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1. Abreviaturas

ABA
BSA
G3P
MOH
MES
OAA
PDC
PEG
PK
PEPC
PEP
PVP
RE
RER
SDS
TAG
TLC
TCA

TP

Acido Abscisico

Alblmina de Suero Bovino
Glicerol-3-Fosfato

Malato deshidrogenasa

Acido (2-{N-morfolinojetanosulfonico)
Oxalacetato

Complejo Piruvato Deshidrogenasa
Polietilenglicol

Piruvato Cinasa

Fosfoenolpiruvato Carboxilasa
Fosfoenolpiruvato

Polivinilpirrolidon

Reticulo Endoplasmico

Reticulo Endoplasmico Rugoso
Dodesil sulfato de sodio
Triacilgliceroles

Cromatografia de Capa Fina

Ciclo del Acido Tricarboxilico

Transportador de Triosas Fosfato




2. Resumen

En las semillas, la demanda de intermediarios para suplir las necesidades
biosintéticas de los tejidos vegetales requiere que fa ruta glucolitica sea regulada de
manera adecuada ya que sus intermediarios son precursores de esas rutas biosintéticas.
Aunque se desconoce los mecanismos precisos de esa regulacion las enzimas piruvato
cinasa (PK) y fosfoenolpiruvato carboxilasa (PEPC) juegan un papel importante en la
regulacion de la glucdlisis. En este trabajo se demuestra que los esqueletos carbonados
de los compuestos C4 son utilizados preferentemente para la sintesis de proteinas,
mientras que los C3 se emplean con preferencia en la sintesis de acidos grasos, los

cuales se acumulan como triacilgliceroles (TAG), en los embriones de maiz.



3. Introduccién

Aproximadamente el 70% de todo el alimento para consumo humano proviene
drrectamente de los cereales. Por su alto contenido de reservas nutritivas (Tabla 1) el
hombre tos emplea como una fuente de alimento. Sin embargo, en la actualidad ademas
de ser utiizados como comestibles siven como materia prima en procesos quimicos
industriales representando una parte importante de ios nutrientes en la dieta de los

animales que son criados para el consumo humano.

Tabla 1 Reservas contenidas en los principales granos de consumo
humano {(Tomado de Bewley and Black, 1994).

Cantidad promedio (%)
CEREAL PROTEINA LPIDOS CARBOHIDRATOS |
'Cebada 12 3 T e T
Malz 10 5 B 80
|Avena 13 8 66
Centeno | 12 2 76
(Trigo 12 2 75

La produccion de aceites por las plantas es de gran importancia para la industria
agricola (Harwood, 1998; Murphy, 1994). Los datos indican que la produccién mundial de
aceites y grasas de origen vegetal sobrepasan los 70 miliones de toneladas (Gunstone,
Harwood and Padley, 1994) y esto es de considerable interés, ya que la posible
manipulacion genética de las plantas puede servir para incrementar la produccion o para
alterar la cantidad yfo calidad de los triacilgliceroles (TAG) acumnulados (Harwood, 1998;
Murphy, 1994, Ohlregge, 1994). En eslos momentos ya existen algunas cosechas

transgenicas con alteraciones en los lipidos de reserva (Kinney et al., 1998; Knutzon and




Knauf, 1998). Sin embargo, uno de los obstacuios mas grandes que la ingenierfa
genética enfrenta es la carencia de un conocimiento profundo del metabolismo vegetal y

de la manera en que este se regula (Bewley and Black. 1994; Slabas and Fawcett, 1992).

El maiz es el cereal que mayor importancia tiene en México, ya gue es el alimento
que aporta mas beneficios nutritivos por unidad de precio en nuestro pais, ademas de dar
identidad a la gastronomia nacional (Bourges, 1996). Junts con el trigo y el arroz
constituye uno de los recursos naturales renavables més relevantes en toda la historia de
la humanidad. Es por ello que se desea investigar los mecanismos mediante los cuales
las semillas de maiz son capaces de canalizar los nutimentos por los tejidos maternos
hacia las diferentes reservas, asi como conacer los eventos bioquimicos y moleculares

que regulan a tal proceso.

Se sabe que la fuente mas abundante de carbono para las semillas son los
azucares sclubles (Weber et a/,, 1997), de lo que se deduce que la glucdlisis puede tener
un papel central en la particion de este carbono. Asi, un conocimiento de la regulacion
de esta ruta en los tejidos de las semillas nos ayudaria a identificar los puntos de control

de la utilizacién del carbono (Rodriguez-Solres ef af, 1999).



4. Antecedentes

4.1 Anatomia y principales reservas de la Semilla de Maiz

4 1.1 Anatomia de la Semilla de Maiz

La semilla de maiz es una caridpside (del griego karuon, nuez y opsis, aspecto} y
es el resultado de la fertilizacidn, en [a cual un gameto masculine se une al évulo,
formando un cigoto que comienza a dividirse para formar el embrién, un segundo gameto
masculino se une a los dos nucleos pelares formando el endospermo el cudl es un nicleo
de triple fusidn. Debido a que contiene las reservas nutritivas, la maquinaria metabdlica y
las estructuras celufares necesarias para formar una planta completa, la semilla constituye
el medio natural de dispersidn, propagacion y perpetuacion de la mayoria de Ias especies

vegetales (Reyes-Castafieda, 1990).

Ei grano esta constituido principalmente por tres diferentes tejidos (Fig. 1)
embrién, endospermo y pericarpio. El pericarpio se desarrolla del tejido ovular, tiene
como tal tas caracteristicas genéticas de la planta madre y es una especie de saco
formado por muchas capas, que son de considerable importancia para la semilla, porque
muchas veces es la Gnica barrera de proteccion contra el ambiente externo y los

organismos patdgenos.
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Fig.1 Corte longitudinal y transversal de la semilla de maiz. Las partes que o
constituyen son las siguientes: 1) Pericarpto, 2) Epidermis, 3) Mesocarpio, 4) Testa, 5)
Capa de aleurona, 8) Endospermo cristalino, 7) Endospermo farinaceo, 8) Escutele, 9)
Plumula, ¢ tallo y hojas rudimentarios, 10) Radlcula o raiz primaria, 11) Peddnculo, 12)
€je embionario, 13) Pericarpio. (Tomado de Hoseney, 1992).

El endospermo (que se origina de la triple fusidon) es un tejido de almacenamiento
rico en almidon, por lo que es el principal tejido de reserva de la semilla. Este se
encuentra rodeado por una capa de células de pared gruesa ricas en proteinas carentes
casi por completo de almidén y con apariencia granular, lamada aleurona, que al
parecer puede ser responsable en la liberacién de las enzimas necesarias en la

movilizacién de reservas. El endospermo con una gran capacidad de retencion de agua

1t




puede jugar un doble papel: el de proveer de reservas al embridn para la germinacion y el

de regular el balance de agua en el embridn durante la germinacion.

El embrién se encuentra situado en el seno del endospermo, el cual dara lugar a
una nueva planta, estd formado por el escutelo y el eje embrionaric. El escutelo esta
fuertemente adherido al endospermo y es un tejido de almacén de lipidos y proteinas
durante la maduracion, ademas, es la fuente inicial de las enzimas que hidrolizan las
reservas del endospermo en la germinacién. En e! eje embrionario se pueden distinguir al
coledptilo, que es el tejido que protege a los primordios foliares; al mesocétiio (nudo
escutelar) que es la zona de inicio de las raices adventicias y a la capa terminal que, es

una estructura esponjosa que permite la unidén del embridn al olote.

4.1.2 Principales Reservas en [as Semillas

En adicién a los constituyentes normales encontrados en todos ios tejidos de las
platas, las semillas contienen cantidades extras de sustancias de reserva, como una
fuente de alimento o sustento para la planta durante el crecimiento temprano (Bewley and
Black, 1994}, Estos son principalmente carbohidratos, lipidos y proteinas, en conjunto con

ofras reservas menores como fuentes de minerales y vitaminas.

La mayoria del alimento de reserva puede ser depositado dentro del embrién, en el
endospermo y ocasionalmente en otros tejidos. En muchas semillas las reservas pueden
estar localizadas en diferentes tejidos y distribuidas desigualmente, en el grano del maiz,
la regién rica en lipidos y proteina esta en el embridn mientras que el aimidén se

encuentra dentro del endospermo {Tabia 2).
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Tabla 2 Composicion (%) de las reservas almacenadas en los diferentes

componentes de la semilla de Maiz. {Tomado de Bewley and Black, 1994).

Reserva Grano entero | Endospermo Embrién
Alrmidén 74 88 9
Lipidos 4 <1 3
Proteinas 8 7 19

4.1.2.1 Carbohidratos

Los carbehidratos son componentes esenciales de los organismos vivos y son, de
hecho, la clase mas abundante de moléculas bioldgicas. En muchas semillas los
carbohidratos constituyen la mejor forma de almacenamiento de reservas. Las unidades
hasicas de los carbohidratos se conocen como monosacaridos. Muchos de eslos
compuestos se sintetizan a partir sustancia mas simples en un proceso lfamado
gluconeogénesis. Otros son el producto de la fotosintests, gue es la combinacidon de CO, y
H.0 impulsada por la energia de la luz mediante la cual las plantas y algunas bacterias

forman hidratos de carbono.
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El almidén es el carbohidrato mas cominmente encontrado en las semillas, es
una mezcla de glucanos que las plantas acumulan como su principal reserva alimenticia.
El endospermo es su principal sitio de almacenamiento y de sintesis en los cereales (65-
75% del peso seco de la semilla madura) aunque también se deposita en forma transitoria
en el embrién y en el pericarpio durante las fases tempranas del desarrollo (Sivak and
Preiss, 1995). En el citoplasma de las células se acumula en forma de granulos insolubles
constituidos por o-amilosa y por amilopectina (50-75% de amilopectina y 20-25% de
amilosa). La a-amilosa (Fig. 2} es un polimero lineal que consta de varios millares de
festos de glucosa unidos por enlaces glucosidicos a(1-4) con una conformacion enroliada

helicoidalmente, que se agrega de modo iregular.

\.1‘.‘“1’%"&,—-’.{ R (CeHyoOs)n

Fig. 2 Estructura de la amilosa. La imagen de la izquierda representa un medelo de

varilltas de la amilosa en la que las sombras sefialan el radio de Van der Walls de los
atomos. (Tomado de Joyce J. Diwan),

14




La amilopectina (Fig. 3) est4 constituida por una cadena central de restos de
glucosa unidos por enlaces glucosidicos a(1-4), pero es una molécula ramificada, con
Puntos de ramificacién «(1-6) cada 24 a 30 restos de glucosa. Las moléculas de
amilopectina contienen hasta 10° restos de glucosa, lo que las sitia entre las moléculas
de mayor tamafio que aparecen en la naturaleza. Et almacenamiento de glucosa en forma
de almidén reduce en gran medida las grandes presiones osmoéticas intracelulares que se
registrarian de su forma monomérica ya que, idealmente, la presibn osmotica es

proporcional al numero de molécutas de soluto en un volumen determinado.

/

1

Figura 3 Estructura do la amllopectina. La Tigura de la izquierda representa un modelo
de varillas de la estructura tridimensional de la amilopectina. Para apreciar con mayor
claridad la ramificacién de la cadena no se incluyeron los radios de Van der Walls.
{Tomado de Joyce J. Diwan).
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4.1.2.2 Proteinas

Las proteinas que son metabdlicamente inactivas son consideradas como
proteinas de reserva y son frecuentemente localizadas en organelos especiales lamados
cuerpas proteicos. Estos tienen un didmetro entre 0.1 a 25um y estan rodeados, al menos
durante el desarrollo, por una sola membrana. En los tejidos de reserva de algunas
semillas maduras, la membrana esta incompleta o no esta presente, permitiendo gue las

proteinas estén dispersas en €l ciloplasma, aunque esto es relativamente poco comin

Las proteinas de reserva son sintetizadas en el reticulo endoplasmico (ER)
principaimente en el reticulo endoplasmice rugose (RER} y son transportadas por
vesiculas hacia la vacuola, donde se acumulan en los cuerpos proteicos (Buttose. 1963,

Mollonhaver and Moore. 1580).

En el malz, las prolaminas (solubles en mezclas alcohol-agua) son las proteinas de
reserva mas abundantes y se depositan en el endospermo. Generalmente, presentan un
alto contenido de prolina y 4cido glutdmico pero son deficientes en lisina y confienen bajos

niveles de triptéfano.

4.1.2.3 Lipidos

Los lipidos que se encuentran en las semillas consisten en su mayocr parte en
mezclas de triacilgliceroles (TAG, Fig. 4) que se acumulan como pequeias gotas
subcelulares llamadas cuerpos lipidicos {Frey-Wyssling et al,, 1963; Yatsu and Jacks,
1972; Gurr et al., 1974; Appelqvist, 1975; Bergfeld et al., 1978; Kleining ef al., 1978;).

16




Estas sustancias apolares, insolubles en agua, pero solubles en una variedad de
solventes organicos incluyendo éter y cloroformo, son triésteres de acidos grasos y del

gliceral. {Fig. 4y 5).

A
a Hzc—o—clzl—m
H,C~0—C~R3

o

Flgura 4 Estructura general do los TAG. {a} en donde R1, R2 y R3 son colas
hidrocarbonadas de acidos grasos [as cuales pueden ser diferentes o de un mismo tipo
de dcido graso como la trieslearina o triesteroilglicerol que contiene tres restos de &cido
estedrico (b) aqul representada en un modelo espacial relleno. (Tomado de Tom Zamis).

Los TAG difieren segun la identidad y colocacion de sus restos de 4cido graso que
son fcidos carboxilicos con cadenas laterales hidrocarbonadas largas. En las plantas
superiores, los restos de 4cidos grasos predominantes son los de las especies de C16 y

C18 {palmitico, oleico, linoleico y estearico, Tabla 3).

17




Tabla 3 Composicién de los 4cidos grasos presentes en los aceites comerclales de
origen vegetal. (Tomado de Bewlecy and Black, 1994).

Especie Palmitico Estedrico Qleico Linoleico Linol&nico
{162) (18:0) (18:1) (18:2) (18:3}
Girasol 6 4 26 64 0
Maiz 12 2 24 61 3
Soya 11 k] 22 54 8
Algodén 27 3 17 52 1]
Cacahuete 12 2 50 31 0

B Cc ¢

s

&

Figura 8 Rcpresentacidén espaclal relicno de los Acidos grasoes. Acido oleico (A)
4cido estedrico (B) 4cido linoleico (C). Atomos de oxigeno {rojo). Atemos de carbono
{gris). Atomos de hidrogeno {blanco). (Tomado de Library of 3-D Molecular Structures).

Los TAG funcionan de almacenamiento de energia y son, por tanto, la clase de
lipidos mas abundantes, aun cuando no soh componentes de membranas biol6gicas. Esto
se debe a que estan menos oxidadas que los carbohidratos ¢ las proteinas y de aqul
que su rendimiento de energia en la oxidacién sea significativamente mayor. Ademas, los

lipidos, a! ser sustancias apolares, se almacenan en forma anhidrida mientras que el

18




glucogeno se encuentra hidratado. Por esta razén, muchas especies de plantas sintetizan
lipidos en sus semillas en desarrollo que actuan como una reserva de energia para la

germinacion.

La acumulacién de lipidos en las semillas y en las frutas es un proceso muy bien
caracterizado (Calvin, 1963; Gurr ef af, 1972, Privett et al, 1973, Norton and Harrs,
1975). Como un principio general, durante el desarrallo de la semifla, la acumulacion
sigue un modelo que puede ser dividido en tres pasos desde la fertilizacion hasta la

maduracion de la semilla;

Durante la primera fase, después de la fertilizacién, sélo estan trazas de TAGs
presentes en la semilla. Los lipidos de membrana (fosfolipidos y glicolipidos) son los
principales constituyentes. La segunda fase corresponde al comienzo del depdsito de
lipidos y de la gradual acumulacién de TAG en un contexto de mas activo crecimiento de
la semilla. La acumulacién de TAG es gradual, perg se incrementa muy rapidamente en
un cortc tiempo, generalmente a la mitad del desarrolio. En paralelo, la cantidad y
proporcién de Aacidos grasos se incrementa draslicamente. Durante este periodo los
fosfolipidos y glicolipidos son sintetizados también, aunque en una menor proporgion
{(menos del 10% del contenido total de lipidos). Al final de la segunda fase, los TAG son
los componentes predominantes de los lipidos. Finalmente, durante la tercera fase del

desarrollo la acumulacién cesa.
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4.2 Desarrollo del grano de maiz

Como ya se menciono, el desarrollo de las semillas (Fig. 6) puede ser ;jividido en
lres etapas claras en las que predominan eventos especificos del desarollo:
diferenciacién tisular del grano, llenado del grano y la desecacion. La diferenciacién es el
resultado de la divisidn celular en el que ccurre un tremendo incremento en Ia actividad
sintética conforme muchos de los tejidos estructurales de la semilla se forman. Es un
periodo de rapido desarrolle celular. Esta etapa viene sequida por un periodo durante el
cual los fotosintatos son translocados desde la planta madre hacia las células jovenes y

forman reservas de carbono y nitrégeno {almidon, lipidos, proteinas de aimacenamiento).

Fig. 6 Desarrollo de la semilla en los cereales. (i) El desarrollo del embrién se inicia
{(A) con una primera divisién en la que se produce un Apice (a) y una célula basal (b)
ambas células forman derivativos (@’ y b’) respectivamente. Después numerosos
divisiones (D-E) dan lugar a pequefias regiones delimitadas, las cuales formaran el
cotileddn (¢), la punta del tallo (sa), siendo posteriormente evidente (G) el inicio de! tallo;
la primera hoja {s!) y el inicic de la raiz (r). (ii) Desarrollo del endospermo. Desarrollo de
ia regidn media del saco embrionario resultando en (A} nuclear (n) division con la
formacién de la pared celular; nicleo en el citoplasma rodeado per una vacuola central
(cv). Ei plieque ventral es evidente (vc). (B) El nicleo sufre multiples divisiones mitoticas
y varias vacuolas (v} aparecen en el citoplasma. {C) células de! endospermo aparecen
formando una pared hacia el interior de la vacuoia. (D) La formacién de células continua

20




en el endospermo. Un gran numero de células son formadas (como 100000) que se
dilataran mas tarde para almacenar reservas (almdén y proteinas). Las primeras célutas
de la capa de aleurona (al) sobre el area plegada se crean. (E) la diferenciacion de la
capa de aleurona se propaga lateralmente desde el pliegue central para juntarse con la
otra regién. (Tomado de Bewley and Black, 1994).

El llenado del grano se caracteriza por un rapido incremento en el peso seco y una
lenta disminucion en el contenido de humedad. El llenado de la semilla viene seguido por
la maduracién durante la cual ia semilla pasa por una serie de alteraciones fisicas y
quimicas esenciales para la produccion de una estructura capaz de tolerar largos periodos

de latencia, tras lo cual debe de germinar y crecer.

Con la fase final de secado termina el desarrollo de la semilla y esta Ultima entra en
el estado de inactividad o latencia caracteristico de la semilla deshidratada. Un factor
importante, que contribuye a impedir la germinacion precoz es el bajo potencial osmotico
que se produce por la desecacion de la semilla. Por otro lado, las etapas de llenado y
secado se acompaian de acumulacién de acido abscisico (ABA); este fitoregulador se ha
descrito como un factor capaz de estimular la acumulacion de reservas (Kermode, 1990;
Skriverand Mundy, 1990; Bewley and Black, 1994; Rodriguez-Sotres and Black, 1994
Pacheco-Moisés et al., 1997), como promotor del establecimiento de latencia y dormancia

y como un potente inhibido de la germinacion {Kermode et al., 1988).
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4.2.1 Metabolismo de los carbohidratos

El metabolismo es el proceso global a través del cual los sistemas vivos adquieren
y utilizan energia libre para realizar sus diferentes funciones. Este proceso se realiza
acoplando las reacciones exergbnicas de oxidacién de nutrientes a los procesos

endergonicos necesarios para mantener el estado vital.

El metabolismo degradative se caracteriza por su capacidad de transformar un
gran numero de sustancias diferentes (Carbohidratos lipidos y proteinas) en
intermediarios comunes. Por el contrario la biosintesis lleva a cabo el proceso opuesto:
un numero reducido de metabolitos, sirven de materia de partida para sintetizar una gran

variedad de productos.

La ruta de la glucdlisis (Fig. 7) estd presente en casi todos los organismos y
consiste de una secuencia lineal de reacciones enzimaticas esenciales. La ecuacion de

balance global clasica de la glucdlisis se muestra en el esquema 1.

Esquema 1. Reaccién global de la glucdlisis. {Tomado de Dennis and Turpin,
1997).

Glucosa+2 ADP + 2 Pi+ 2 NAD*—) 2 Piruvato+ 2 ATP+ 2 NADH+2 H*
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Figura 7 La Gluecdlisis en Plantas.
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Esta simple ecuacién sugiere que la glucdlisis funciona sélo para producir ATP y
poder reductor en forma de NADH por ia oxidacion de glucosa a piruvato; sin embargo, el
flujo de carbono requerido para satisfacer la biosintesis necesaria en las plantas es
grande porque fas plantas son autotroficas y pueden sintetizar todos los compenentes
necesarios para su crecimiento y desarrollo. Es por ello, que fa principal funcion de la ruta

glucalitica en las plantas es la de proveer intermediarios para las rutas biosintéticas.

En las semillas, cuando una gran cantidad de compuestos de reserva son
sintetizados el mayor flujo de carbono entra al plastido y puede suplir las necesidades de
estas rutas; asi, es posible localizar muchas actlividades glucoliticas en los plastidos

marcando una diferencia fundamental en la organizacion y el control del metabolismo.

La demanda de intermediarios para suplir las necesidades biosintéticas de los
tejidos vegetales requiere que la regulacién de la ruta glucolitica responda a los
requerimientos de intermediarios que son los precursores de las rutas biosintéticas. Esto
en contraste con los animales, donde la mejor funcidn de la glucdlisis es cubrir las
necesidades energéticas de la célula (Fig. 8). El mecanismo por el cual fa glucdlisis es
regulada en los tejidos vegetales no esta muy bien entendido, pero se ha distinguido por
presentar un mayor grado de flexibilidad (Black et al, 1987) en comparacidén con otros
organismos y por ser capaz de mantener el flujo de carbono a un en ausencia de alguna
de las enzimas de la ruta (Gottlob-Mehung et al, 1992). Esto, como resultado de dos
caracteristicas importantes: primero, existen pasos de la glucélisis que pueden ser
calalizados por diferente enzimas y segundo, como se menciono anteriormente muchos
tejidos pueden incluir en el plastido algunas de las enzimas glucaliticas y mediante el uso
de transportadores de membrana proporcionar un intercambic de los intermediarios con
el citosol.
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Es aceptado de manera general, que la conversion de fructosa 6-fosfato a
fructosa 1,6-bifosfato por la fosfofructoquinasa (PFK) y fosfoenolpiruvato (PEP) a piruvato
mediante la piruvato cinasa (PK) son los primeros pasos para la regulacién, aunque
andlisis del control del flujo sugieren que otros pasos son importantes, como el mediado
por ia fosfoenolpiruvato carboxilasa (PEPC) una enzima citosdlica que convierte el PEP
de la glucdlisis en oxaloacetato (OAA). Asi el PEP puede tener dos destinos diferentes:

{Fig. 8) la formacién de piruvato o la sintesis de QAA.

Glucélisis

HCO,-

OAA ¢ PEP

Figura 8 Representacién esquemditica de la estequicmettia requerida para
mantener la actividad catabolica (J) o anabolica {M). En esta figura se ilustra la
reaccién anaplerotica de la PEPC para remplazar el OAA de los intermediarios de! ciclo
de Krebs durante Ia biosintesis y la reaccion catalizada por fa PK la cual compite con [a
PEPC por su substrato. (Tomado de Dennis and Turpin, 1997).
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En las células animales, la PFK es la principal enzima responsable de controlar el
flujo de carbono para la glucélisis. Esta enzima es regulada por el estado energético de ia
célula por {os niveles de ATP y ADP o AMP. es activada por fructosa 2.6-bisfosfato (F2,6-
bP) y esta indirectamente bajo control hormonal. De fa misma forma, el producto de la
reaccion, fructosa 1,6-bifosfato (F1,6-bP), activa a la PK, permitiendo esta activacion de
la PFK imputsar Ia ruta de la glucélisis hacia delante. En contraste, la PK de las plantas
no es afectada por la F1,6-BP, y por lo tanto la activacion de la PFK no puede tener el

mismo impacto en la ruta (Fig. 9)

En las celulas de [as plantas el control es mucho mas complejo por la presencia de
isoenzimas de la PFK presentes en el plastido y en el citosol. La enzima plastidial
proporciona carbono de la poza de hexosas fosfato hacia la poza de pentosas
fosfato/triosas fosfato en el organelo, mientras que la enzima citosélica lleva a cabo esta
funcion en el citoplasma. De las dos enzimas, la forma plastidial es altamente regulada y
es similar a la enzima de bacterias (Garland and Dennis, 1980). Ambas isoenzimas son
fuertemente inhibidas por PEP o por metabolitos relacionados como es gliceraldehido 3-
fosfato (Garland and Dennis, 1980), sugiriendo que la ruta es regulada por un mecanismo
de retroalimentacién negativa (Fig. 9). Esta retroalimentacion negativa puede involucrar al

TPT permitiendo al metabolismo del plastido interaccionar con el que existe en el citosol.

En contraste a los efectos del FEP, el fosfato inorganico es un poderoso activador
de ambas isoenzimas de la PFK. Asi se lustra el papel central del transportador de triosas
fosfato en el metabolismo de las plantas. Altas concentraciones de fosfalo en un
compartimento indican que las triosas fosfato fueron transportadas fuera de este,
sefalando una necesidad de rellenar la poza de triosas fosfato. En cloroplastos, ta poza
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de triosas fosfato puede ser rellenada por la fotosintesis. En plastidos no fotosintéticos ¥

durante la obscuridad, esta funcién es realizada por la ruptura det almidén y la glucélisis.

Animales Plantas
F N F5R
ATP-€2pondionta

fecfelructogquinnan

| o
1.£-bP b

J“ 2

F

L 3
PEP FEP
Hruveto cims‘::]
{20

Pirtvate Piruvata

Figura 9 Regulacién de ia glucélisis en células de plantas y animales. En animales
esta es una regulacion de arriba hacia abajo por la activacidn de la PK por la fructosa
1,6-bifosfato (F 1,6bP). Esta activacién no ocurre en plantas. En lugar de eso, se da una
regulacién del abajo hacia arriba debido a [a inhibicion de la PKF por PEP. (Tomado de
Buchanan Gruissem and Jones, 2000),

La piruvato cinasa (PK, EC 2.7.1.40) que cataliza la formacién irreversible de
piruvato a partir del fosfoenolpiruvato con la concomitante sintesis de ATP del ADP es
uno de los pasos de conservacion de energia y uno de los caminos que puede seguir el

PEP (esguema 2).
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Esquema 2. Reaccion catalizada por |a enzima Piruvato cinasa (E.C. 2.7.1.40).

-PO,
0 2+ 0]
H,C=C, + ADP _ML_) H,C—C ATP
ﬁ -0 K ﬁ— 0
0 Piruvato cinasa 0
PEP Piruvato

En todos los eucariotes la PK se halla en el citosol, pero en las plantas, la PK
también se localiza en los plastidos. Tanto la enzima plastidial como la citosélica han sido
aisladas (Ireland ef al., 1980). La PK citosolica y la plastidial difieren significativamente en
su peso molecular y caracteristicas cinélicas y son proteinas no relacionadas
inmunoldgicamente (Gottleb ef 5/, 1992). De ahi que un factor importante en el control de
la particion de carbono en la glucélisis sea el hecho de la ramificacion de la ruta al nivel de

fosfoenolpiruvato {figura 8).

La enzima citosolica en algunos tejidos de plantas es un homotetramero con una
subunidad aproximada a 55kDa (Plaxton, 1996}, En otros casos se ha reportado que la
enzima puede ser un heterotetrdmero {Plaxton, 1996). El homotetramero de semillas de
ricino ha sido purificado y hay evidencias substanciales que indican que esta enzima es el
sitio de control primaric del flujo glucolitico en el citosol de las plantas, ya que es inhibida
por una gran variedad de productos finales del metabolismo como ATP, AMP, isocitrato,
2-oxoglutarato, malato , 2 fosfoglicerato, 2,3-bifosfoglicerato, 3 fosfoglicerato, glicerol-3-
fosfato, oxalato, citrato y fosfoglicolato (Podesta and Plaxton, 1994) aunque no se han
encontrado activadores para esta enzima (Hu and Plaxton, 1996). Por otro lade, en otros
tejidos la enzima esta regulada por los productos finales de la biosintesis de aminoacidos

como son glutamato y glutamina (Podesta and Plaxton 1994).

28




Se ha sugerido que la forma plastidial de la PK provee ATP para la biosintesis
dentro del organelo. Esto es sustentado por la observacion que la forma plastidial se
incrementa con relacion a la citosolica durante el desarrollo de las semillas en cruciferas
{Sangwan et al,, 1992). En semillas oleaginosas una gran actividad de sintesis de acidos
grasos ocurre en el plastido durante el desarrollo, un proceso que requiere una gran

cantidad de ATP.

Como ya se ha mencionado la PEPC (EC 4.1.1.31) cataliza la [-carboxilacion

irreversible de PEP a OAA y P, en presencia de HCO, y reguiere Mg?® para su actividad

{Bandurski, 1955; esquema 3).

Esquema 3. Reaccitn citalizada por la fosfoenolpiruvato carboxilasa (EC4.1.1.31)

e
O/P03 P y ’ O—C\’
H20=C\ + H=C, —g_> /CHZ + HPO,2>
C—0 0 0=C
8 PEPC ,’C"O
0
PEP

Oxaloacetato

El OAA producido por la PEPC es reducido a malato por la malato deshidrogenasa
citosélica (MDH) e importado dentro de la mitocondria donde entra al ciclo de los acidos
tricarboxilicos (TCA) también conocido como el ciclo de Krebs . De esta manera la PEPC
cumple un papel muy importante reponiendo los intermediarios del TCA para realizar

funcicnes que se denominan como anaplerdticas (rellenar, del griego. ana, hasta arriba y

29




Plerotikos, llenar), lo que a su vez resulta fundamental para la formacién de novo de
numerosos aminoacidos (Quy et al, 1991). Asi, la enzima juega un papel centrafl en la
regulacion de la particion del carbono hacia los diferentes compuestos de reserva en las

semiilas.

La PEPC esta plenamente distribuida en plantas y microorganismos, teniendo un
papel crucial en el metabolismo del carbono y nitrogeno {Latzko and Kelly 1983). En
plantas C4 y CAM es importante en la generacién de NADPH, la regulacion def pH y [a
electroneutralidad, ademads de realizar funciones de fijacién de CO, atmosférico durante la
fotosintesis, (Andreo et al. 1987). La enzima es un tetramero, compuesto por
subunidades de 100 a 110 kDa y varias isoformas pueden ser detectadas en plantas C4 y
CAM; ademas, la cooperatividad que presenta puede tener crigen en la existencia de
interacciones multiples entre los sitios cataliticos, entre si y/o con uno o varios sitios
alostericos regulatorios diferentes al sitio activo (Rodriguez-Sotres and Mufoz-Clares,
1990; Tovar-Mendez et al,, 1997, 1998). A pH fisiolégico la PEPC es activada por su
substrato Mg-PEP (Tovar-Méndez ef al, 1998), azucares fosforilados (Coombs et al,
1973; Wong and Davies, 1973) y aminoécidos neutros {(Nishikido and Takanashi, 1973;
Bandarian et al, 1992), y es inhibida por acidos dicarboxilicos {Huber and Edwards,
1975). La enzima también es controlada por fosforilacién en un residuo de Ser en la
posicién N-termial (Jio and Chollet, 1988) que causa una reduccion en la sensibilidad a los
acidos dicarboxilicos {Jiao and Chollet, 1988; Echeverria ef &/, 1994) y un incremento en

la afinidad por PEP (Duff et al, 1995) o Mg-PEP (Tovar-Mendez et ai., 1998).
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La PEPC esta presente en semilas de diferentes especies (Hedley et al, 1975;
Flinn 188S; Smith et al, 1989; Sangwan et al, 1992, Gonzalez el af, 1998) siendo
importante en la biosintesis de aminoécidos. La enorme correlacién encontrada entre
actividad PEPC y la concentracién de las proteinas de reserva en fa semilas de soya
(Sugimoto ef af 1989} indican que la PEPC podria ser el paso limitante en la acumulacion

de proteinas.

Por ofro lado, estudios en plastidos aislados de semillas de ricino (Smith et al,
1992) indican que la sacarosa que es importada a las células del endospermo se
metaboliza hasta PEP en el citosol, y aqui, puede tener dos destinos: la PK puede
catalizar su conversion a piruvato y atravesar ai plastido, o bien, puede ser carboxilado
por la PEPC a QAA vy, con la accién de la MDH, convertirse en malato y cruzar la
membrana del plastido . De esta manera estos autores (Smith ef a/., 1992) sugieren que
el malate proporciona "in vivo” carbono y poder reductor para la sintesis de acidos graso

durante el desarrollo de la semilla (figura 10).
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Figura 10 Medelo Propuesto para fa utllizacién de! malato y el plruvato durante la
sintesis de 4cidos grasos en endospermo de semillas de ricino. Las abreviaciones
empleadas para las enzimas son las siguientes PK: piruvato cinasa; PEPC:
fosfoenolpiruvato carboxilasa; MDH: malato deshidrogenasa; ME: Enzima malico; PDC:
Complejo piruvato deshidrogenasa. (Tomado de Smith et al,, 1992).

Ya se ha mencionado algo acerca de la participacion de la glucélisis y det TCA en
ia regulacién del metabolismo de carbono. Sin embargo, existen ofras rutas come la via
de sintesis de almidén que participan de manera importante en el metabolismo de las

semillas en desarrolio.
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En la sintesis del almidén, (Fig 11) la sacarosa es transportada a la semilla desde
la planta donde es convertida a fructosa y undi difosfoglucosa (UDPGIu) por la sacarosa-
UDP-glucosiltransferasa (Sacarosa smtetasa) La fructosa es fosforilada a fructosa-6-P
por la Hexoquinasa, que es convertida a glucosa-6-P por la Hexosa fosfato tsomerasa
mientras que ta UDPGIu se convierte a Glucosa-1-P y esta, por la accidn de una Mutasa,

a glucosa —6-P.

Estos pasos en la biosintesis del almidén son completados en el citoplasma y
tiene el propdsito de convertir la sacarosa en hexosas fosfato. La Glucosa-6-P ahora
puede entrar al plastido para completar la sintesis del almidén, En la membrana del
amiloplastide, se encuentra un intercambiador que es utilizado para introducir la Glucosa-
6-P a cambio de P, La glucosa 6-P es isomerizada a Gluoca-1-P y, posteriormente,

convertida a ADPGIu por la ADPGlu-pirofosforilasa. (EC 2.7.7.27).

Poco se ha observado acerca de la regulacion de la sintesis del almidén en célutas
no fotosintélicas. Pero se conoce que la ADPGIlu-pircfosforilasa de muchos tejidos es
inhibida por fosfato mientras que es activada por 3-fosfoglicerato. (Preiss, 1991). Sin
embargo, algunas observaciones indican que otras reacciones de la via de sintesis
pueden conlribuir en la regulacion (Smith et al., 1995), en virtud de que en las espigas de
trigo en desarroilo se da una disminucién de la actividad de la enzima almiddn sintetasa,

acompanado por una reduccién proporcional de la sintesis de almidén.

Considerando la relativa contribucion de cada pasc en la sintesis del almidén ia
regulacién de la ruta puede ser complicada debido a que las plantas contiene multiples

formas de ADPGlu-pirofosforilas, almidén sintetasas y enzimas ramificantes que difieren
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en sus propiedades molecutares y cinéticas. Se plantea que esta diversidad responde a
las diferencias entre especies respecto a las caracteristicas fisicoquimicas y no

moleculares que se observan en el almidén de diversos origenes (Bewley and Black,

1994).

Citosol sacarosa

I // Amilopectina

’ Almidon Sintetasa
I Sacaroga-UDP 1 Enzima Ramificonte
Glugosiltransferas Alrnidon Sintetasa
Fructosa UDPGlu ADPGlu— ™ Amilosa
ATP. UDPGH pirofosforitasa PPi PRi ,
. ADPGIu pirofosforilasa
Hexoquinasa ATP
ADP Glucosa-1-P Glucosa-1-P
A
Fructosa-6-p Fosfoglucomutaza l Fosfoglucomutzasa
? Glucosa-6-P —J — Glucosa-6-P

L bl &
Arni phasu-y/

Ofros compuestos

Otros compuestos

Figura 11 Esquema de la sintesis de almidén a partir de sacarosa en sistemas

vegetales, mostrando los compartimentos involucrades. (Tomado de Bewley and
Black, 1994}.
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4.2.2 Sintesis de Proteinas

Las proteinas de reserva como ya se menciono anteriormente son sintetizadas en
los ribosomas estrechamente asociados con el RE y su sintesis esta fuertemente
regulada en funcion del tejido, del estadio de desarrollo de la semilia y de la disponibilidad

de nitrégeno, azufre y fotosintatos (Shewry, 1895).

En la sintesis de nuevas proteinas, éstas atraviesan la membrana del RE donde,
por su naturaleza hidrofobica, se agregan en pequenas particulas. Ei paso a través de la
membrana es facilitade por un peptido hidrofobico que act?a como una senal presente
en el amino terminal de la proteina naciente, sin embarge al mismo tiempo que se
transloca la proteina, esta sefia es removida por una actividad proteclitica presente en la

cara interna de la membrana del RER {Fig. 12).

Ademas de la remocion del peptide sefal, las proteinas de reserva sufren en su
paso a través del RE y el aparato de Golgi, una serie de modificaciones que incluyen
corles proteoliticos y glucosilaciones. Finalmente son enviadas a su destino final en
vesiculas lisas o en vesiculas cubiertas de clatrina, las cuales se fusionan con vacuolas
especializadas que mas tarde se convierten en cuerpos proteicos (Bewley and Black,

1994).
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Figura 12 Sintesis de proteinas de resorva. En el que se muestra una representacién
simplificada de! paso de [as proteinas de reserva a través de la membrana del reticulo
endoplasmico rugoso (RER). Un peplido sefial se une al amino temminal (2,3) de la
proteina naciente. Posteriormente una aclividad peptidasa localizada en la cara interna
de ta membsrana del RER libera el peptido sefial (4). El proceso de traduccién continua
(5). Al final algunas proteinas sufren glucosilaciones en el interior del RER por la
fransferencia de un oligosacarido del dolicol pirofosfato {6). (Tomado de Bewley and
Black, 1994).

En el endospermo de maiz, diferentes clases de prolaminas (zeinas) son
depositadas dentro de los cuerpos proteicos en el momento en que este se desarrolla,
Encontrandose que en los cuerpos proteicos recién formados solo las B y y-zeinas estan
presentes, pero mas tarde en el interior de los cuerpos proteicos estos se llenan con a-
zeinas, y las p y y-zeinas son desplazadas para formar una capa fina alrededor de la
periferia de los cuerpos proteicos cuando se acerca el final de la maduracion.
Encontrado solo una pequena cantidad de B y y-zeinas embebidas con a-zeinas en el
interior de os cuerpos proteicos maduros.
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4.2.3 Biosintesis de Lipidos

La sintesis de TAG (Fig. 13) en plantas se da a través de la ruta de Kennedy
(Kennedy 1961), ésta se puede dividir en tres partes: produccion del esqueieto del
glicerol, formacién de &cidos grasos y esterificacion del glicerol para dar origen a los TAG

(Bewley & Black, 1994).

Dos alternativas rutas han sido planteadas para la sintesis del glicerol-3-fosfato
(G3P}.Por un lado, este puede ser formado por la oxido-reduccion de dihidroxiacetona
fosfato con el consumo de NADH. La dihidroxicetona fosfato reductasa esta presente
tanto en el plastido como en el citosol. La otro ruta involucra la fosforitacién directa del

glicero! por {a accién de una glicerol cinasa (Gurr, 1980).

El acetil-CoA es el precursor de la sintesis de &cidos grasos. Ei plastido como la
mitocondria pueden sintetizar acetil-CoA, ya que confienen una piruvato deshidrogenasa
que oxida el piruvato a acetil-CoA, acompafado por la reduccion de NAD. Por otro lado el
plastido cuenta con una actividad de acetil-CoA sintetasa dependiente de ATP y que
utiliza acetato para la sintesis de acetil-CoA. El origen del acetato no esta clare, pero
puede ser formado a partir del piruvato por la piruvato deshidrogenasa mitocondrial o

también puede formarse a través de! citrato por una citrato liasa.
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La formacion de los 4cidos grasos se inicia en los plastidos con la sintesis de
malonil-CoA por la acetil-CoA carboxilasa. En la carboxitacion de aceti-CoA la biotina
actua como un aceptor transitorio del HCO,". La biotina esta unida covalentemente por el
grupo carboxilo al grupo e-amino de un residuo de lisina de fa acetil-CoA carboxilasa (E.C.
6.4.1.2). El malonilo posteriormente es transferido de la CoA a la proteina acarreadora de
acilo (ACP) que es una proteina acidica pequena (9 KDa) que contiene un grupo
prostético (fosfopanteina) para formar maloni-ACP esta reaccién esta catalizada por una
malonil-CoA-ACP transacilasa especifica. Entonces se da un acoplamiento irreversible del
grupo acetilo dei acetil-CoA al C del grupo malonilo del malonil-ACP  por medio de fa (-
cetoacil-ACP sintetasa Ill para formar el acetoacetil -ACP con la liberacion de CO, Por
dos pasos de reduccién, usando NADPH y NADH y una deshidratacion, el acetoacetil-
ACP es convertido a butiril-ACP (un acil C4 completamente reducido). La condensacion
del butiril-ACP con otra molécula de malonil-ACP, seguido de una reduccién resulta en un
acil-ACP de 6C. Esta secuencial adicién de 2C unidades continua hasta alcanzar 16C
(16:0 palmitoil-ACP) o 18C (18.0 estearil-ACP). El acido palmitico o estedrico pueden ser
liberados o el estearil-ACP puede ser desaturado a oleocil-ACP siendo liberado el acido

oleico (18:1).
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Figura 13 Biosintesis de triacilgliceroles a partir de sacarosa. Se muestran los
compartimentos celulares involucrados. (Tomado de Stumpt, 1930)

El ultimo paso en la sintesis de triacilglicercles se da en el RE y comienza con la
formacién del acido fosfatidico (fosfatidato;sn-1,2 diacilglicerol 3-fosfato) a partir del
glicerol fosfato y dos acidos grasos con la participacion de dos enzimas (Yamashita et af,
1972; Tamai and Lands, 1974). La primera enzima una glicercl-fosfato aciltransferasa
{(GPAT, E.C.2.3.1.15), conduce la acilacién del sn-glicerol 3.fosfato a la posicién sn-1
para formar el 4cido lisofosfatidico. En algunas plantas este primera acilacién usualmente
ocurre a velocidades mucho menores que el segundo paso de acilacibén (Bafor et af.,
1990). El Acido lisofosfatidico es el substrato para fa segunda enzima, 1-acilgliceral 3-
fosfato aciltransferasa (LPAAT, E.C. 2.3.1.51), que completa la acilacién a la posicién sn-

2 con la formacion del acido fosfatidico. La selectividad por el susfrato de las
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aciltransferasas a sido estudiado en muchos casos y se ha observado que tiene una gran
influencia en la calidad de TAG acumulados (Frentzen and Wolter, 1998; Knutzon and

Knauf, 1998).

La enzima fosfatidasa (fosfatidato fosfatasa. E.C.3.1.3.4) cataliza la ruptura del
acido fosfatidico para producir ei diacilglicercl y el fosfato inorganico. La enzima
fosfatidasa en semillas oleaginosas es una enzima ligada a fa membrana vy esta
localizada en la misma fraccion microsomal que contiene todas las otras enzimas
involucradas en la sintesis de TAG a partir del glicerol fosfato y acil-CoA (Barron and

Stumpf, 1962; Stymne et al., 1983; Ichihara, 1984).

El ultimo paso en la biosintesis de los TAG es la acicalan del 1,2-diacilglicercl en la
posicion sn-3 y ésta es catalizada por una diacilgficerol aciitransferasa (DAGAT, E.C.
2.3.1.20) en numerosos reportes se ha sugerido que la DAGAT puede ser una enzima
que limite la velocidad para la acumulacion de TAG (Griffiths et al., 1988, Ichihara et al,
1988; Griffiths and Harwood, 1991). Las evidencias bioquimicas, no indican alguna
participacién del plastido en el ensamblaje de los TAG en semillas ricas en aceites (Cao

and Huang, 1986).

4.2 4 El acido abscisico y el potencial osmotico

Cuando el embrion es extraido de la semilla en desarrollo el crecimiento
embricgenetico es detenido y ello puede permitir que ocurra un crecimiento precoz de

tipo germinativo (desarrollo de la planta). Este implica que en las semillas intaclas existen
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ciertos factores que permiten suprimir la germinacion. Ei acido abscisico (ABA, Fig.14) es
una hormona que ha sido directamente implicada como un inhibider de la germinacion
precoz {(Kornnef ef &/, 1984; Walker-Simmons, 1987; Groot and Karssen, 1992; Balsevich
et al, 1994), asi como en la estimulacién de 12 acumulacién de reservas debido a la
observacion de que en muchas especies (ejemplo trigo, calabaza soya) cuando se
presenta una elevada acumulacion de reservas al tiempo que se observa un alto

contenido de ABA {Ackerson, 1994; King, 1976, 1982; Quebedeaux et al,, 1976).

El ABA puede estar presente en una gran variedad de semillas inmaduras, tales como
en los cotiledones de soya (Schussler et al., 1987), haba {Dathe and Sembdner, 1984), en
el embrién y endospermo de malz (Jones et al, 1987). Sin embargo, se encuentra en
mayor concentracior en los ejes embrionarios de soya (Hein et af, 1984) y maiz (Jones et

al., 1987).

Figura 14 Estructura de la fitchormona conocida como acido abscisico (ABA)
{Acido 2,-cls,d-trans abscisico; o Acido  [8]-6-[1-hidroxi-2,8,6-trimetl|-4-
oxoclclohexa-2-en-1-0]-3-metil{27,4E]pentadienclco). El compuesto natural y activo
es el isdbmero (+)-S-ABA.
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La concentracion de ABA en los tejidos esta determinada por e balance entre la
biosintesis y la degradacién, mientras gue su distribucion al parecer depende de la
diferencia de pH entre la cubierta de la semilla y el embrion (Black et al, 7991). En el
inicio del desarrollo de la semilla el contenide de ABA es extremadamente bajo o
indetectable. Conforme avanza el desarrollo, se eleva hasta legar un nivel maximo y
entonces declina a un valor bajo poco antes de que cese la acumulacién de reservas,

acompanandose o precediendo a la perdida de agua (Jones and Brenner, 1987).

Dado que las células vegetales responden naturalmente a los cambios en el potencial
osmébtico, se presume que este factor participa también en la regulacion del metabglismo
del embrién en desarrollo (Kermode 1995). Esto se manifiesta, cuando la germinacion es
detenida en embriones inmaduros debido a un bajo potencial osmético y en ausencia de
ABA (Finkilstein and Croch 1987; Obendorf and Wattlauufer 1984; Kermode 1990). Se
cree que el ABA y un bajo potencial osmético no necesariamente actaan por el mismo
mecanismo, pero ambos posiblemente actlan previniendo la entrada de agua, el bajo
potencial csmotico por reducir el gradiente de potencial de agua y el ABA posiblemente

por prevenir |a distensidn de la pared celutar (Schopfer and Plachy 1985).

Estd claro que muchos procesos o caracteristicas tipicas de las semillas en
desarrollo, como los relacionados con la acumulacion de reservas en el embrién y el
endospermo (Bewley and Black) son regulados por ABA y/o el potencial osmotico
(Kermode 1990; Kriver and Mundy 1990). Por ejemplo, se ha demostrado que tanto el
ABA como un bajo potencial osmético inducen y mantiene la capacidad de los embriones
aistados de las semillas de trigo (Rodriguez-Sotres and Black, 1994) y maiz (Pacheco-
Mosiés, et al 1997) para sintetizar y acumular lipidos de reserva. En este caso el efecto

parece deberse a la induccion de una mayor actividad de las aciltransferesas del reticulo
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endoplasmico, responsables de este proceso, sin que se halla demostrado que la mayor
actividad este ligada a una expresidn incrementada de los genes comespondientes
{Pacheco-Moisés ef al., 1997). Sin embargo, aunque |os mecanismos para conocer los
efectos del ABA o el potencial osmético han recibido considerable atencién existe poca
informacion acerca de cdémo estos faclores regufan la expresion de genes y, quiza

algunos eventos metabdlicos.

4.2.5 La germinacion de la semilia

La dispersién de las semillas es el método mas extensamente utilizado en la
agricultura debido a su gran eficiencia. La germinacidn de las semillas puede ser definida
como una serie de eventes que tienen lugar cuando la semilia seca es embebida en agua
resultando en un incremento de la actividad metabdlica y en la iniciacion de la elongacidn

del eje embrionario.

La germinacién de las semillas ha sido dividida en cuatro eventos: la imbibicion en
agua, formacién o activacion de los sistemas enzimaticos, transporte y sintesis de nuevos
materiales a partir de los componentes de reserva y la aparicidn de la radicula con el

eventual crecimiento de la planta.

La germinacion de la semilla se inicia con una rapida absorcion de agua durante la
primera parte de la imbibicién, que es independiente de la actividad metabélica, pero
depende de las condiciones exteriores como es la textura y composicion de la semilla y el

grado de compactacidn y humedad en el suelo. Una rapida captacion de agua se produce
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debido al potencial esmdtico negative (concentracion de solutos) de las células de la
semilla y a la que se opone la presion de la pared celular que es positiva. Posteriormente,
una segunda captacion de agua junto con la emergencia y la elongacion de la radicula da
como resultado de la division celular (Bewley and Black 1985). Esto es fomentado por la
disminucién en el potencial osmético de las semillas debido a la hidrélisis de las reservas
almacenadas. Durante esta fase grasas, proteinas, carbohidratos, compuestos con
fosforo y otros materiales de reserva en el endospermo y escutelo son transformadas en
sustancias quimicas simples, que se transportan a los puntos de crecimiento del eje
embricnario, en donde se sintetizan nuevos compuestos para apoyar a la germinacion de

la semilia.

Cabe mencionar que durante el proceso de la germinacién numercsas enzimas
como lipasas, proteasas, fosfatasas, hidrolasas, carboxipeptidasas y otras enzimas son
activadas o sintetizadas de novo (Mayer and Poljakoff-Mayber 1989; Bernier and Ballance
1993; Bewler and Black 1985; Bernhardt et a/., 1993, Cocucci and Negrini 1991; Washio
and Ishikawa 1992). Es decir, en algunos casos se da la aclivacién de las enzimas
preexistentes que acompana a la hidralacion de las semillas o en otros, la sintesis de
novo es producto de la traduccion de los RNA mensajeros presentes o recién sintetizados.
Ademas, evidencias experimentales sugieren que el proceso de sinlesis o de aclivacion
de estas enzimas esta regulado por sustancias que actita como promotores o inhibidores
de crecimiento (Bewley and Black 1985, Lewak 1985, Lalonde and Saini 1992, Sharma et
al., 1992; Whitehead and Nelson 1992; Cocucci and Negrini 1991; Kovac ef al., 1993; Ni

and Bradford 1993; Gallego et a/., 1991; Kermode ef al,, 1992;).

44



5. Hipotesis

Los embriones inmaduros de maiz utilizaran mas eficienternente el acetato para la

sintesis de lipidos como el en la sintesis de proteinas.

6. Objetivos

6.1 Generales

< Conocer el patrén de particién de carbono en las semillas inmaduras de maiz cuando
se utiiza el malato o el acetate como precursores para la sintesis de lipidos y
proteinas, y observar como los cambios metabdlicos que ocurren en los embriones por
la adicidn de Acido abscisico y un bajo potencial osmético se relacionan con esta

particion.

6.2 Particulares

% Conocer si el malatc es un donador importante de esqueletos carbonados en la

biosintesis “in vivo™ de lipidos.
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Deterrminar si el acido abscisico y un potencial osmdético negativo modifican la
ulilizacion de malato como una fuente de carbono durante la sintesis de fipidos y/o

proteinas

Determinar si los protoplastos del embrin de maiz inmaduro aislados son

metabolicamente funcicnales

Conocer si el acetato es un buen precursor de carbono en la sintesis de proteinas en

los embriones inmaduros del maiz

Obtener mayor conocimiento sobre el papel que juegan el ABA y un bajo potencial

osmdtico en la acumulacién de reservas en los embriones inmaduros de maiz

Establecer las posibles correlaciones vy diferencias de los conocimientos que se

tienen, de cémo se esta dando la particidn del carbono disponible en las semillas

inmaduras hacia la biosintesis de los lipidos y proteinas
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7. Materiales y Métodos

7.1 Materiales

7.1.1 Material biolégico

Se emplearon embriones de Maiz (Zea mays) recién aislados de las semillas

frescas e inmaduras de maiz.

7.1.2 Equipos

Balanza analitica, Ohaus

Camara de agitacion con temperatura controlada, Lab Line Instruments
Congelador de -20°C, Nieto

Congelador de —70°C, Forra Scientific

Densitémetro de fosforecencia inducida, Storm, Molecutar Dynamics
Microscopio oplico, Olimpus

Micro osmometro, Micro-Osmette Presition system, Natick, Mass. USA
Parrilla con agitacion magnética, Thermolyne

Potencidmetro, Conductronic

Refrigerador a 4°C, America

Vortex, Thermoline

7.1.3 Reactivos

Acido acético -1-['*C], Amersham Pharrnacia Biotech

Acido acético, Merck, o J.T. Baker.

Acido L-malico -U-["*C] (sat de sodio), Amersham Pharmacia Biotech
Acido L-mdlico, Sigma Chemical Co., San Louis Missouri, USA.
Acido Abscisico (ABA), Sigma chemical Co., San Louis Missouri, USA,
Acido clorhidrico, Merck

Alcohol 96% Grado técnico, Merck

Alcohol abscluto, Merck

Arginina, Sigma Chemical Co., San Louis Missouri, USA.

Albumina sérica bovina (BSA), Boehringer Mannheim

Celulasa Onozuka R-10, Yakult Honsha Co.

Clorofarmo, J.T. Baker R.A.

Cloruro de sodio, J.T. Baker R.A.

Eter etilico, J.T. Baker R.A.

Glucosa, Sigma chemical Co., San Louis Missouri, USA.

Hidroxido de sodio, Reactivos Monterrey QP.

Hidroxido de potasio, J.T. Baker R.A.
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Hexanos, J. T. Baker R A

Macerozyme, Yakult Honsha Co.

Manitol, Merck Purisimo

Metanol, Merck Q.P.

Acido (2-[N-morfolinojetanosulfonico), (MES) Reserch Organies Inc.
Nitrégeno gaseoso 99.99%, Infra de México.

PEG (Polietilenglicol 6000), Sigma Chemical Co., San Louis Missouri, USA.
PVP-40, Sigma Chemical Co., San Louis Missouri, USA.

Sacarosa, J.T. Baker

Dodecil sulfato de sodio (SDS), Merk Purisimo.

Sulfato de zinc, Reactivos Monterrey QP.

Urea, Sigma Chemical Co., San Louis Missouri, USA.

Xilanasa de Trichoderma Viride, Fiuka Biochemika.

7.2 Métodos

7.2.1 Aislamiento e incubacion de los embriones

La extraccién de los embriones se realizd en condiciones estériles para lo cual la
mazorca se sumergid durante 15 minutos en una solucian 16 % de polietilen glicot 6 000
(PEG} conteniendo hipoclorito de sodio al 1 %, posteriormente, se lavd el elote con una
solucion estéril de PEG 16 % para eliminar el hipoclorito de sodio. Los embriones se
extrajeron de las semillas con una espétula, dentro de una campana de flujo laminar y se
les depositd en una solucion conteniendo: acide (2-[N-morfolino)etanosulfonico}-KOH
(MES) 10 mM, pH 5.5; sacarosa 30mM, 500 mM de manitol y &cido Abscisico (ABA)
10 pM; tras lo cual, con el fin de estandarizar el estado fisiologico de los mismos, se les
incubd con agitacién {50 rpm) por 48 horas a 25 °C {cambiando e! medio cada 24 h).
Posteriormente, lotes de 5 a 8 embriones se incubaron por 24 horas a 25 °C y 50 rpm en
matraces Erlenmeyer de 50 mL con 2.5 mL de un medio conteniendo alguna de las

siguientes mezclas de reactivos:
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Medio | Medio MES KOH 10 mM, pH 5.5, sacarosa 30 mM, manitol
BSMA 500 mOsmoles, ABA 10 uM
Medio Il Medio MES KOH 10 mM, pH 5.5, sacarosa 30 mM,
BS

Se prepararon 8 matraces de los cuales 4 contenian el medio BSMA y fos

restantes el medio BS. Después de las 24 horas de preincubacion dos matraces

provenientes de cada tratamiento fueron incubados con Sul. de acetato-[**C] (1mCi) y los

dos restantes con 5uL de malato-['*C] (1mCi) por 4 horas a una temperatura 25°C y a

50 rpm. Pasado el tiempo de incubacidén con los precursores radiactivos fos embriones

fueron lavados con una solucion 15 mM de acetato y 15 mM de malato no radiactives. Los

embriones asi tratados fueron almacenaron a -7Q0°C para realizar posteriormente a

extraccion de lipidos y proteinas.

7.2.2 Extraccién y separacion de los lipidos

Los lipidos se extrajeron empleando la metedologia reportada por Rodriguez-

Sotres y Black (1993), en la cual, se homogeneizan los embriones con 1ml de metanol

en un mortero a 4°C Una alicuota de 10 ul se transfirié a un vial y se mezcid con 3mL de

liquido de centelleo para determinar la radiactividad total incorporada, al volumen restante

se le adicionaron 2 mL de metanoi, 3 mL de cloroformo y 5mL de una solucién acuosa
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conteniendo 1 % de NaCl y 0.1 % de ZnSO,. La mezcla se agitd y centrifugé por 10
minutos a 1 000 X g por 5. minutos, se elimind la fase superior, se tomé una alicuota de la
fase organica para conocer la cantidad de radiactividad incorporada a los lipidos totales y

el resto de esta fase se empled para separar los diferentes tipos de lipidos

Una alicuota de la solucion cloroformica recuperada se evapord con nitrégeno y
los fipidos se concentraron en un pequefio volumen el cual se aplico a una placa de
cromatografia de capa fina la cual se luyd en dos pasos; primero con una mezcla de
cloroformo metano acido acético agua (85:15:10:3.5) y una vez alcanzada Ia mitad de la
placa se sact de la camara y se dejo evaporar el solvente. Mas tarde se corridé con una
segunda mezcla conteniendo 70 partes de hexano, 30 partes de éter etilico y 1 parte de
acido acético. Después de evaporado el solvente, los diferentes tipos de lipidos fueron
detectados por exposicion de la placa durante 3 dias en una pantalla de Europio y con la
ayuda del densitémetro de fosforecencia inducida (Storm, Molecular Dynamics) se
determiné la radiactividad incorporada en los lipidos. Se utilizé aceite de oliva disuelto en
cloroformo como estandar y con ayuda de los vapores de yodo se determino la

localizacién de las diferentes clases de lipidos.

7.2.3 Extraccién y cvantificacidn de proteina

Para extraer las proleinas, de los embricnes se homogeneizaron estos siguiendo
el método descrito por Pacheco-Moisés y col (1997). Para ello, se emplearon 4
embriones que se homogeneizaron con ayuda de un mortero en una solucién 0.1M Tris -
HCI (pH7.4), 5 mM de ditiotreitol (DTT), 1% de dodecil sulfato de sodio (SDS), 0.5%

Tween 20, 0.15M NaCl y 2 M de urea. Se tomo una alicuota de 100 plL para conocer Ia

50




radiactividad total incorporada, el resto del homogeneizado se centrifugd a 10 G00Xg por
10 minutos y al sobrenadante se le adicionaron 25 mL de acetona con 0.1 % de HCI La
mezcla se agitd por 12 horas a 4 °C, la proteina fue recuperada por centrifugacion a
10 000Xg 10 minutos, el sobrenadante se descantd y la proteina fue lavada con 15ml de
éter para extraer los lipidos remanentes. El sedimento final se resuspendid en 1mL de
medio para electroforesis que consta de 100mM Tris-HCI pH 6.8, 50 mM de ditiotreitot
(OTT), 1% SDS, 0.2% Tween 20 y 2 M de urea. Una alicuota de 500 uL de esta solucion
se deposito en un vial de centelleo con 3 mL de liquido de centelleo y se determing ia

radiactividad de esta fraccion.

7.2.4 Medio basico y enzimas digestivas

El medio basico de incubacion contiene glucosa 2%(p/v), 10 mM de acido (2-[N-
morfolino]-etanosuffonico)-KOH (MES), pH 6.5; 10 mM de Arginina, 3mM CaCl; y 0.5 %
{(p/v) de albimina de suero bovino (BSA). Las enzimas digestivas de la pared celular se
emplearon a las concentraciones siguientes: (.25 % {piv} de Xilanasa, 2.0 % (p/v)
Celulasa Onozuka R-10 y 0.25 % (p/v) Macerozyme R-10. E! medio con las enzimas
digestivas (mezcla de digestion) se centrifugd a 1 000 rpm por 5 min., el sobrenadante
resultante se ajustdé a una osmolaridad entre 850-900 mOsmoles con manitol (p.m.
182.17g/mol), para lo que se empled un Osmometro semiautomatico Micro-Osmette

(Presition system, Natick, Mass. USA).
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7.2.5 Obtencidn de protoplastos

40 embriones recién aislados (aproximadamente 50 mg de peso fresco) se
incubaron por 2 horas con agitacion (50 rpm) en 10mb del medio basico (850-
900 mOsm.) a temperatura ambiente. Después, los embriones se picaron finamente con
bisturi y los fragmentos se incubaron toda la noche a temperatura ambiente en 10 mL de
la mezcla de digestion, sin agitacidn. Al terminar los protoplastos se separaron del tejido
remanente por filtracién usando mallas con una abertura de poro de 100 um y 15 um de
diametro, respectivamente. En seguida, ios protoplastos se concentraron por
centrifugacion (aproximadamente a 65 X g) durante 5 minutos y se les resuspendi¢ en un

volumen pequefio de medio basico a 850mCsm.

7.2.5 Incorporacion de malato-['C] y acetato-[14C] en los protoplastos.

Los protoplastos concentrados se tomaron con pipeta Pasteur en condiciones
estériles y se repartieron en volimenes iguales en dos tubos de ensayo con tapa. En uno
de ellos se adicionaron 5 uL de acetato-[14C] (1 mCi) y en el otro se colocan 5 il de
malato-[**C] (1 mCi). Los dos tubos se incubaron sin agitacién por 1 hora a 28 °C.
Después del tiempo de incubacidn se lavaron con medio basico ajustado (850 mOsm.)
conteniendo 10 mM del precursor no radiactivo. Los tubos se centrifugaron (65X g) y el
sobrenadante se descantd, los protoplastos se resuspendieron en un volumen pequefo de
medio basico ajustado (850 mOsm.) y una alicuota de cada muestra se depositd en un
vial con 3 mL de liquido de centelleo y se cuantificd la incorporacién tanto de acetato-[*C|

como de malato-['4C] al interior de Ia célula mediante un contador de centelleo liquido.
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Ei resto de las muestras se mezcld con 2 mL de cloroformo'metanol 1-1 y con
200 pL de solucién acuosa de NaCl 0.15 M. Se recupero la fase de cloroformo mas

pesada y se determind la radioactividad incorporada a los lipidos.

Para cuantificar la proteina, 50 pl de fa suspension de protoplastos se mezcld con
una solucién que contenia 0.1 M de Tris-HCI, pH7.4, 5 mM de DTT, 1 % de SDS. 05 %
de Tween 20, 0.15 M de NaCl y 2 M de urea hasla alcanzar 0.5 mL. La mezcla se agito y
se le adiciond 1 mL de acetona con 0.1 % de HCI. La agitacion se continud por 12 horas a
4°C. Transcurrido el tiempo, la proteina fue colectada por centrifugacion a 10 000 X g por
10 minutos y el sobrenadante fue descartado, et sedimento fue lavado con 1.2 mL de éter
para extraer los lipidos remanentes y el precipitado final fuere suspendido 1 mL de medio
para electroforesis, el cual contenia: 100 mM Tris-HCI, pH 6.8, 50 mM DTT, 1 % SDS,
0.2 % Tween 20 y 2 M urea. La suspension fue depositada en un vial de centefleo que

contenia 3 mL de liquido de centelleo y se midio la radiactividad contenida en elta.

8. Resultados

Con el fin de determinar el aporte de carbono y el posible flujo de este a las
diferentes reservas sintetizadas durante el desarrallo de los embriones inmaduros del

maiz se evalio la capacidad de estos para sintetizar lipidos y proteinas, alimentandoios

con acetato-['*C} o malato-['C).
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El resto de ias muestras se mezcld con 2 mL de cloroformometanol 1'1 y con
200 pL de solucién acuosa de NaCl 0.15 M. Se recuperd la fase de cloroformo mas

pesada y se determind la radioactividad incorporada a los lipidos.

Para cuantificar la proteina, 50 pl de la suspension de protoplastos se mezclé con
una solucién que contenia 0.1 M de Tris-HCI, pH7.4, 5mM de DTT, 1% de SDS. 05%
de Tween 20, 0.15 M de NaCt y 2 M de urea hasta alcanzar 0.5 mL. La mezcla se agito y
se le adiciond 1 mL de acetona con 0.1 % de HCI. La agitacion se continud por 12 horas a
4°C. Transcurrido el tiempo, la proteina fue colectada por centrifugacion a 10 000 X g por
10 minutos vy ef sobrenadante fue descartado, el sedimento fue tavado con 1.2 mL de éter
para extraer los lipidos remanentes y el precipitado final fuere suspendido 1 mL de medio
para electroforesis, el cual contenia: 100 mM Tris-HCI, pH 6.8, 50 mM DTT, 1% S0S,
0.2 % Tween 20 y 2 M urea. La suspension fue depositada en un vial de centelleo que

contenia 3 mL de liquido de centellec y se midié la radiactividad contenida en ella.

8. Resultados

Con el fin de determinar el aporte de carbono y el posible fiujo de este a las
diferentes reservas sintetizadas durante el desarrollo de los embriones inmaduros del

maiz se evallo la capacidad de estos para sintetizar lipidos y proteinas, alimentandolos

con acetato-[*4C] o malato-['#C].
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En la figura 1 se muestra la incorporacion de los precursores radioactivos a los

lipidos totales cuando los embriones se incuban en los diferentes tratamientos.

g 25
2 1461% 19.15%
= 20 . =
g 1 —1
| =
L 15
L1
b
g 10 |
s 582 % 3.95 %
e
o 5 F
-
‘oe .
0
BSMA BS BSMA BS

Figura 1 Incorporaclén de acetato{"“C} { O ) y malato-{'*C] { 0 ) en los lipidos
totales extraides de embriones de maiz inmaduros. Los medios BS contiene MES-
KOH 10 mM, pH 5.5, sacarosa 30 mM, y los BSMA manitol 500 mOsmoles, ABA
10 ufd MES KOH 10 mM, pH 6.5, sacarosa 30 mi,

Los resultados de estos experimentos muesiran claramente que la marca
radiactiva proveniente del acetato-[14C] es incorporada en una mayor proporcibn la
biosintesis de lipidos; lo anterior es cierto tanto en los embriones que se mantuvieron en
condiciones de desarrollo, por la adicién de ABA y el mantenimiento de un bajo potencial
osmético (medio BSMA), como en los incubados en un medio diluido (medio BS) que,
como se ha demostrado en numerosas semilias, lleva eventualmente al establecimiento

de un patrén geminativo (Finkelstein and Somerville, 1989; Bewley and Biack, 1994) . Por

el contrario, el maiato-[14C] es empleado en menor proporcidn por los embriones para la
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sintesis de lipidos por lo que la mayor parte de este precursor debe ser empleado para
otras necesidades de la célula. Asi la diferencia que existe de aproximadamente de 10
unidades porcentuales en la incorporacion de acetato-['4C] en comparacién al malato-
[(*%C] en ambas condiciones de incubacion. Indican que los mecanismos generales que
determinan el destino final del carbono se mantienen operando independientemente de

que el patrdn de desarrollo se mantenga o se encamine hacia su salida germinativa.

Se investigd la distribucidn de la marca radioactiva en los diferentes tipos de
lipidos por medio de la cromatografia en capa fina. La figura 2 muestra que el acetato se
localiza preferentemente en los TAG, que son los principal lipidos de reserva para las
semillas. Cuando se analizd la marca procedente def malato este mostraba un bajo
porcentaje de incorporacidn en los TAG, confirmandose que este no es un  buen
precursor para la sintesis los lipidos durante la maduracién o al tiempo que se daba la
germinacion y que su empleo en la sintesis de acides grasos es aun menos eficiente, ya
que estos son precursores de glicerolipidos y los TAG son los glicerolipidos que se

acumulan mas rapidamente durante este periodo del desarrollo (Bewley and Black, 1994).
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Figura 2. Cromatografia en capa fina de los lipidos extraidos revelada por
autoradiografia. Para lograr obtener el mismo numero de cuentas ({~50000 CPM)
la placa se sobrecargo en los carriles donde se aplicaron las muestras para los
lipidos marcados con malato-["*C] causando el extrafio patrén de corrimiento aqui
presentado. Un estandar de aceite de oliva revelado con vapores de yodo se utilizo

para determinar la posicion de los TAG.

Dado que no es empleado con eficiencia para la sintesis de lipidos, la alternativa

era que este compuesto pudiese ser utilizado para |a sintesis de otros compuestos como

pueden ser aminoacidos, terpenoides o esteroides o bien ser empleado como fuente de

energia. Apoyados en evidencias previas que sugerian un papel para el malato en las

reacciones anaplerdticas, decidimos investigar la primera de las posibilidades al incubar

los embriones con malato-["*C]. Los embriones incubados y marcados, como se describe

en la seccion 7.2.1 de materiales y métodos, fueron procesados para determinar la

incorporacién de este precursor en proteinas.
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Se muestra la figura 3 que, en contraste con lo ohservado en la sintesis de lipidos
(figuras 1 y 2), se observa que el malato es un mejor precursor para la sintesis de
aminoacidos. También se observa que esta incorporacion es mucho mayor en [0S
embriones incubados un medio diluido (BS), condicién que, lleva eventualmente hacia la
germinacion precoz de los embriones y que, por tanto, debe estar asociada a un
importante cambio general de la fisiologia, seguramente asociado a cambios en el patron
de sintesis de proteinas, tales como fosfatasas (Mayer and Poljakoff-Mayber 1989),
amilasas (Garcia-Maya and Black, 1991; Bernier and Ballance 1993; Bemnhardt af af
1893), carboxipeptidasas {(Washio and Ishikawa 1992), lipasas, proteasas, Yy otras
enzimas que son sintetizadas de novo (Bewler and Black 1985; Cocucci and Negrini

1891).

5 L
2 13.16 % 2019 %
12.08 %

%de Incorporacién en proteinas

BSMA BS BSMA BS

Figura 3 incorporacién de acetato{14C] {3 } y malato'C] (O Jen protelnas
soluble total extraidas de embriones de maiz inmaduros.
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Como era de esperarse, los datos de la figura 3 muestran ademas que el acetato

fue empleado de manera mas eficiente que el malato en la sintesis de proteinas.

Para investigar si la organizacion de los tejidos representaba algun tipo de barreras
para que los precursores radiactivos se transportaran eficientemente al interior de las
células, se decidid repetir este tipo de trazado radiactivo en células desprovistas de |1a
pared celular. Para ello, fue necesario establecer las condiciones para el aislamiento de
protoplastos de los embriones de las semillas inmaduras, ya que no se encontraron en la
literatura reportes sobre el aislamiento de protoplastos de este tejido en especifico.
Debido a la ausencia de una pared celular rigida y a la consecuente exposicion de la cara
externa de la membrana celular a todo tipo de solutos, los protoplastos son un sistema
ideal para la investigacién en procesos de transporie e incorporacién de diversas
moléculas, que permiten estudiar la regulacion del metabolismo. Ademas, en este sistema

es posible realizar el andlisis de cada experimento a tiempos mas cortos.

Con el proposito de encontrar las condiciones optimas de aislamiento de los
protoplastos que nos permitieran contar un numero suficiente de ellos, se prepararon
diferentes mezclas de digestion en diferentes concentraciones de enzimas. Ei tiempo de
incubacion se mantuvo fijo en 4 horas a 28°C para los primeros experimentos. Los

resultados de los diferentes tratamientos se muestran en la tabla No. 1
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Tabla No.1 Combinaciones empleadas en la mezcla de digestién. El tiempo de
incubacion para todos los tratamientos fue 4 horas.

Mezcla de digestion Celulasa (%} Macerozyme (%} Xilanasa (%) Protoplastos

obtenidos (N%mL)
1 2 2 0.0 1x10°
2 2 0.5 0.0 2x10°
3 4 0.5 0.0 4xto’
4 4 0.25 0.0 3x10°
5 4 0.5 0.5 5x10°
6 5 0.5 0.5 0.0

Los resultades en la tabla No.1 muestran que independientemente de la
concentracidn de enzimas utilizadas el numero de protoplastos recuperados es similar.
Observaciones al microscopio, revelaron una gran canlidad de células rotas y fragmentos
subcelulares libres {datos no mostrados). Una disminucion de la concentracion de
Macerozyme hasta un 05% (mezcla No. 2) pemmitié mejorar el rendimiente de
protoptastos. Se sabe que las preparaciones de enzimas utilizadas para degradar los
componentes de la pared celular contienen impurezas como proteasas que pueden
afectar al numero de protoplastos obtenidos, posiblemente esto explique el aumento del
rendimiento con la disminucién de la concentracion de Macerozyme utilizada. Para Ia
mezcla de digestion No. 3 se aumentd fa canfidad de celulasa para acelerar la digestién
esto mejoro |la produccién de protoplastos. Una pequefa disminucién en la concentracion
de Macerozyme 0.25% (mezcla de digestion No. 4) no mejoré el nimero de protoplastos
por lo que consideramos que la concentracién optima de Macerozyme para estos
experimentos iniciales se encontraba alrededor de 0.5%. La mezcla No. 5 con un 4% de
celulasa 0.5% de Macerozyme y la adicion en 0.5% de xilanasa produjo una mejora en la
cantidad de protoplastos recuperados, la adicion de cantidades mayores de Xilanasa no
produjo mejoras (datos no mostrados). Se observé que concentraciones del 5% de

celulasa (Mezcla No.6) son detrimentales, lo cual se podria explicarse, nuevamente, por el
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efecto nocivo de las proteasas u otros agentes toxicos presentes en las preparaciones

comerciales de estas enzimas.
Para conocer el tiempo 6ptimo de la digestion enzimatica y aumentar el numero de

protoplastos obtenidos la mezcla No. 5 fue incubada por diferentes tiempos, y los

resultados se muestran en {a tabla No. 2.

Tabla No. 2 Efecto del tiempo de incubacion sobre la cantidad de protoplastos

obtenidos.
Tiempo (h) Protoplastos obtenidos (N“/mL)
2 1x10°
3 2x10*
3 5x10°
5 1x10°

Las mezclas contenian 4% de Celulasa, 0.5% de Macerozyme y 0.5% de Xilanasa.
Todas fueron incubadas a 28°C,

Los datos sugirieron que digestiones en tiempos alrededor de las 2 y 3 horas no
permiten obtener un desprendimiento apropiade de la pared celular, ya que se observaron
al microscopio células agrupadas y una cuenta baja de protoplastos. Tiempos de
incubacion tan largos como de 5 horas provocaron la ruptura de los protoplastos,
posiblemente por el cambio en la osmolaridad del medio de digestion como resultado de
la liberacion del material celular o por la actividad de las proteasas presentes en las
preparaciones comerciales de enzimas o por las procedentes del propio tejido. Por lo que,
los mejores rendimientos se obtuvieron a tiempos de 4 horas de incubacion. Tomando en
cuenta lo anterior, se pensod que si se reducia la concentracién de enzimas, seria posible
aumentar el tiempo de [a digestién y quiza se recuperase mayor namerc de protoplastos,

para hacer sencillo el procedimiento experimental, se decidié emplear un tiempo de
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incubacién de 15 h, el cudl permitiria dejar la digestén por la noche y recuperar la células
enia manana, con tiempo suficiente para realizar los experimentos deseados. £l resultado

de esta experiencia se muestra en |a tabla No 3.

Tabla No 3 Nuevas condiciones de incubacién para la obtencién de protoplastos.

Celuiasa (%) Macerozyme (%) Xilanasa (%) Tiempo (h) | Protoplastos obtenidos
(N/mL)
2 0.25 0.25 ~15 7x10°

De estos resultades se puede apreciar un ligero aumento en el rendimiento en
numero protoplastos a pesar de que la concentracién de las enzimas disminuyd en
comparacion con los datos presentados anteriormente. La observacion de que a tiempos
tan largo no se presentaran los mismos efectos en la disminucién del rendimiento como
en los experimentos anteriores es consistente con la existencia de proteasas y/o factores
téxicos, que al ser disminuidos permitiesen la sobrevivencia de las células por mas

tiempo, dando al final, un mejor rendimiento.

Estas condiciones resultaron ser apropiadas para recuperar el mayor nimero de
protoplastos que nos permitieron realizar experimentos de incorporacién de marcadores

radioactivas con [C].
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En la figura 4 se muestran los protoplastos obtenidos bajo las condiciones de la tabla
No. 3 observandose que las células desprovistas de pared celular adoptan una forma
esférica y debido a que son parte de tejidos en desarroilo, muestran tamafios los cuales

oscilan entre 30 y 80pum.

Figura 4 Observaclén de protoplastos de embriones de las semillas inmaduras del
maiz mediante microscopica optica en contraste de fases.

Comparando nuestros protoplastos con los obtenidos de ofras fuentes vegetales
(Figura 5) podemos notar que existe una mayor semejanza entre nuestros protopliastos
(a) y los obtenidos a partir de raices de maiz (¢}, esto se constata por que presentan un
citoplasma altamente denso conteniendo una gran cantidad de organelos que le dan una
apariencia granular y que es caracteristico de tejidos no fotosintéticos. Mientras que en

los protoplastos de las otras fuentes (b, d y e) es evidente la presencia de una gran
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vacuola que disminuye la apariencia granular y no permite apreciar con claridad a

otros organelos, esta maorfologia es caracteristica de las células fotosintéticas.

Figura & Observaciones microscépicas de protoplastos de diferentes sistemas
biciégicos: a) embriones inmaduros de maiz, b) remolacha dulce, c) raiz de maiz
d)cafa de azdcar e) hojas de petunia.

Para comparar los resultados obtenidos con los embriones de las semillas

inmaduras se observo el efecto de adicionar acetato-[14C] y malato-[*C] por diferentes
periodos de tiempo, al medio de incubacién de los protoplastos. Este resultado, es
también una buena evidencia de la viabilidad, ya que al ser el proceso de sintesis de
lipidos y proteinas tan complejo, es pcco probable que se observase sintesis de estas
macromoléculas en células cuya estructura y metabolismo presentasen darfio severo. Los

datos se muestran en las figuras 6y 7.
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Figura 8 Incorporacién de acetato-{C] { O ) y matato"*C] { O ) en los lipidos
totales extraidos de protoplastos abtenidos de los embriones de maiz iInmaduros.
Los protoplastos fueron Incubados por 30 minutos {izquierda) ¥ 1 hora (derecha)
con los compuestos radlactivos a 28 °C.

Como era de esperarse las graficas muestran que los protoplastos incorporan los

compuestos radiactivos lo cual indica que las células eran funcionales, Ya que estos

resultados son semejantes a los obtenidos con los embriones enteros se sugiere que la

eliminacion de la pared celular, no es el factor responsable de la incorporacién diferenciai

de estos compuestos en tipidos (figura 6} y proteinas {figura 7).
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Figura 7 Incorporacién de matato{'*C] (1} y ["'C] acetato (0 ) en proteina total
extraida de protoplastos obtenidos de embriones de maiz Inmaduros. Los
protoplastos fueron Incubados a 28°c durante 30 minutos {izqulerda} y 1 hora
{derecha).
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9. Discusion

Es bien reconocido gue la sacarosa es la principal fuente de carbono empleada
por las semillas de maiz para cubrir sus necesidades biosintéticas durante su desarrollo.
Sin embargo surge la pregunta - ;COmo se esta particionando ésta para suministrar

i

todo el carbono durante la biosintesis en la semilla?

Si se observa la composicion de las semillas de maiz nos damos cuenta que el
endospermo almacena principalmente almidon mientras que en el embrién se encuentran
como componentes mayoritarios los lipidos y las proteinas (Bewley and Black 1994). Esto
nos indica que en el endospermo del maliz, la sacarosa proveniente de las hojas esta
siendo utilizada preferentemente hacia la sintesis del almidén por un mecanismo no bien
conocido pero que los datos disponibles sugieren que la sacarosa es convertida a
hexosas fosfato en el citoplasma y se introducen en el plastido (Newhaus y Emes, 2000),
sitio en el que se sintetiza y acumula el almidén {Dennis, et af, 1997). Sin embargo, el
embrion presenta un comportamiento distinto, por que en él las proteinas y los lipidos son
mas abundantes y la acumulacion de almidén es escasa y transitoria {Leprince ef al.,
1990), por lo que la sacarosa, ademas de servir como fuente de energia, esta siendo
transformada principalmente en proteinas y triacilgliceroles. Dado que la sintesis de
aminodacidos requiere esqueletos de carbono en forma de diversos acidos organicos,
mismos que se obtienen, principalmente de! ciclo de Krebs (Heldt, 1997), mientras que la
sintesis de acidos grasos requiere carbono en forma de acetato, la conversion de
sacarosa en estos compuestos deberd proceder a través de la glucdlisis, via metabdlica
que esta casi en su totalidad presente tanto en el citoplasma, como en el plastido

(Plaxton, 1896), posteriormente, el carbono debera ser dirigido hacia la mitocondria 6
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hacia el plastide. El flujo hacia la mitocondria podria darse a través del antiporte
malato/OH", o a través de otros intercambiadores de tri y dicarboxilatos, ya que si bien,
estos ultimos no siempre representan intercambio neto de carbono, si pueden canalizar
oxoglutarato, acetcacetato y citrato, que servirian a las via de sintesis de aminoacidos
{Dennis ef al., 1997). Por otro lado, el camino por la via plastidial requiere |a existencia de
un intercambio de metabolitos entre el citoplasma y este organelo, este intercambio es
indispensable en cuaiquier caso, ya que la sintesis de acidos grasos ocurre en su
totalidad en los plastidos (Ohlrogge y Jaworsky, 1997). Desafortunadamente, la
caracterizacién de los transportadores de la membrana de los diferentes tipos de plastidos
presentes en las plantas, dista mucho de ser completa y no ha sido sino hasta
recientemente, que dicha caracterizacion ha despertado el interés de la comunidad
cientifica, siendo el caso de los cloroplastos el mejor estudiado (Joyce et al., 1998) y
quedando aun mucho por investigar en referencia a los plastidos de ofros lejidos
(Newhaus y Emes, 2000; Newhaus y Wagner, 2000). Al respecto se sabe que los
cloroplastos presentan un intercambiador de 2-oxoglutarato por malato y otro que
intercambia oxaloacetatc por malato con gran afinidad por oxaloacetato (Woo et al.,
1987), sin embargo, estos tipos de transportadores no podrian afectar la particion de
carbono, ya que no involucran una ganancia o pérdida neta de carbono para el
cloroplasto. En cambio, se ha reportado gue los plastidos pueden intercambiar varias
hexosas fosforilados por fosfate (Fliigge, 1999), lo que si representa una ganancia de
carbono y mantiene el balance de fosfato entre ambos compartimentos; como también se
reportd la existencia de un intercambiador de malato por fosfato en leuceplastos de
semillas de colza (Brassica napus) en desarrollo (Eastmond et al., 1997). Este dltimo
intercambiador podria aportar carbono en forma de malato para la sintesis de lipidos
dentro del plastido, ya que se ha demostrado que estos organelos son capaces de

emplear malato como fuente de carbono para la sintesis de acidos grasos "in vitro” (Smith
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et al., 1992). De esta manera deben existir mecanismos, aln no identificados, capaces de
compensar el flujo de fosfato para restaurar el balance del mismo entre ios organelos, ya
que se ha demostrado que dicho balance es fundamental para regular varios proceso
citoplasmaticos y plastidiales A pesar de ello, nuestros resultados no apoyan que el flujo
de malato hacia el interior del plastido sea una fuente importante de carbono para la
biosintesis de lipidos, ya que su incorporacion en estos compuestos fue muy inferior a la
observada con acetato (Fig. 1) contrariamente a lo observado en estudios in vitro para
plastidos aislados de semilla de ricino (Smith ef al., 1992). Por otra parte, este resuitado
no puede atribuirse a que fa penelracion del malato al interior del tejido estuviese imitada
por la pared celular, ya que el comportamiento de los flujos de rmarca hacia lipidos y
proteinas fue semejante en células aisladas, desprovistas (Fig. 6). Resultados recientes
de nuestro laboratorio, no publicades, indican que los plastidos aislados de las semillas de
maiz no presentan la actividad de intercambio malatoffosfato, al menos en las condiciones

empleadas para medir el transporte.

El conocer si el malato ¢ el acetato son o no buenas fuentes de carbono para la
sintesis de lipidos y/o de proteinas estriba en que como ya se ha mencionado un punto
control y de ramificacién de la via glucolitica, en el citoplasma, se da al nivel de PEP. Este
puede ser empleado para la generacién de piruvato, con ganancia de energia {en forma
de ATP), o bien ser carboxilado a malato, reaccidn que en principio seria anaplerédtica,
(O'Leary, 1982; Rodriguez-Penagos and Mufioz-Clares, 1999). El hecho de gue cuando
anadimos malato de manera exégena durante el periodo de almacenamiento de reservas
o cuando era estimulada fa germinacién precoz en los embriones y observamos que a
mayor parte de la radiactividad incorporada estaba presente en las proteinas (figuras 3 y
7). indica que la sintesis de malato en estos lefidos tiene en verdad una funcién

anaplerdtica y no contribuye a la sintesis de lipidos, como habian propuesto Smith y col.
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{1992) y Eastmond y col. (1998). Esto implicaria que, al menos en el caso del maiz, la
captura de PEP por la PEP carboxilasa par'a producir malato dirigiria el carbono hacia la
mitocondria y favoreceria su incorporacién en aminoacidos. Lo que concuerda con los
cambios observados en las actividades de la PEP carboxilasa y la Piruvato cinasa en
semillas de maiz en desarrollo que son sometidas a condiciones que detienen la
acumulacién de reservas (Rodriguez-Sotres et al, 1999). En concordancia con estas
observaciones, la incorporacion de malato-[**C] en proteinas fue mas notoria en los
embriones que se incubaron en ausencia de ABA y de un bajo potencial osmotico,

factores que mantienen el patrén de acumulacién de reservas (Fig. 3).

Ademas, los datos de las figuras 1 y 6 nos indican que sdlo una pequena cantidad
de carbono proveniente del matato se dirige a la sintesis de lipidos, lo que indica que si el
malato entra al plastido ya sea como tal o como algin otro intermediarie Uil para la
sintesis de lipidos, este no es empleado para dicho fin y, posiblemente, salga nuevamente
para ser aprovechade en otras vias metabodlicas. En cualquier caso, esto apoya la
propuesta de que hay poca participacion de la PEPC en la biosintesis de lipidos
(Redriguez-Sotres el al., 1993). Segun los datos de las figuras 1 y 6, la utilizacion de
malato para la sintesis de proteinas no se modifica con el cambio en el estado metabdlico

de los embriones.

Un analisis detallado de la distribucidn de la radiactividad en los lipidos (figura 2)
indica que paré los embriones tratados con acetato una mayor proporcién de la marca
incorporada en lipidos totales, se encuentra en los TAG, en comparacién con lo
observado para malato. De manera que si el malato puede servir como precursor para la

sintesis de lipidos, es muy probable que estos no sean glicerolipidos y por tanto, podrian
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ser, por elemplo estercides y/o otros lipidos terpénicos, cuya sintesis puede darse en el

citoplasma y en el plastido por igual {Nes and McKenan, 1997).

Si consideramos que los carbonos que fluyen a través de la reaccién catalizada por
la PEP carboxilasa son dirigidos hacia Ia sintesis de proteinas, el carbono que se dirige
hacia la sintesis de lipidos debera pasar de fosfoenolpiruvato a piruvato en la reaccién
catalizada por la PK. Esta enzima compite con ta PEP carboxilasa en el citoplasma, pero
ademas existe una isoforma plastidial, que puede representar mas de la mitad de la
actividad extraida en la semilla {Rodriguez-Sotres et al, 1999). Para evaluar la
importancia de este flujo, consideramos que la mayor parte del piruvato convertido por la
PK, deberia terminar en forma de acetil-CoA, ya que tanto en el plastido como en la
mitocondria existen actividades de piruvate deshidrogenasa elevadas. Dado que se sabe
que los plastidos poseen una acetii-CoA sintetasa bastante activa, el acetato podria ser
convertido en acetil-CoA, para luego ser empleado en la sintesis de los acidos grasos
(Kang and Rawsthorne, 1996). El acetato también podria ser incorporado a las proteinas
en forma de leucina y serina, que son dos aminodcidos abundantes, sin embargo, las
figuras 1y 7 muestran que el acetato se incorporé mas eficientemente en los lipidos que
en las proteinas. Los datos presentes en este trabajo apoyan la propuesta de que la
utilizacion de PEP por las enzimas PEPC y PK es un determinante de la forma en que la
sacarosa es particionada hacia lipidos y proteinas. Desafortunadamente, dado que
desconocemos si existe alguna regulacién en los transportadores de triosas
fosfato/fosfato y PEP/fosfato (Flugge, 1989), por et momento no podemos hacer
afirmaciones mas categdricas. Algunos experimentos adicionales, como la utilizacién de
piruvato y la caracterizacién del transporte en plastidos de embriones de maiz en

desarrollo podrian ayudarnos a clarificar estos puntos.
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Cabe recalcar que la incorporacidn diferencial de acetato y malato marcado no esta
determinada por bameras de permeabilidad de los tejidos, ya que los experimentos
realizados en protoplastos muestran un compertamiento muy simifar al observado en el

tejido completo (figuras 6 y 7).

Por ofro lado, algunas evidencias recientes sugieren que el transporte de glucos-6-
fosfato hacia el interior de los plastidos podria también jugar un papel en la regulacion de
la sintesis de lipidos en las semilias inmaduras de colza (Kang and Rawsthorne, 1994;
Harrison ef al. 1998), de manera que una imagen completa de la regulacién de estos

procesos esta aun lejos de nuestre alcance presente.
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10. Conclusiones

Los compuestos C4 durante la acumulacion de reservas en los embriones de
maiz tiene un mejor papel proveyendo esqueletos carbonados hacia la sintesis
de proteinas, en contraste con fos C3 que preferentemente se emplean en la

sintesis de lipidos (principalmente en los TAG).

El ABA y un bajo potencial osmaético ne modifican el destino final del carbono
durante su utilizacion en la biosintesis de lipidos y proteinas en los embriones

de maiz.

Los resultados apoyan la propuesta de que la utilizacidn del PEP por las
enzimas PEPC y PK juega un papel central en el control de la particion de

carbono hacia las diversas reservas en las semillas de maiz en desarrollo,
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