos o via de Kennedy

{fig 3 8).

31



Glcers 3 fosfate

acide Lisofosfatidico acdoe fesfatidico
® & ® & ®
ir ziﬁi‘r]”_g anE I LPJ ’snllmH sna
OH OH /' acil OH ; acil acH
acll-CoA acl-CoA
Diaciglkcerel
Pi
OH
sn 1 sn-3
CoP-elanclamina elc
acil acl
COP colinz
! Tnac«!allcerol
acil-CoA cMP anolamina
acH (T)
1—!’—‘—J”3 sr\‘l_'z“— sn 3
EY RN H acd acl

Fosfatdiletanolamna

acs acl

fosfatidilcobna Lipides de membranja

Figura 3 8. Ruta de la sintesis de triglicéridos y fosfolipidos. Los nombres de las enzimas que
catalizan las reacciones indicadas son 1. Glicerol 3-fosfato aciltransferasa; 2 Lisofosfatidato
aciltransferasa; 3 Fosfalidato fosfatasa, 4. Diacilglicerol aciltransferasa (Tomado de Stymne, 1993)

La sintesis de triacilglicéridos (TAG) que se realiza enteramente en el reticulo
endoplasmico, se inicia con la incarperacidn secuencial de los AGs de los acil-CoA a las
posiciones w-1 y sn-2 del glicercl-3-fosfato para formar acido fosfatidico. Estas reacciones
son catalizadas por la glicerol-3 fosfato aciliransferasa (G3P-AT) y la lisofosfatidato
aciliransferasa (LPA-AT} que dan fugar a la formacion de acido lisofosfatidico (LPA) y acido

fosfatidico (PA), respectivamente. El PA es convertido a diacilglicérido por una fosfatidato
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fostatasa y un tercer acido graso es transferido a la posicion sn-3 por la enzima
draciglicerol-acitransferasa {DAG-AT) para formar el TAG. En las semillas, los TAG que se
han sintetizado se acumulan en organelos subcelulares denominados cuerpos lipidicos (fig
39} los cuales estan formados por una matriz de TAG rodeada por una monocapa de

fosfolipidos en la que se encuentran embebidas las proteinas tipicas de estos organelos,

flamadas oleosinas.

Figura 39 A) Modele del cuerpo lipidico del majz. Este dibujo muestra un corte en el que se
observa la matnz de triacilglicerol rodeada por una monocapa de fosfolipidos. Las oleosinas se
encuentran en contacto con fos fosfolipides y se insertan en la matriz de friacilgliceral B) corte
superficial en el que se muestran dos moléculas de oleosinas y dos moléculas de fosfolipidos. Las
oleosinas (1) estan representadas como un talllo de 11 nm que corresponde al dominio hidrofabico
central, unido a una estructura globular anfipatica, que corresponde a los segmentos amino vy
carboxito terminal de la proteina. Los fosfolipidos estan representados como dvalos unidos a dos
lineas, C) vista supeificial de una unidad estructural constituida por 13 moléculas de fosfolipidos y
una de cleosina. Para indicar claramente la unidad estructural, se muesiran 3 moleculas de
oleosinas adyacentes y 4 de fosfolipidos. La figura superior es la vista superficial arnba del glébulo
de oleosina y la figura inferior es la vista desde el nivel del grupo polar de los fosfolipidos
{Modficado de Huang, 1993)
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3 53 Regulacidn del proceso de acumulacion de lipidos.

’

Todas las células de las plantas poseen la capacidad de sintelizar acidos grasos a
partir de acell-CoA por medio de una ruta comdn localizada en las plastidos La bioguimica
de esta ruta es poco conocida y se ignora el como se controla el nivel de los diferentes
tpos de lipidos producidos en los diferentes tejidos (Ohlrogge y Jaworsks, 1997). Ademas,
no es claro cuales son las reacciones responsables de proporcionar acet-CoA a la
ACCasa. aunque se ha prepuesto que el acetato libre puede ser la principal fuente de
carbono {(Rougham, er af 1879), que puede provenir def piruvato metabolizado por la
prruvato deshidrogenasa (Lermark y Gardestrom, 1994), o ser generado por la actividad de
la citrate Lasa {Nelson y Rinne, 1975) Lo que si es claro es que el acetil-coA es un
melabohto central para la sfintesis de diversas moléculas y es muy probable que las rutas
gque proporcionan acetii-CoA, asi como el origen del mismo, dependen del {ejido v del
estado de desarrollo. La imposiblidad de las plantas para escapar a los cambios
ambientales provocan que estos organismos presenten un metabolismo de gran plasticidad
y que responde de acuerdo a las variaciones en su ambiente, pero en funcion de su estado
de desarrollo, de la hora del dia y sus posibllidades de crecimiento (Ohlrogge y Jawarski,
1997)

Debido a2 que fa acumulacidn de reservas so6lo se da en la fase intermedia de!
desarrollo de ta semilla, es necesario estudiar el control metabdlico que se ejerce en la
semilla y que permite en un momento dado disparar o cesar la deposiciéon de biomoléculas
Et analisis in wifro de las propiedades cinéticas de las enzimas de la via metabdlica,
estudios sobre la aclividad de una enzima durante el desarrollo y el andlisis de la influencia

sobre la enzima de los intermediarios de la ruta pueden proporcionar evidencias
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adicionales hacia la identificacion de puntos de control. Sin embargo, estas estrategias son
hmitadas poraue muestran las propiedades de la proteina y controles a los que la enzima
responde 1 vitre, PEro No, cual es su participacion real en el control del metabolismo n1 vivo
thershr, 1998)Por otra lado, los sitios de regulacion metabdlica pueden ser confiablemente
identificados por analisis de las propiedades m vive de las enzimas y la determinacion de
las concentraciones de las pozas Asi, La concentracion de sustratos y de productos de
cada reaccion dan informacion acerca de las reacciones que estan cerca del equilibrio y
cuales estan alejadas de éste. Un rasgo distintivo de casi todas las enzimas reguladoras es
que la reaccion que catalizan esta desplazada con respecto al equilibrio termodinamico
tOhlrogge y Jaworski, 1897).

Debido a que los niveles in vivo de los intermediarios 3-cetoacll-ACPs, encil-ACPs o
3-hidroxiacil-ACPs no son delectables, se ha sugerido que estas reacciones se aproximan
a un estado de equilibrio quimico y que m vive las actividades de estas enzimas estan en
exceso, por lo que no es probable gue estas enzimas sean reguladoras En contraste, las
conceriracion de acetil-ACP es considerablemente mas alta que la de maleni-ACP, este
resuitado suglere que la reaccion de ACCasa, que tiene un equilibrio constante ligeramente
favoreciendo la formacion de malonil-CoA, esta significativamente desplazado del equilibrio
y es un candidato para explicar la regulacion (Jaworski, e/ «f 1993).

A pesar de que la mayor evidencia disponible implica a fa ACCasa como ef
determinante primario de los niveles de la sintesis de acidos grasos (Eastwell y Stumpf,
1993, Roesler, ef af 1996, Turnham y Northcote,1983), varias evidencias sugieren que el
conirol sobre la ruta es ejercido por mas de una enzima en la via y que la contribucion
relativa de la ACCasa en el control es variable . En cloroplastos incubados en presencia de

luz se tienen evidencias de que bajo condiciones de flujo fotdnico intenso, la reduccion de
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ta actividad de la ACCasa puede ser mas efectiva en limitar la actividad de la FAS, pero un
gran incrementp en la actividad ACCasa sélo resulta en un pequeno incremento en el flujo
globat a través de [a ruta (Post-Beittenmiller, ef of 1992; Roesler, ¢/ o/ , 1997) Eslo sugiere
que bajo condiciones de elevada actividad de la ACCasa, las enzimas condenzantes (KAS)
pueden ser un paso mitante en la actividad de FAS; de hecho, la KAS Il ha sido propuesta
como sitio de regutacian de la sintesis de AGs (Bruck, ef a/ 1986), s bien, la transformacién
de semillas de Brassicu napus con copias extras de los genes de KAS Il de fochericina coli
no resuftd en una mayor acumulacion de trigliceridos en las semillas de estas plantas
tVerwoert er of 1995) La actividad de las tres 1soformas de KAS son aproximadamente
iguales lo que sugiere gue al incrementarse la actividad de una de ellas, el efecto seria

pequeno, debido a que Ias ofras isoformas de KAS serian limitantes

3531 Regulacion por retroalimentacion.

La regulacion por retroalimentacion negativa se caracteriza por que el producte final
de la via metabdlica mhibe la actividad de una de las enzimas involucradas en su
biosintesis. En muchos casos, ia inhibicion ocurre en la enzima que cataliza el primer paso
de la via. ocasionando que la actividad de las enzimas involucradas en las reacciones
subsecuentes se vean reducidas porque los sustratos se vuelven imitantes Por elio, Ia
intubician por retroalimentacion negativa proporciona un mecanismo sencihlo de alta
velocidad de respuesta para controlar el fiujo a través de una ruta metabolica En levaduras
y animales, se considera que el proceso de sintesis de lipidos esta debidamente contrelada
mediante la retroalimentacidn negativa de los acil-CoAs de cadena larga sobre la ACCasa

{Ohlrogge y Jaworski, 1987). Por ejemplo, en ensayos realizados por Shintaini y Ohlrogge
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(1995), la adicion de lipidos exdgenos a células de tabaco en suspension resulta en una
rapida disminucion en la incorporacion de [ C)-acetato en acidos grasos Lo que sugiere
que las células poseen un mecanismo que les permite percibir la disponibilidad de &cidos
grasos y responden con una disminucion en la produccién de nove de estos metabolitos
Ademas, el analisis de la poza de intermediarios de acil-ACP indica que disminuyen acil-
ACPs de cadena larga v no cambian los acil-ACPs de cadena media. Por lo tanto, la
requlacion parece extenderse, directa o indirectamente a la enzima condensante tipo 11, en
esle sistema.

Considerando que el producto final de la sintesis de &cidos grasos en los pléstidos
son los acil-ACPs de cadena larga, eslos serian los candidatos |ogicos para ser los
reguladores de la FAS. Pero, en contraposicidn con las evidencias anteriores, cuando las
sintesis es lenta, 1a poza de acilllACPs de cadena larga baja significativamente, ésta
respuesta es contraria a lo que se esperaria si existiese exclusivamente una regulacion por
retroahmentacion negativa (Roesler, ef «f 1996). Adicionalmente, estudios recientes
reahzados en bacterias demuestran que estos organismos podria mantener un ciclo
continuo de sintesis v degradacion de malonil-ACP que se establece entre la ACCasa y la
KAS Il cuando los intermediarios de la sintesis se acumuian (Heath y Rock, 1995).

Los acil-ACPs pueden jugar un papel muy importante en la regulacion de KAS 1H; por
ejemplo, cuando la actividad de KAS Iil de semillas de Cuphea es ensayada con 05 uM de
10 0-ACP se obtiene un 50% de ia inhibicion (Bruck, ef af 1998) y se obtienen resultados
similares al ensayar !a actividad de esta enzima en homogeneizados de semiltas de colza y
hojas de espinacas en presencia de 1 M de 10:0-ACP En todos los casos el maximo de

inhibicion fue ohservado con 10:0-ACP. Pero también exisien ensayos que sugieren que |a
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inhitncion observada sobre KAS IH en los homogeneizados de las plantas es indirecta

(Ohirogge y Jaworski, 1897}.

3532 Control de abastecimiento de sustrato y cofactores

Otro camino para el control del flujo a fravés de una ruta metabdlica es la regulacion
en la disponibiidad de sustratos y cofactores. En animales {Goodridge, 1985) y algunas
levaduras oleosas (Boiham y Ratledge, 1979}, es evidente que la acumulacién de acetil-
cOoA via la reaccién de la ATP:citrato liasa determina los niveles de FAS y hay sugerencias
de que el acelil-CoA disponible no es usualmente limitante de la produccion de AGs, si bien
no se han oblenido evidencias conclusivas en plantas. Si los niveles de acetil-CoA fueran
limitantes en la sintesis, un descenso en los niveles de acetil-CoA seria una consecuencia
fogica durante condiciones de inftensa produccion de AGs lo cual no sucede {Post-
Beiitenmiller er o/ 1992). Ademas, en semillas en desarrollo los niveles de acetil-ACP son
lan altos como en las hojas desarrolfadas en presencia de uz, estos niveles de acetil-ACP
permanecen sin cambios substanciales durante el desarrollo de la semilla a pesar de
grandes cambios en los indices de FAS (Post-Beittenmiller. er af 1993).

Tentativamente, se concluye que el abastecimiento de carbono no es un limite para la
produccion de AGs en hojas y semillas de plantas normales. Las evidencias que se tienen
sobre el consumo de acetl-CoA en la poza plastidial {(Nawrath, er of 1994) indican que debe
de existir un mecanismo que permita ai pléstido obtener el aceti-CoA necesaric en
respuesta a una demanda metabdlica adicional.

Como en el caso del suslrato, se consideraria que la disponibilidad de cofactores o de

enetgia bajo ciertas condiciones podrian representar una limitante para la sintesis La
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sintesis de acidos grasos es una via metabdlica que demanda energia, se requieren 7
moléculas de ATP y 14 de NAD{P)H para ensamblar un acido graso de 18 carbonos
{Ohlrogge y Jaworski, 1997). Sin embargo la energia usualmente no es limitante en el
desarrollo giobal de {a planta. En los cloroplastos, el ATP y &l NADPH pueden derivar de ia
fosfardacion vy el transporte de electrones; pero, en la obscundad o en tejidos no verdes, la
glucolisis y el ciclo oxidativo de las pentosas-fosfatos puede proporcionar el ATP y energia

reductora (Agrawal y Canvin, 1971; Dennis y Miernyk, 1982)

3533 Control de la cantidad de aceite producido por una semilla

La enzima encargada de sintetizar TAG a partir de DAG y acil-CoAs es |a diacilglicerol
act! fransferasa (DAGAT). Tanto las hojas como fas semillas tienen capacidad de sintetizar
TAG (Cao y Huang, 1986, Martin y Wilson, 1983), por lo tanto la expresion especifica de
DAGAT es insuficiente para explicar la diferencia en ta acumulacidn de TAG que existe
enlre las hojas y las semillas. Esio da pauta a considerar que la sintesis de aceites es
controtada por el abastecimiento de acidos grasos o precursores de &cidos grasos.

Estas evidencias anteriores se contraponen a lo mencicnado en el apartado 353 1
que sugeria un control a través de la demanda. Por otro lado, experimentos de expresion
de fa 1Z:0-ACP tioesterasa de la baya californiana en semillas de colza (B. napus)
tfransgénica indican que cuando se ha producido mas cantidad de 12'0 del que puede sar
metabolizado a TAG por las aciltransferasas u ofras enzimas, el exceso de 12 O se "corrige”
mediante la induccidn del catabolismo de AGs. ya que se expresan las enzimas de la p-
oxidacion y las del ciclo del glioxilato (Ohlrogge y Eccleston, 1896} Este resultado

supondria que las tivesterasas son limitantes en el proceso de exportacion de los AGs y
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supondria que la sintesis de TAG estaria limitada por la disponibilidad de precursores. Sin
embargo. las plantas transformantes no acumulan mas TAG (Ohlrogge y Eccleston, 1996).
Nueslira incapacidad para explicar completamente este resultado enfatiza lo mucho que nos
falla por entender en relacion a fa reguiacion de los niveles de TAG que se acumulan en las
semillas

Olras evidencias de que la utilizacion de acidos grasos incrementa sus indices de
sintesis han sido obtenidas de experimentos con F colr (Ohlrogge, ef af 1995) Por lo tanto,
ios indices de sintasis de AGs aparentemente puede ser regulada por la demanda.

Extrapolando este concepto de bacterias a semillas: quizd en respuesta a una
demanda intensa de cadenas aciladas se producen cambios en un intermediario
metabolico clave lo que a su vez se traduce en un aumento en la velocidad de biosintesis
de AGs Para ilustrar esta posibilidad supdngase gue la actividad elevada de la DAGAT (y
de olras acitransferasa) produce un agotamiento de acil-CoAs que eventualmente resulta
en una liberacion de la inhibicion por retroalimentacion negativa (directa o indirecta) de la
ACCasa ylo de las KAS por acil-CoAs. Asi el resultado final serfa una estimulacion de la

produccién de AGs
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4 Hipdtesis

{ a sinlesis de acidos grasos no se encuenira regulada en forma directa por el ABA y
ol potencial osmético bajo. sino que es el consumo acelerado de los &cidos grasos lo que

estimula la sintesis activa de los mismos.
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5 Objetivos

Objetivo generat:
. Obtener evidencias que indiquen ia contribucion del proceso de sintesis de
acidos grasos a la regulacion de la acumulacién de lipidos de reserva en

semillas en desarrolio

Objetivos particulares

. Determinar si el ABA y un potencial osmético bajo madifican la sintesis de
acidos grasos en semiltas en desarrollo

. Determinar si [a Cerulenina es capaz de inhibir la sintesis de acidos grasos in
1ho

. Determinar el momento correcto en el que debe aplicarse la Cerulenina durante
la incubacion para abservar claramente su efecto.

. Determinar [a relacion dosis-respuesta del efecto observado de la Cerulenina
sobre la sintesis de acidos grasos

. Determinar s fa inhibicidn moderada de la sintesis de acidos grasos afecta
significalivamente la velocidad de sintesis y acumulacian de friglicéridos en los
embriones tratados i vifre

. Determinar si la adicidn de acidos grasos exdgenos al medio de incubacidn

resufta en la incorporacidn de fos mismos a los lipidos de reserva de los

embriones tratados.
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Determinar si la aplicacion de Acidos grasos en forma exdgena altera en alguna
medida a la sintesis endogena de los Acidos grasos y si esta adicion puede
revertir los efectos negativos que pueda tener la Cerulenina

Estudiar el efecto de la Cerulenina sobre la aclividad de la diacilglicerol

aciltransferasa en la sintesis de triacilglicéridos.
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6 Materiales y métodos

65 1 Matenales
6 1.1 Suslancias quimicas

Las diversas sustancias quimicas empleadas fueron

Sacarosa y Sulfato de Zinc, de Merck

Acido abscisico, MES, Tris, Cerulenina, Tripalmitina, 1,2-sn-dipalmitoit-glicerol, 1,3-
sn-dipalmitoil-glicerol  1-monopalmitoil-rac-glicerol. Acido palmitico, Polioxietilen sorbitan
manolaurate (Tween 20), Oleoil-CoA. 2 5-difeniloxazol (PPO) y 1,4-bis[2-(5-feniloxazolil)])-
tenzeno (POPOP) de Sigma Chemical Co

Cloruro de sedio. Cloroformo y Toluene, J.T.Baker

Martol. Acetato de sodio, Metanol, Acido acético, Hexanos, Eter etilico y Acido
sulfurico de Mallinckroat

Z-pentanol  Hidroxido de tetraetilamonio, PEG, Hipoclorito de sodio de Aldrich

Chemical Co vy

("*C]-Acelato de sodio, {*H]-Acetato de sodio, 1-['"C]-oleoil-CoA de NEN-Dupont.

5 1 2 Matenal biologico

Los experimentos descritos en este frabajo se realizaron con embriones inmaduros
de maiz (Zea mays). Debido a la necesidad de contar con material fresco de manera
conhinua las mazorcas fueron adquiridas en el mercado de Xochimilco, en este mercado

como el sitio de venta es proximo al sitio de cosecha, se presenta la ventaja de que las
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mazorcas estan frescas y no has sido refrigeradas. por lo gue las semillas se encuentran
manos estresadas En la adquisicion de las mazorcas se tomaron como criterios de
selecaion el color del pelo del elote, tamafo y consistencia de grano del elote Las
caracteristicas antes mencionadas estan intimamente relacionadas con el grado de
desarrollo que presentan los granos, lo que permitid que de alguna manera se pudiera
nslandanzar el estado fisiologico de los embriones que fueron empleados en cada
ratamiento Las semillas seleccionadas para estos estudios se encontraban entre los 25 y

33 dias después de la floracion, lo que corresponde al pericdo intermedio de la fase de

a¥pansion {véase apartado 3 4 )
6 2 Metodos

62 1 Aislamienio de los embriones de la mazerca.

Los elotes libres de hojas, pele y materia extrafia fueron sumergidos en una
disolucion de polietilenglicol (PEG) al 16% con 1.2% de Hipoclorito de sodio por 25 min, a
fur de que la supericie de los elotes se encontrara en condiciones asépticas para poder
aslar a los embriones Para aislar los embriones se trabajo bajo condiciones estériles y en
la campana de flujo laminar, una vez concludos los 25 min., los elotes se enjuagaron con
una disolucion estéril de PEG al 16%, se realizo una incision sobre la parte superior del
grano y los embriones fueron extraidos con ayuda de una espatula. Como este proceso
iropone un cierto estrés sobre los embriones, estos fueron sometidos a un tratamiento de
recuperacion, para ello se incubaron en lotes de 15 por 24 h a 25°C en 2.5 mL de un medio
con 10 mM de MES pH 5.5, Manitol 500 mM (bajo potencial osmético), Sacarosa 60 mM vy

ABA 10uM (medio BMSA) en matraces Erlenmeyer de 50 mL con agitacion orbital a 60
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RPM. en forma previa a la realizacion de los tratamientos que se describen en los
siguentes  apartados Los ftratamientos indicados como de tiempo cerc son los

correspondientes a los embricnes al final de estas primeras 24 h.

6 2 2 Efecto del ABA y def potencial osmatico sobre la acumulacion de dcidos grasos.

Cada Iote de 15 embriones, aislados y tratados como se ha mencionado, fueron
recuperados y (ransferidos a una caja petri de 5 ¢m de diametro que contiene 1 mL del
imedio correspondiente a cada tratamiento El total de lotes se dividieran en tres grupos, a
fiin de estudiar el efecto del ABA (fitorreguladon y del potencial osmdtico, quedando un
arupo como testigo Para estudiar el efecto del ABA se empleo una concentracion de 10uM
ARA y para el potencial osmdtico (PO) se adicioné al medio Manitol (solutc no
matabolizable por los embriones, que no penetra la membrana plasmatica de las células
fFinkeisten y Somerville. 1989)) & una concentracion 500 mM. El pH del medio fug 5 5y los
awbricnes fueron incubados por 24 h a 25°C. Concluida esta segunda incubacion, el medio
de watameento se renovd y se adiciond la marca radioactiva, la cual consistio en 2 5uC de
Acetato-[""'C) de Sodio (1 25 miM de Acetato de Sodio): después de lo cual se incubd por 4
b segun  procediniento reportadoe por Pacheco-Moisés y colaboradores (1987)
Postenormente, fos embriones fueron enjuagados con una disolucion de Acetato de sodio
020 a pH 55y se colocaron en 1 mL de metanol 100% para proceder a la extraccion de
Ios lipidos y el analisis correspondiente. Debido a las repeticiones de cada tratamiento,

caando no es posible extraer los lipidos de todos tos embriones en el mismo dia, los

embnones fueron guardados a -70°C en 1 ml. de 100% metanol para la postenor

exiraccion de los tipidos.
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6 2 3 Extraccion de lipidos y analisis de la fase cloroformica.

La extraccion de lipidos se realizd molienda los embriones de cada tratamiento en un
mortero con una mezcla de metanal-cloreformo 1-1. En el caso de los embriones que
fueron guardados a -70 C se descongelaron a temperatura ambiente antes de ser molidos
Se transfing cuantitativamente el contenido del mortero a un tubo de centrifuges, al cual se
la adicionaron 4 mL de una disolucién acuosa de NaCl al 1% con ZnS04 al 0 15%; se
ceninfugd a 2500 R P.M durante 15 min Después la fase acucsa se elimnd y la fase
cloroférmica se recuperd para guardarla en un tubo Eppendorf, para su andlisis posterior
La separacion del contenido de la fase cloroférmica se realizd por medio de una
cromategrafia en capa fina (CCF). usando como eluyente una mezcla de hexanoéter

aliico acido acético en las proporciones de 75:25 1

—TAG
Fig. 6 1. CCF del aceite de oliva, usando como
eluyente una mezcla de hexano:éter etilico acido
> AGL acético en las proporciones de 75251, los
\ manchas fueron reveladas por tincidon con vapores
! de Yodo

Las manchas se identificaron por tincién con vapores de Yodo y por comparacion
con el aceite de oliva el cual fue caracterizado empleando los siguientes esténdares Acido

palmitico {16:0). 1-monopalmitoil-rac-glicerol, sn 1,2-dipalmitoil-gliceral; sn 1,3 dipalmitol-
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ghicerol y Tnpalmitina Ja figura 6.9 muestra una CCF del aceite de oliva, realizada en fas

condiciones sefaladas con anterioridad.

6 2 4 Cuantificacién de la radioactividad incorporada a los acidos grasos

Se realizo raspando las manchas de la CCF y colocando la silica gel en un vial con 3
mL de liquido de centelleo, luego de lo cual. se tomd la lectura de la desintegraciones per
minuto {DPM) en el contador de centelleo liquido Para determinar el porcentaje de
mcorparacion en os dcidos grasos totales se realizd una hidrélisis de |a fraccion soluble en
(lorofermo previa a la separacion de los AGs siguiendo el método descrito por Rodriguez-
sotres y Black (1993). 0.5 mL de hidrdxido de tetraetitamonio 1 M acuoso se llevo a 100 mL
con 2-pentanol se mezcld vigorosamente y se agregd a la muestra de lipidos, la reaccion
se efectud durante 30 min a 55-66 °C. Concluido el iempo se detuva la reaccion con 90 (L
de solucion acuosa de HCI0 1 M y tnetilamina-HCI 0.017 M, se mezcld vigorosamente y se
deyo enfriar por 3 min La fase organica superior (dcidos grasos y 2-pentanol) se recuperd y

se eliming el exceso de 2-pentanol para realizar la CCF

6 2.5 Efecio de la inhibicidn de la sintesis de AGs sobre ia acumulacién de TAG

Para estudiar el efecto del la inhibicion de la sintesis de acidos grasos sobre el
proceso global se empled la adicion de Cerulemina Es estos experimentos los embriones
fucron tratados de la manera descrita con anterioridad para ser aislados e incubados bajo
las mismas condiciones empleando el mismo medio (BMSA). En el primer tratamiento, con

el objetivo de delerminar el valor de pH mas adecuado para la accion inhibitoria de la
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Cerulenina los embriones fueron transferidos a un vial que contenia 1 mL del medic BMSA
apH 55y 41y fueron incubados en presencia de 100pg/mL de Cerulenina adicionada 6 h
antes de la marca radioactiva, en forma semejante a lo ya descrito. Después de esta
incubacion los embriones fueron tratados de la forma descrita con anterioridad para la
ex{raccion de tipidos y la cuantificacion de la incorporacion de marca Con este tratamiento
se delermind el efecto del inhibidor sobre la acumulacion de lipidos totales En un
tiatamiento posterior a pH 5 5, los embricnes tratados de la forma descrita en un principio,
fueron trasladadas a un vial que contenia 1 mL del medio, BMSA y se les adicionaron 0, 25,
50 100 6 200 pg/mL de Cerulenina seis horas antes del marcaje radioactivo, después de
esla los embricnes son lratados de la manera ya descrita y las fracciones lipidicas se

recobraron conforme a lo descrito en el apartado 6.2.3.

526 Incorporacion de acidos grasos-[*C] exdgenos

Los embriones fueron aislados e incubados de la manera descrita con anterioridad
bajo las mismas condiciones empleando el media (BMSA). Concluide el periodo de
mcubacion se renovo el medio y se dividieron los embriones en dos letes para su
tratamiento. a los dos lotes se les adicionaron 7000 D.P M de ["Cl-4cidos grasos
exogenos. provenientes de las fases cloroférmicas sobrantes de los expermentos
antenores las cuales fueron hidrolizadas siguendo el método descritc por Rodriguez-
sotres y Black (1993} y solo a un lote se le agrego Cerulenina a una concentracion de 38
ugl mb Estas adictones se realizaron a fin de saber si los acidos afadidos de forma
=xogena son incorporados a los TAG de los embriones, y para conocer que efecto tiene el
abaslecer de Acidos grasos a la via de sintesis de TAG cuando se encuentra inhibida la

sintesis de acidos grasos por la Cerulenina. Ambos lotes fueron incubados por seis haras,
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al cabo de las cuales se le adicion6 | *H]-acetato de sodio con el objeto de saber si de
alguna manera. la sintesis de novo de acidos grasos, a partir de [ °H]-acetato, es modificada
por la presencia de ['“C)-4cidos grasos exdgenos la incubacion después de la segunda
adiministracién de marca radioactiva durd cuatro horas Concluido el periode de incubacion,
Ios embriones fueron enjuagados y los lipidos totales extraidos y almacenados para su

postenor andlisis, conforme a lo descrito en ef apartado 6.2.3.

5 2 7 Extraccion de microsomas de embriones inmaduros de maiz

En un bano de hielo se colocd una caja petri que contenia glicerol al 16%, en 1a cuél
fuzron deposttados los embriones extraidos de acuerdo al procedimiento descrito en &l
aparlado 621 Los embnones exiraidos fueron enjuagados con agua destlada y
transferidos a un morlero en donde se molieron con una disolucién amertiguadora de Tris
pH 7 4 en la proporcion gramos de embridn-mL se buffer de 1-1. Se transfirid el contenido
del mortero a un tubo de centrifuga v se centrifugd a 4000 R.P.M durante 15 minutos, se
recuperd el sobrenadante, el cudl fue centrfugado a 38 000 - 40 000 R.P M durante una
hora Al terrmino de la segunda centrifugacion se recupero el pelet y se re suspendié en Tris

i 7 4 con ghicerol al 20 %. Se congeld a -70 C para su posterior analisis.

6 2 8 Ensayo de la actividad de |a diacilglicerol aciitransferasa (DAG-AT).

La actividad de DAG-AT fue medida por incorporacion de la marca con 1-['‘CJ-
Oleoi-CoA en DAG (Cao y Huang, 1986; Pacheco-Moisés, ef af, 1997) La mezcla de
reaccion contenia 0 1 M del buffer Tris, pH 7.4, 84 mM de Sacarosa, 8 8 uM de 1-['“C]-

Oleoil-CoA. 2mM MgCl,. 0.33 mM de dipalmitoil diacilglicerol previamente emulsificado con
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T.ween 20 {la concentracion final de Tween en el ensayo fue de 0.02%) y 50 pg de proteina
microsomal en un volumen final de 015 mbL. El ensayo se realizo a 30°C durante 10
minutas. La reaccion fue detenida por adicion de 600 ul de la mezcla cloroformo-metanol

11 Los productos fueron separados por cromatografia en capa fina empleando como

sluyente hexano dietileter acido  acético (75:251 viv). Las manchas de TAG fueron

delecladas con Yodo. raspadas de las placas y contadas por centelleo liquido
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7 Resultados

7 1 Efecto del ABA y del potencial osmético sobre fa acumulacion de acidos grasos

12 Ciac
AGlot

-
Q
1

Ll
J

Incorporacion de ** C en Acidos grasos
{% de la captacion total)

Euf fer-marildd ! Buffer-ABA

Fejrra 7 1 Sintesis de acidos grasos libres (AGL) y de acidos grasos totales (AGtot) a partir de
£ ‘C]-acetato por embriones de maiz aislados e incubados durante 24 h en un medio con 10mM
1AES (Buffer) y sin adiciones o suplementado con 500 mM Manitol yfo 10 M acido abscisico (ABA),
segun se indica La marca radioactiva se aplico por 4 h al final del periodo de incubacion El 100%,
en asta figura y en las demas, corresponde a fa toma total de '*C por el embrion

Los embriones inmaduros de maiz aislados de las semillas son capaces de sintetizar
u v Acidos grasos a parlir de ["“Cl-acetato cuando son incubados en presencia de acido

Abscisico {10uM). o en presencia de Manitol (500mM) el cual produce un potencial
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osmotico negativo. En contraste, cuando son incubados en un medio con un amortiguador
s suplementos (MES 10mM, pH 55). la sintesis de acidos grasos se reduce
gradualmente dentro de las primeras 24 hrs, lo cual se refleja en un menor porcentaje de

ncorporacien de “C. tanto en los acidos grasos libres como en los acidos grasos totaies

thg 7 1), stendo el efecto mas notorio en los niveles acidos grasos totales.

7 2 Efecio de la Cerulenina sobre la sintesis de lipidos totales

Se ha demostrado que la Cerulenina inhibe la sintesis de AG in vifro y en un cierto
numero de sistemas m vno (Omura. 1981). A fin extender estas observaciones al caso de
ins embriones inmaduros de maiz aislados de la semilla, se procedid a incubar a los
ambriones inmaduros de maiz en la presencia de la Cerulenina. Debido a que la Cerulenina
an disolucion acuosa es estable a un pH de 4.0 (Omura, 1981 ) es necesarno saber si al pH
de estudio la Cerulenina estd activa El pH del medio de incubacién empleado en
expenmentos anteriores con embriones de maiz aislados es de 55, por lo que, en este
ansayo se incubd a dos diferentes pH, 55 y 4 1, la Cerulenina fue adicionada 6 h antes de

la marca radioactiva siendo la concentracion de Cerulenina empleada igual a 100 pg/mL.

La fig. 7 2 muestra el efecto de la Cerulenina sobre la sintesis total de lipidos a partir
de [ *CJ-acetato. realizada por los embriones inmaduros de maiz. La figura revela gue la
adicion de Cerulenina produce una reduccién importante en los niveles totales de lipidos
radioactivos presentes en los embriones de cada tratamiento, con respecto al control
correspondiente. A pesar de que la inhibicion observada fue similar en ambos casos

(63 B0% a pH 5.5 versus 62.37% a pH 4.1), se observa en la misma figura que a pH 5 5 se
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lone mayar incorporacion de **C por ello este fue el pH de trabajo en los expenmentos

posteriores

€0 -

0+

Incorpoaaion de C en imdos totales
( %o de captacon total)

SH55(&C)  pH55(CICH T 41 (50 £H 4 1 (CIC)

Figura 72 Efecto de la Cerulenina sobre fa sintesis de lipidos totales a partir de ["“Cl-acetato por
embnones inmaduros de maiz aislados e incubados durante 24 h en un medio con 10 uM ABA, 10
mi4 MES 80 mM Sacarosa 500 mM Manitol (medio BMSA) y a pH 5.5 0 4 1, con {C/C) 0 sin
Ceruienina (S/C) la concentracién de Cerulenina empleada fue de 100 pg/mL y se adicion¢ al final
del periodo de incubacion 6 h antes de la marca radicactiva. Los embriones fueron incubados por 4
h subsecuentes a los tratamientos en presencia de la marca radioactiva
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7 3 Inhibicion de a sintesis de acides grasos

Para saber cual es el tiempo mas adecuado para obtener un efecto pronunciado de
la Cerulenina sobre la acumulacion de los lipidos neutros, se procedid a incubar a los
embriones en presencia de 50 ug/mt de Cerulenina durante 0. 3, 6, 10y 24 h, previas a la
acdicién de la marca radioactiva. Entonces se determiné la sintesis de acidos grasos libres

(AGL) y de tnaciiglicéridos (TAG) a partir ['“Cl-acetato.
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figura 7 3 Efecto de la Cerulenina sobre la sintesis de acidos grasos libres (AGL) y triacilglicéridos
(TAG) a partir de [*CJ-acetato por embriones de maiz aislados e incubados en el medio BMSA a pH
55 Al cabo de 24 h., se adicionaron 50 pg/mL de Cenilenina al medio de incubacién y ésta se
prolongo por 0, 3, 6, 10y 24 h., al final de las cuales se afadio la marca radioactiva durante fas 4 h.

subsecuentes 3 los tratamientos.

Los resultados se muestran en fa fig 7.3, en ella se aprecia que cuando la

exposicion a la Cerulenina es apenas de unas tres horas antes de la marca no se observan
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hferencias en los miveles de TAG y AGL. En contraste, cuando la exposicion se incrementa
a4 sers 0 mas horas antes de la marca, se observa un fuerte descenso en los niveles de
TAG mientras que los niveles de AGL se mantienen practicamente constantes Este
resultado demuestra que la adicion de Cerulenina, a la concentracion empleada. debe

preceder a la aplicacidn de la marca, por lo menos seis horas, para que se observe un

efeclo claro
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Frgura 7 4 Sintesis de acdos grasos libres (AGL), diacilglicéridos (DAG) y triacilglicéridos (TAG) a
partr de ['Cl-acetato por embriones de maiz aislados e incubados durante 24 h en el medio BMSA
a pH 55 Al final del periodo de incubacién se adicionaron 0, 25, 50, 75, 100 y 200 pg/ml. de
Cervlentna por 8 h antes de anadir la marca radioactiva, 12 cual se aplicé por4 h
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Con la finalidad de analizar mejor este resultado, se construyo [a fig.7 5, en elfa se
observa que la diferencia en el descenso de TAG con respeclo a DAG se presenta en el
ntervalo de 0 a 75 ug/mL: en la fase inicial los TAG sufren un descenso muy pronunciado,
mientras que los DAG y los AGL tienden a mantenerse constantes en un inicio (entre 0y 25
ngfml) y solo al aumentar mas la concentracion de Cerulenina las dos especies caen. En
adicién a lo anterior los AGL son menas sensibles a la presencia de Cerulenina y

descienden en forma menos pronunciada que los DAG y los TAG.

C " TAG
s I S —e— DAG
: —a— AGL

L B

o e
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Incorporaardn de C en addos grasos
{ % de captaaon totat)
5
1 "
o —

—

T 1 i T
0 50 10
Cencentracion de cerulenina (pgfml)

T T
150 20

Figura 7 5. Los datos de ia figura 7.4 se expresan como porcentaje respeclo de la incorporacion de
marca determinada en ausencia de Cerulenina.
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7 4 Incorporacion de acidos grasos exogenos a los lipidos de reserva

La adicion de los acidos grasos exogenos al medio de incubacién resulta en la

ncorporacion de los mismos a los lipidos de reserva de los embriones tratados, esto se

observa en el resultado que se muestra en la fig. 7 6.

Wlﬂ

incubacron en presendia de addosgrasos- (¥ C)
adicionados 6 hs anles de la marca de [ °H) -acetato
conodnadidonde 50 pg/mi de cerulenina

TAG
DAG

[ ] AGL

0+

4D -

incorperaaon de “C- Ac. grasos exdgenas
[“sde captaaon total)
i
.

AG cente AG 3H cemu

Figura 76 Incorporacién de acidos grasos-{'“C] exdgenos en Acidos grasos lhbres (AGL),
diacighicéndos (DAG) y triacifglicéridos (TAG) por embriones de maiz aislados e incubados durante
24 h en ol medio BMSA a pH 5.5. Al final del pericdo de incubacion se adicionaron a todos 10s
tralamientos: 100 pl de acidos grasos-["*C] exogenos y se incubd por 6h, en los tratamientos Ag-
ceru y Ag 3H ceru se adicionaron 50 pgfmL de Cerulenina, simultaneamente a los acidos grasos
marcados Concluida esta segunda incubacién se agrego [*H}-acetato a los tratamientos Ag3H y Ag
3H ceru y se incubd por 4h. adicionales.
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En ella se aprecia que cuando estan presentes los acidos grasos en el medio de
cultivo estos son absorbidos por el embrion e incorporados en los lipidos de reserva Pero
la Cerulenina reduce significativamente 1a acumutacion de los &cidos grasos exdgenos en
los fipidos neuiros analizados (TAG, DAG, AGL) Este resultado es totalmente contrario a o
nue se esperafia. dado que la Cerulenina inhibe Ia sintesis de Acidos grasos, pero no su
mgorporacon a los actlglicéridos (véase apartado 3.5.1), por lo que se esperaria que este

siubidor no afectase sensiblemente |2 incorporacion de los AGs exogenos, lo cuél no

grurre

Incorporaaon de H en acdos grawos
(% de captacon total)

3H AgiH 3H cende AG 23H ceru

incubacsdn en presencia de ackdos grasos- ™ ¢l
adicionados 6 hs antes de fa marca de | *H] -acetato
con o sin adicdnde S0 ng/ml de cenderina

Figura 7 7 Sintesis de lipidos (acidos grasos libres AGL, diacilglicéridos DAG vy tnacilghicéridos TAG
a party de [*H]-acetato por embriones de maiz aislados e incubados durante 24 h en el medio
BMSA a pH 55 Al final del periodo de incubacién se adicionaron a 100 pl de acidos grasos-[''C]

exogenos (Ag) y 50 pg/mb de Cerulenina (ceru), segun se indica; estas adiciones fueron
simultaneas y se incubaron por Bh adicionales. Concluida esta segunda incubacién se adiciond la

marca de tntio. como se describio en la figura 7 6.
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También contrariamente a lo que esperabamos, la adicion de acidos grasos
exogenos al medio de cultivo parece estimular la sintesis de acidos grasos (fig. 7.7}, pues
|as fracciones de TAG DAG y AGL presentan mayor incorporacion de [*H]-acetato cuando
se suplementa el medio de incubacion con aoidos grasos exdgenos. Se aprecia
nuevamente gue sin imporltar fa presencia de acidos grasos exogenos, la Cerulenina
produce una importante reduccion de la incorporacion de [*H)-acetato en los lipidos
analizados (fig 7 7) Con estos resultados surge una interrogante entorno a la diacilgicerol-
acitransferasa (DAG-AT), por ello el siguiente paso fue realizar un estudio de la actividad

de la DAG-AT en las condiciones de cada experimento antes realizado.

75 Efeclo de la Cerulenina sobre la actividad de DAG-AT en microsomas de

embriones inmaduros de maiz

En fos ensayos de inhibictdn de Ia sintesis de acidos grasos (fig. 7.4 y 75)yenlos
de ncorporacion de marca radioactiva en presencia de Cerulenina y de acido grasos
exogenos (fig. 7.7). se observa que siempre es la acumulacion de TAG la gue se manifiesta
como la mas sensible a la reduccion en la sintesis de nove de écidos grasos. Como ya se
ha indicado. es la actividad de diacilglicerol-aciltransferasa la encargada de sintetizar TAG
a partir de DAG y de acil-CoA. Por o que una explicacion a los resultados obtenidos en los

apartados 7 3 y 7.4 seria que la Cerulenina ejerciera algun efecto sobre la aclividad de la

DAG-AT, por lo que se procedio a investigar esta posibilidad
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Primere se determind m virro el efecto de la Cerulenina sobre la actividad de DAG-

AT empleando microsomas de embriones inmaduros de maiz. El resuftado se muestra en

la fig 78 en ella se observa que la actividad de DAG-AT permanece practicamente

constante en todas las concentraciones de Cerulenina empleadas.
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Figura 7 8 Ensayo de la actividad de diacilglicerol acil-transferasa {DAG-AT} en microsomas de
embnones inmaduros de maiz; a partir de dipalmitina y 1-{"*C]-Oleoil-CoA en presencia de 0, 0 5,
55,25 50y 100 pg/ml de Cerulenina. La composicion de la mezcela de reaccion es 0.1 M del buffer
Tns pH 7.4, 84 mM de Sacarosa, 8 8 M de 1-[“C]-Olecil-CoA, 2mM MgClz, 0.33 mM de dipalmitoil
tacilglicerol 0 02% Tween 20 y 51 pg de proteina microsomal en un volumen final de 0 15 mL El
ansayo se realizo a 30°C durante 10 minutos

Sin embargo, existia la posibilidad de qgue la presencia de Cerulenina afectase a la
actividad de la DAG-AT. no a nivel de la catalisis, sino a nivel del estado de activacion de la

proteina Dado que los mecanismos que pudieran existir para regular a esta proteina son
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aun desconoaidos (Valencia-Turcote y Rodriguez-Sotres, 1999), se procedio a determinar
1a achvidad de DAG-AT en microsomas de embriones inmaduros de maiz que han s1do
sometidos a los tratamiento sefialados en las figuras 76y 7 7.

Los embriones Incubados con o sin Cerulenina, con [*H]-acetato y en presencia o
ausencia de dcidos grasos exdgenos, se dividieron en dos lotes, une de los cuales se

ampled para el andlisis de la actividad méxima extraible de la DAG-AT Los resultados

obtenidos para la actividad de DAG-AT se muestran en fa figura 7 9.
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figura 79 Ensayo de la actividad de diacilglicerol acil-transferasa (DAG-AT} en microsomas de
embriones inmaduros de maiz incubados en el medio BMSA durante 24 h, concluido este tiempo se

realzaron adiciones al medio de incubacién: ['*C)-acidos grasos (Ags), 50 pg/mL de Cerulenina,
segun se indica, las adiciones fueron simultaneas yPrecedleron por 6 h a la marca con [*H]-acetato,
La aclividad se ensayo a partir de dipaimitina y 1-['“C}-Oleoil-CoA. La composicién de fa mezcla de

reaccion es 0.1 M del buffer Tris, pH 7.4, 84 mM de Sacarosa, 8.8 M de 1-{"“C]-Oleoil-CoA, 2mM
MgCl,, 0 33 mM de dipalmitoil diacilglicerol 0.02% Tween 20 y 51 ug de proteina microsomal en un
volumen final de 0.15 mL. El ensayo se realizo a 30°C durante 10 minutos
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En la fig 7 9 se observa que la actividad de DAG-AT es muy similar en todos los
tratamientos y estos datos no permiten explicar los niveles de reduccion en la
incorporacion. tanto de [14C] como de [3H], que resultan de la adicion de Cerulenina en los
expenmentos de las figuras 8 y 7. Por lo tanto, la presencia de Cerutenina no afecta a la
actividad de la DAG-AT y la marcada diferencia en la acumulacién de TAG que se observa
en las fig 6 y 7 debe ser adscrita a la falta de sustrato para esta enzima o a otras causas.

i as dishnias posbilidades que pueden explicar todos estos resultados se exponen a

continuacion
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8 DISCUSICON

La figura 7 1 muestra que la sintesis de dcidos grasos en las semillas de maiz en
desarrollo responde a la presencia de ios mismos factores que se ha demostrado que
regulan la sintesis de lipidos de resefva en este sistema, es decir, la presencia de ABA y un
bajo potencial osmotico (Pacheco-Moisés, er a/, 1997) Estos autores demuestran que la
reduccion en la sintesis de TAG en ausencia de ABA y en un medio diluido, esta
acompanada de una marcada reduccion de los niveles de las aciltransferasas responsables
de ncorporar los dcidos grasos al esqueleto de glicerol Sin embargo, no aclaran si esta
reduccion estd acompanada de una reduccidn en la sintesis de dcidos grasos, o mas bien,
la sintesis de acidos grasos se reduce al disminuir la demanda de dcidos grasos por las
vias de sintesis de acilglicéridos. En otras palabras, la sintesis de TAG se regula a nivel de
Is fuente de acidos grasos o a través de la demanda de ios mismos (Ohirogge y Jaworski,
1697}

Como una eslrategia para contestar algunas de las interrogantes planteadas en el
narrafo antenor, se empled la Cerulenina para reducir la disponibilidad de actdos grasos m
v en forma arhificial y. a través de esta reduccion, determinar si la capacidad del tejido
para producir acidos grasos es limitante a la sintesis de triglicéridos o no.

Un primer aspecto que debe explorarse es la efectividad de la aplicacion de este
antibiblico en los embriones enteros. ya que para ejercer su efecto este antibiotico debe
ddunchr 2l interior del tejido, penetrar la membrana celular y la doble membrana de los
jeucopiasios y llegar sin ser metabolizada al microambiente en el que se encuentran sus
biancos de accién, las KAS ty Il Asi, los experimentos presentados en las figuras 72y 7 3

establecen que la Cerulenina es efectiva en un medio a pH de 5 5 si se aplica al menos 6
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horas antes de que se mida la velocidad de sintesis de los &cidos grasos Las figuras 4 y 5
permiten ademas decir que los niveles de Cerulenina que se deben aplicar para obtener
una inhibicion substancial de la acumulacion de TAG, son inferiores a los requeridos para
aue se reduzcan los niveles de AGL y los niveles de DAG. Este resultado, indica
claramente que la sintesis de friglicéridos es muy sensible a la disponibiidad de acidos
grasos y plantea ia pregunta - jpor qué la sintesis de diglicéridos, que requieren de la
transacilacion de 2 acidos grasos no se ve afectada de la misma manera?

ta DAG-AT ha side reportada como la enzima limifante del proceso de sintesis de
acidos grasos, ya que su actividad es fa mas baja de la ruta (Cao y Huang, 1986), porgue el
DAG es el intermechario mas abundantes de la via {Perry Y Harwood, 1993} y por que su
actividad cambia en paralelo a los cambios en las cambios en la capacidad de los
embriones de maiz para sintetizar TAG {Cao y Huang, 1986 y Pacheco-Moises, ef af,
1997) Sin embargo, si la aclividad de esta enzima es limitante, una reduccién en los
mveles de acidos grasos no deberia afectar a esta actividad mas que a otras, dado que
csta enzima es la que seguramente consume menores cantidades de &cidos grasos. Antes
en se esperaria una reduccion en los niveles de los intermedianos, que permitieran
explicar un menor acceso de esta enzima al sustratlo aceptor, es decrr el DAG.
Contrariamente a esta propuesta, los datos de la figura 7.3 demusstran un esirecho
acoplamiento entre la aclividad de la DAG-AT y [a disponibilidad de acidos grasos y
sugieren que los niveles de otros intermediarios (anteriores a la aparicion del DAG)
tampoco son afeclados por bajos niveles de Cerulenina {menores a 25 ug/mbL) Estos
resultados pueden explicarse mediante la propuesta de Stymne (1993) que sugiere gue los

acidos grasos producidos se particionan en dos posas separadas, una de la cuales podria
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almentar en forma casi exclusiva a la DAG-AT. De este modo, la reduccion en los niveles
de acidos grasos podria manifestarse en forma diferente en cada una de las posas y seria
la propia de la DAG-AT la mas afectada. La hipotesis de las dos posas esta también
apoyada por el hecho de que la presencia de acidos grasos "no membranzales" en los
acilghcéndos de las plantas transformadas con genes foraneos, enciende la B-oxidacion y
no se lraduce en una deposicion completa de los écidos grasos "no membranales” en los
limdos de reserva en efecto, ni siquiera se observa un ligero aumenta en la sintesis de
ipidos totales en estas plantas{Eccleston er of . 1996 ; 1997; 1998). En cambio en aguellas
ptantas que los producen, los lipidos de reserva son el destino final de estos lipidos " no
membranales” y no se ha reportado que la B-oxidacion se aclive (Bewley y Black, 1994)

Si la reduccion en los niveles de acidos grasos resulta en una reduccidon en el
aprovechamiento del DAG para la sintesis de lipidos de reserva, quiza la adicion de acidos
grasos exogenos pueda restituir esta actividad Los experimentos de las figuras 7.6 y 7.7
demuestran que esta hipdlesis es incorrecta y que si bien Jos embriones pueden
aprovechar los acidos grases anadidos exdgenamente e incorporarlos a los TAG, su
presencia no obstaculiza la incorporacion de [3H]-acetato a estas reservas. L.o que indica
que los acidos grasos como quiera gue sean aprovechados, no resultan en una reduccion
de la biosintesis e novo de acidos grasos En ofras palabras, el tejido parece ignorar la
presencia de estos precursores exégenos y continda sintetizando nuevos acidos grasos,
tan rapidamente como cuando estos precursores no estaban disponibles, Sin embargo e
ndudablemente. estos precursores exogenos llegan finalmente a los tngliceridos - ;jqué
pasa pues con el carbono extra que ingresa? Es claro en las figuras 76 y 7.7 que este

exceso de carbono no se aprovecha para producir un nivel mayor de TAG

66



El resullado mas intngante de las figuras 7.6 y 77 es el efecto inhibitario de 1a
Cerulenina sobre fa incorporacion de acidos grasos exdgenos al TAG. Este resultado no
nuede exphicarse por un efecto directo o indirecto de la Cerulenina sobre la actividad de la
DAG-AT ya que las figuras 7.8 y 7 9 demuestran que este no es el caso Tampoco puede
exphcarse por una reduccion de la disponibilidad del DAG aceptor para la DAG-AT, va que
la figura 7 5 indica gue los niveles de TAG son afectados por la presencia de Cerulenina, a
mveles en los que el DAG sintetizado permanece constante. Finalmente, la inhibicion de la
sintesis de acidos grasos no deberia afectar a la incorporacion de los acidos grasos
exagenos. dado que estos precursores no requieren de las KAS para ser activados, ni para
ser tansacilados

Por 1o tanto. la explicacién mas sencilla que puede proponerse es gue los acidos
grasos marcados que se afiaden al medio sean degradados parcial o totalmente, antes de

ser reaprovechados para la sinlesis de nuevos 4cidos grasos, que entonces serian

ncorporados.

.Como encaja esta dltima propuesta con nuestros datos y con otros resultados

descrios en ia literatura?

Crertamente, Eccleston, et al. (1996 y 1998) han demostrado que ciertos acidos
grasos parecen ser ulilizados para la sintesis de TAG solo parcialmente, una fraccion de
los mismos es degradada y el carbono reutilizade Nuestros datos pueden explicarse si los
acidos grasos que se aftaden exogenamente llegan a todas las membranas, pero no
pueden ser aprovechados ahi, entonces se dispara la B-oxidacion y el carbono es
reutiizado Lo mismo podria estar pasando en el caso de las plantas transformadas de

Fccleston et al (1996). puesto que los 4cidos grasos que se producen en estas plantas son
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compuestos anormales en el melabolismo de esta plantas. A pesar de ello, una parte de los
acdos grasos “anormales” se incorporan en TAG en estas plantas, esto significa, que no
15dos tos acidos grasos son enviados a los mismos reservorios y algunos, los que caen al
reservorio apropiado, pueden ser aprovechados por las aciltransferasas, incluyendo la
DAG-AT En nuesiro c¢aso, es obvio que si los acidos grases vienen del espacio
adracelular y realmente hay una estricta compartamentalizacion de los &cidos grasos, la
mayoria de los gue se afaden quedarda en la membrana plasmatica y tendra poca
opostunidad de ser activado y empleado directamente por las aciltransferasas Por lo tanto,
hara que este carbono pueda ser aprovechado, los acidos grasos deben degradarse y
resintetizarse. 1o que explicaria el efeclo de la Cerulenina sobre su incorporacion.

Asi la hipotesis de los reservorios multiples, propuesta originalmente como de 2

reservorios por Stymne (1993). Explicaria nuestros datos y los de Ecclesson et a. (1996, y

1998}
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CONCLUSIONES.

La sintesis de acidos grasos en embriones inmaduros de maiz respende a la
presencia de factores (ABA y potencial osmotico bajo) que regulan la sintesis de
lipidos de reserva en este sistema.

La Cerulenina es capaz de inhibir la sintesis de acidos grasos en embriones
inmaduros de maiz

La inhibicion moderada de 1a sintesis de acidos grasos afecta significativamente
la velocidad de sintesis y acumulacién de triglicéndos en los embriones tratados
Vo,

{.a sintesis de TAG es muy sensible a la disponibilidad de &cidos grasos parece
ser un factor mifante para la sintesis de triacilglicéridos, pero no de DAG, lo que
sugtere un estrecho acoplamiento entre la diaciiglicerol-aciltransferasa y la
cisponibifidad de acidos grasos

La incorporacion de dcidos grasos adicionados exégenamente a triacitglicéridas
parece requerir de su degradacion y resintesis, como o demuestra el efecto
negativo de la Cerulenina sobre dicha incorporacidn.

Los resultados obtenidos por nosotros, Junto con datos adicionales presentes en
la literatura (Stymne. 1993; Ecclesson ef al., 1996, Eccleston y Ohirogge, 1998)
apoyan la propuesta de Stymne (1993) de la existencia de mas de un reservorio

de &cidos grasos, asociados a destinos metabolicos distintos.
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Apéndice I: Composicion de las soluciones empleadas.

Disolucion de PEG para asepcia

Polietitenglicol (PEG) 16 % plv
NaCiO {cloro activo) 1.2 % viv

pesar la cantidad necesaria para lograr una concentracion del
20% de PEG, disolverla en un volumen de agua menor al
volumen  requerido, una vez disuelta trasladar
cuantitativamente a un matraz aforado adecuado y llevar a la
marca de aforo Cuando se requiera la disolucidn agregar un
20% viv de clorox a fin de que la composicion final de la

disolucion sea la requerida.

Onsolucion estéril de PEG

Medio BMSA

pohetilenglicol (PEG) 16 % piv
pesar la cantidad necesaria para lograr la concentracion

requerida, disolverla en un volumen de agua menor al volumen
requendo, una vez disuelta trastadar cuantitativamente a un

matraz aforado adecuado y llevar a la marca de aforo.

Sacarosa 60 miv

Manitol 500 mM

MES - NaOH 10mM pH55
Acido abscisico (ABA} 10uM

La disolucion stock de ABA se prepara el momento de ser
requerida.
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Cerulenina
Pasar la cantidad necesaria para cada tratamiento, disolverla

en etanol absoluto burbujeado con nitrégeno, a fin de eliminar
el posible oxigeno presente. Almacenar a -20°C. Se
recomienda preparar ia disolucion en el momento de ser

utiizada

Acetato de sodio

acetato de sodio 02M
ajustar el pH a & 5 con HCI

Mezcla de extraccion de lipidos.

Cloroformo 50% viv
Metanol 50% viv

Disolucion de lavado

NaCl 1% plv
ZnS04 0.15% piv

Eluyente para [a CCF

Disolvente paries
Hexano 75
Eter etilico 25
Acido acético glaciar 1

Estandares para identificacién de las manchas en CCF

Se pesan 30mg de cada compuesto, en un tubo ependor y se disuelven en

la minima canitdad de hexano.

Acido palmitico (16:0)
1-monopalmitoil-rac-glicerol
sn 1.2-dipalmitoil-glicercl
sn 1,3 dipalmitoil-glicerol
Tripalmitina
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Disoluciones para la hidrolisis quimica de los acilgliceridos

A ) Medio de hidrolisis

Hidroxido de tetraetilamonio 0.005 M
2-pentancl (disolvente)

Una alicuota de 0 5 mL de una disolucion acuosa de hidroxido
de tetraetilamonio 1 M se coloca en un matraz valumetrico de
100 ml. y se lleva a la marca de aforo con 2-pentanol y se
mezcla hasta que la disolucion quede traslicida. Alicuotas de
entre 200 y 400 L se emplearon para hidrohizar 200 pL de la
fase cloroformica de la extraceion de lipidos.

Bj disolucion para detener la hidrélisis

Acido clorhidrico 0iM
Clorhidrato de trietanolamina 0017 M

La disolucion es acuosa

Liguido de centelleo ;

2 5-difeniloxazol (PPO) 0.4 %
1,4-bis{2-(5-feniloxazolil))-benzeno (POPOP) 0.005 %

Disolver y llevar a la marca de aforo con tolueno, trabajar en la
campana de extraccion
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