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RESUMEN

El abasto de sacarosa debe ser muy importante durante la germinacion de semillas,
sobre todo en aquellas que principalmente almacenan carbohidratos como reservas para
utilizarlas durante este periodo. Estos van a ser hidrolizados y transportados desde los
tejidos de almacenamiento hacia los tejidos en crecimiento. Un transportador de azucares
ampliamente distribuido en las plantas es el simportador sacarosa/H’, el cual de manera
simultanea transporta sacarosa y protones, el primero es transportado en contra del
potencial quimico impuesto por su gradiente de concentracion, mientras que el segundo
entra por difusién. Por lo anterior, el evento primario que debe ocurrir para que el
transportador sacarosa/H® esté activo, es la salida activa de protones al apoplasto de las
células, actividad que realiza la ATPasa de protones de la membrana plasmatica, la cual se
ha encontrado es muy activa durante el periodo de germinacion de una semiila.

En este trabajo se obtuvieron los perfiles de actividad de transporte y de proteina del
simportador sacarosa/H® en ejes embrionarios de malz en el perfodo germinativo y en el
periodo posgerminativo inmediato.

Se caracterizd el transporte de sacarosa en protoplastos de ejes embrionarios de
maiz, enconfrandose que es dependiente de pH, sensible a la adicién de 10uM del
protonéforo CCCP, se inhibe 82.9% con 1mM DEPC y 77.9% con 1mM PCMBS y se activa
con la adicién de Valinomicina. La Km obtenida para el simportador sacarosa/H® de maiz fue
de 1.5 MM y la Vinax de 0.834 pmol Sac min™ mg™.

E! perfil de la actividad del transportador a lo largo de la germinacion mostré que a las
8 y 24 horas se encuentra activo, sin embargo disminuye su actividad a las 30 horas para
aumentar de manera constante de las 36 hasta las 72 horas de la germinacion. Se midi6 la
actividad de la ATPasa de protones que se encontrd que ésta es constante a lo largo de la
germinacion en el periodo estudiado.
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En cambio, cuando se detectaron los niveles de proteina usando un anticuerpo
especifico para el simportador y se observd una disminucion en el nivel de proteina de las 8
a las 24 horas.

Sin embargo se presenta un aumento en la cantidad de proteina y en la actividad
precisamente en los tiempos en que se da la elongacién del eje embrionario, es decir, que el
aumento en la cantidad de proteina es cercano al periodo de protusion de la radicula.

Los resultados sugieren que el transportador sacarosa/H* de los ejes embrionarios es
mas importante en los tiempos finales y posteriores a la germinacion que en la propia
germinacion. Es posible que el aporte de energia a tiempos cortos de la germinacion
provenga de los productos de la hidrélisis de la sacarosa, |a glucosa y fructosa y por lo tanto,
el transportador de monosacaridos podria ser indispensable en esta etapa.

L)
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1. INTRODUCCION

1.1. La Membrana plasmatica de la célula

1.1.1. Estructura y composicién de la membrana plasmaética

Las membranas son distintas en estructura y funcién de organelo a organelo y de
tejido a tejido, sin embargo, tienen en comdn cierto nimero de propiedades importantes que
a continuacibn se mencionan y que son compatibles con el modelo mas aceptado de la
estructura de la membrana, el de Singer y Nicolson propuesto en 1972 (Figura 1) y conocido
como el modelo del mosaico fluido. En él se muestra la disposicion de los diferentes
companentes de la membrana (Stryer, 1990).

Exterior Protelna periférica
Oligosaciride  Glucoproteina  Glucolipldo

a4

| Bicapa
fostollpidica

Fosfolipldos

il

Cabeza polar
Proteinag periféricas hidrofilica

Cltosol

Proteina Integral

Figura 1. Modelo del mosaico fluido de la membrana plasmatica (Darnell ef al,, 1993).
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Aproximadamente el 75% de los lipidos de la membrana plasmatica son fosfolipidos
como la fosfatidilcolina, esfingomielina, fosfatidilserina, fosfatidiletanolamina, compuestos que
participan en la fluidez membranal. En menores proporciones (aproximadamente 20%) se
encuentran los esteroles, el colesterol en células animales y en células vegetales se
encuentran el estigmasterol, compesterol y el sitosterol, los cuales difieren del colesterol solo
en la cadena alifatica que se encuentra unida al carbone 17 de la estructura de! ciclopentano
perhidrofenantreno. Todos ellos, compuestos que se han propuesto como altamente
modificadores de la fluidez membranal ya que presentan una estructura plana con poca
movitidad,

Las moléculas de lipido se asocian espontaneamente cuando estan rodeadas de
agua. Los fosfolipidos son el tipo de lipidos mas abundantes en las membranas celulares y
presentan una parte hidrofilica (cabeza) constituida por residuos de azucares o alcoholes
fosforilados (generalmente, fosfoserina, fosfoetanolamina, fosfocolina, fosfoglicerol o
fosfoinositol) y otra hidrofobica {cota) conformada por acidos grasos de diferente longitud vy
grado de esterificacion, que se encuentran esterificados en las posiciones 1 y 2 del glicerol o
bien en ios esteroles. En medios acuosos, estos lipidos forman espontaneamente laminas
bimoleculares cerradas y constituyen barreras al flujo de moléculas polares (Figura 1). El
grosor de la mayoria de las membranas estd comprendido entre los 60 y 100 & (Stryer,
1990). .

Otras moléculas anfipaticas que se encuentran en las membranas son las proteinas.
La relacion de pesos de proteina a lipido en la mayoria de las membranas bioldgicas abarca
desde 1:4 a 4.1, siendo las membranas mitocondriales las que contienen la mayor
concentracidon de proteinas. Las membranas también contienen hidratos de carbono
enlazados a lipidos y a proteinas (Figura 1). Los glicolipidos (aproximadamente 5%),
mantienen fa adhesién entre las células y tejidos y pueden contribuir a la comunicacion y
reconocimiento celular,

Las proteinas de membrana presentan un amplio rango de funciones. Transportan
moléculas de dentro hacia fuera y. en sentido opuesto, es decir, funcionan como bombas,
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compuertas, receptores, transductores de energia y enzimas. Reciben sefiales de hormonas
y otros quimicos en el fluido que los rodea y transmiten esas sefiales al interior de la célula.

De acuerdo a su localizacion en la membrana se clasifican en proteinas integrales y
periféricas, Las proteinas integrales o intrinsecas, son aguellas que fienen uno 6 mas
segmentos interactuando directamente con el centro hidrofobico de la bicapa lipidica.
Contienen residuos aminoacidicos con cadenas laterales hidrofébicas que interaccionan con
los grupos de acidos grasos de los fosfolipidos de membrana a través de fuerzas de Van der
Waals. Estas proteinas pueden extraerse sélo por la accién de detergentes, los cuales
desplazan los lipidos unidos a las cadenas laterales hidrofébicas anclando las proteinas de
membrana (Darnell et al., 1993). Por otro lado, las proteinas periféricas o extrinsecas
generalmente estan unidas a la membrana por interacciones idnicas con los grupos polares
de los lipidos de membrana, estas interacciones pueden romperse por adicion de sales o
cambio de pH (Darnell et al., 1993).

Las moléculas proteicas y lipidicas de ia membrana se mantienen unidas por
interacciones no covalentes y se encuentran distribuidas de manera asimétrica, es decir, la
cara interna y externa presentan diferente composicién y una orientacién especifica en la
membrana, caracteristica clave en el modelo del mosaico fluido (Figura 1).

Las moléculas de lipidos, difunden rapidamente en el plano de la membrana, igual que
las proteinas, a menos que estén anclados por interacciones especificas. El movimiento de
lipidos y proteinas puede ser lateral, el cual se habia propuesto que era un movimiento
totalimente azaroso, pero se tienen ahora ciertos indicios de que algunos elementos pueden
estar controlados por el sistema del citoesqueleto (Briskin, 1994). Otro tipo de movimiento
que presentan tanto lipidos como proteinas es el rotacional (que en lipidos oscila alrededor
de 10%cm?s™' y en proteinas 4*10°%cm?s™" ) y existe evidencia de un tercer tipo de movimiento
gue es exclusivo de los lipidos que es el tipo "flip-flop” en el que los lipidos rotan 180° sobre
su eje para desplazarse a la otra cara de la bicapa lipidica, este movimiento es lento (10°
veces mas tiempo) y en algunas ocasiones es facilitado por proteinas especificas llamadas



Introduccién
W

flipasas (Voet y Voet, 1995). En realidad, se puede considerar a las membranas como
disoluciones bidimensionales de proteinas y lipidos orientados.

En ciertos casos, se sabe que la sobrevivencia de las células depende de la fluidez de
la membrana, cambios en la fluidez pueden ayudar a las células a adaptarse y no morir, por
ejemplo un decrer'nento drastico en la temperatura induce una disminucion en la fluidez sin
alterar la funcién de sus enzimas y otras proteinas. Alternativamente se ha encontrado que
en respuesta al frio la composicion de los acidos grasos con dobles ligaduras aumenta, lo
cua! promueve la fluidez vy le permite a las células realizar sus funciones de intercambio de
nutrientes adn a bajas temperalturas (Briskin, 1994; Darnell ef a/., 1993).

La membrana plasmatica confiere a las células su individualidad al separarlas de su
entorno, ademas regula la entrada y salida de materiales, permitiendo la entrada de unos y
restringiendo el paso de ofros. Esta propiedad de la membrana se llama permeabilidad
selectiva, con ello se asegura que las moléculas esenciales como la glucosa, aminoacidos y
lipidos entren rapidamente en la célula, que los intermediarios metabdlicos queden retenidos
y que los compuestos desechables dejen la célula. La permeabilidad selectiva de la
membrana plasmatica permite a la célula mantener un medio intemo constante (Darnell of
al., 1993).

La permeabilidad de la membrana, depende de varios factores relacionados con las
propiedades fisicoquimicas de las sustancias a ser transportadas, como son:

a) Solubilidad en los lipidos. Las sustancias que se disuelven en los lipidos (moléculas
hidrofobas, no polares) penetran con facilidad en la membrana, dado que esta esti
compuesta en su mayor parte por fosfolipidos.

b) Tamafo. La mayor parte de las moléculas de gran tamafio no pasan a través de la
membrana, sélo un pequefio nimero de moléculas no polares de pequeiic tamafo
pueden atravesar la capa de fosfolipidos (CO. y O3).
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¢} Carga. En condiciones normales, las moléculas cargadas y los iones no pasan a través
de la membrana, sin embargo, aigunas sustancias cargadas pasan por ios canales
proteicos y los acarreadores.

1.2. Transporte a través de la membrana celular

Los mecanismos que permiten a las sustancias cruzar las membranas plasmaticas
son esenciales para la vida y la comunicacién entre las células. Para entender con los
mecanismos de transporte, primero se definird lo que es un gradiente de concentracion,
proceso que ocurre con el movimiento de solutos y agua a través de una membrana.

Concentracion es un término que se refiere al nimero de moléculas ¢ iones de una
substancia en un volumen dado de fluido. En ausencia de otras fuerzas, las moléculas de un
tipo dado se moveran hacia o siguiendo el potencial impuesto por su gradiente de
concentracion, es decir, tenderan a moverse desde la regién en la que se encuentran en
mayor concentracion hacia donde estén menos concentradas. Lo anterior ocurre porque las
moléculas constantemente colisionan una con otra, millones de veces por segundo, las
colisiones azarosas mueven las moléculas hacia atras y adelante, pero los movimientos mas
probables seran aquelios que lleven hacia donde hay menor concentracion de moléculas. De
manera similar, para cualquier volumen definido los gradientes pueden también existir entre
dos regiones que difieren en presién, temperatura o carga eléctrica neta (Hall y Baker, 1982).

Considerando que el desplazamiento de una molécula o i6n puede ocurrir a través de
una membrana biolégica y que la tendencia en €l movimiento de las moléculas puede ser
llevada al equilibrio, se han utilizado términos cuantitativos para establecer si el proceso
puede ocurrir o no de manera favorable. Para ello se utiliza frecuentemente la ecuacion del
cambio de energia libre de Gibbs, con lo cual es posible cuantificar el potencial 'qu[mico
asociado a! gradiente electroquimico ya sea de una molécula cargada o no cargada (Nicholls
y Ferguson, 1997).
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Cuando la molécula en estudio no se encuentra cargada se puede considerar que el
cambio en la energia libre de Gibbs (AG) para la transferencia de un mo! de soluto a traves
de la membrana desde el compartimento A hasta el B (X, —» Xg); es decir, de la
concentracidn [X}s a la concentracion [X]a puede definirse como:

AG (KJmol*)= RTIn ([X]a / [X]a) Ecuacién (1)
En donde R es la constante de los gases y T es la temperatura absoluta.

En el equilibric el AG seria igual a cero y cuando el movimiento del scluto va desde A,
siendo mas concentrada la molécula en este compartimento (y por 1o tanto [Xg)[Xa] <1) el
paso al compartimento B produce un AG negativo con fo cual el proceso es
termodinamicamente favorable o esponténeo. La misma condicién, pero en direccién
contraria se encontraria cuando en el compartimento B la molécula estuviera en menor
concentracién y tuviera que pasar al compartimento A, por lo que el procesc es
termodindmicamente desfavorable con un AG positivo. Asi entonces, el movimiento de esta
molécula en tal direccion esta imposibilitado a menos que exista una fuerza adicional que [a
conduzca a moverse en el sentido contrario 0 "en contra™ del potencial quimico establecido
por su gradiente de concentracion (Nicholls y Ferguson, 1997).

Cuando ocurre la transferencia de una molécula cargada a través de la membrana. Un
término debe afadirse a la ecuacion 1 En este caso el AG para el transporte de una mal de
un anién X™ transportado hacia su potencial eléctrico’, es decir, A¥ en mV sin |a influencia

de su concentracién esta dado por:

AG (KJmol'") = -mFAY Ecuacion (2)

! potencia! de membrana es un parametro que se refiere a la diferencia en carga eléctrica entre dos fases acuosas
separadas por una membrana a veces llamada diferencia de potencial eléctrico y representado con AY.

o
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Donde F es la constante de Faraday. Si el movimiento de esta motécula cargada esta
afectada tanto por su concentracién como por su gradiente eléctrico, la ecuacién queda
como:

AG (KJ mol™) = - mF AY + 2.3 RT logso ([Xm+]a/ [Xm+]a)  Ecuacién (3)

El AG en esta ecuacion a veces se expresa como el gradiente electroguimico del i6n 6
Ap X™ (Kdmol ™).

Debido a la complejidad de los sistemas de transporte se tienen diferentes
clasificaciones de éste, a continuacién se explica uno de los esquemas de clasificacidn mas
coempletos (Aguilar y Claros, 1997) (Figura 2).

1.2.1. Difusion simple

El transporte no mediado o denominado difusién simple, es el movimiento azaroso de
moléculas o iones a favor del potencial impuesto por su gradiente de concentracion,
independientemente de que otras sustancias se encuentran también presentes.

La velocidad de la difusidn depende de varios factores como son el tamafio de la
molécula, la carga eléctrica, su liposolubilidad y por supuesto su concentracion. Moléculas
pequefias y eléctricamente neutras pueden difundir rapidamente a través de la bicapa, como
por ejemplo el O3, el CO; y €l etanol.
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{ No mediado
(difusion
simple)
Proceso Difusién facilitada
espontaneo (canales y
acarreadores)

Transporte Primario
{ATPasas,
transporte de
Mediado electrones,
sistema de
transporte de fa
fosfotransferasa

Procesono |  Activo <
espontaneo

Secundario
\ \ (acarreadores)

Figura 2. Clasificacién del transporte a través de las membranas bioldgicas, adaptado de
Aguilar y Claros {1997).

1.2.2. Difusion facilitada

En el transporte mediado se encuentran involucradas proteinas, que reconocen de
mahera especlfica los solutos a ser transportados. Dentro de este tipo de transporte se
pueden encontrar los procesos independientes o dependientes de energia, es decir,
espontaneos o no espontaneos (Figura 2).

Diferentes proteinas de membrana estén involucradas en la difusion facilitada, algunas
son canales otras son acarreadores, su funcion es la de ayudar a un soluto en particular a
moverse en la direccion termodinamicamente favorable (a favor del potencial impuesto por su
gradiente de concentracidon). Algunos de los solutos que son transportados por este medio
son la glucosa, otras moléculas altamente solubles en agua, iones como H*, K*, Ca**, HCOz

entre otros.
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La difusién facilitada es mucho mas rapida que la difusién simple y depende de los
siguientes factores: a) de la concentracién de la sustancia a ambos lados de fa membrana, b)
del nimero de proteinas transportadoras existentes en la membrana, ¢) de la rapidez de
interaccion entre el soluto y el transportador, d) de la prontitud en el cambio de conformacion
del transportador con ta molécula a transportar y sin ella (Murray, 1997).

La velocidad de transporte de un soluto mediado por proteinas presenta un patrén de
saturacion por el soluto de tipo hiperbolico, similar al que presentan ciertas enzimas y que se
indica con 1a siguiente ecuacion:

Ja = Jmax [A] / (Sos + [A]) Ecuacion (4)

En donde Ja es el flujo o velocidad de paso por unidad de area del soluto A, Jmax €5 el
flujo maximoe de A mediado por el transportador, Sgs es la concentracion del soluto A a la
cual se obtiene la mitad de su maximo fujo (Jmar2).

Es posible alterar la velocidad de transporte de un soluto dependiente de proteinas, al
modificar el estado nativo de la proteina, ya sea por cambios en la composicién de
fosfolipidos de la membrana, la presencia de compuestos andlogos al sustrato y la
meodificacién quimica de la proteina (Voet y Voet, 1985).

A continuacion se describiran a las proteinas que median el movimiento de solutos por
difusion facilitada, los canales vy los acarreadores (Figura 3).

12
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r Soluta Transportado ®
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Electroquimico
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Difusion Difusién o0
Medlada Medlada .
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TR
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Figura 3. Transporte espontaneo de solutos mediado por acarreadores y canales, El soluto es
transportado en la direccién de su gradiente electroquimico, transporte denominado difusién facilitada
o mediada (Adaptado de Raven, 1992 ).

Los canales llevan a cabo el movimiento de iones a favor del potencial quimico
establecido por su gradiente de concentracién a una velocidad de 107 iones por seoundo
(Logan et al,, 1997). Son proteinas que pueden componerse de 1, 4, 5 o 6 subunidades y
tienen la propiedad de formar un anillo simétrico o casi simétrico. Existen condiciones
celulares particulares que favorecen la apertura de cierlo tipo de canal, condicién que puede
propiciar el cierre de ofro canal para un i6n diferente. La apertura o cierre del canal
dependera del tipo del canal que se trate y de los ligandos que se le unan como es el caso
de los receplores a neurotransmiscres; canales dependientes de voitaje o de los cambios en
el potencial de membrana; canales dependientes de segundos mensajeros v los gap
junction que son estructuras proteicas que forman un canal y se encuentran presentes en las
membranas de dos células adyacentes (Lewin, 1994).
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Los acarreadores son proteinas transmembranales que presentan sitios de union
especifica para uno 0 mas solutos, el mecanismo de transporte se ha propuesto que ocurre
en cuatro pasos fundamentales: la unién del soluto, el movimiento conformacional que
permite mover el soluto al otro lado de la membrana o paso de transporte, la disociacion del
soluto, y el regreso a la conformacién inicial o recuperacion. El proceso cinético del
transporte fue descrilo primero para el acarreador o transportador de glucosa, sin embargo
parece ser un mecanismo general de transporte (Voet y Voet, 1995).

Se han descrito varios tipos de acarreadores atendiendo a sus mecanismos cinéticos y
estequiométricos de transporte lo que da lugar a la denominada clasificacion
estequiométrica, los acarreadores que transportan un solo soluto a través de la membrana
son llamados uniportadores y de manera estricta son los que llevan a cabo el proceso de
difusion facilitada. Son denominados simportadores aquellos acarreadores que transportan
dos solutos diferentes de manera simultanea y en la misma direccién, mientras que cuando
los solutos se transportan uno en una direccion y otro en la direccidn opuesta e! acarreador
se denomina antiportador (Voet y Voet, 1995). La velocidad promedio con la que un
acarreador transporta un soluto oscila entre 10 - 1000 eventos de transporte por segundo
(Logan et al., 1997) Cuando un acarreador transporta mas de un soluto por lo general esta
fuertemente ligade a la disipacion de la energia provista por otro sistema transportador
denominado transparte activo, el cual se explicara en la siguiente seccién (Figura 3 y 4).

1.2.3. Transporte activo

El movimiento activo de un soluto a través de la membrana en contra del potencial
quimico impuesto por su gradiente de concentracién, un proceso no espontaneo, es llamado
transporte activo. Las proteinas que realizan este tipo de transporte especifico de solutos
hacia fuera o0 adentro de la célula llevaran a cabo un movimiento conformacional pero que
dependerd grandemente del gasto de energia. Cuando la proteina transportadora o
transportador mueve directamente una o varias moléculas en contra de su gradiente de
concentracion y gasta la energia (principalmente hidrolizando ATP) se dice que el proceso es
de transparte activo primario.



Introduccién

La ATPasa de H' localizada en la membrana plasmatica presenta dos actividades,
hidroliza ATP v transporta H' desde el citosol hacia el exterior de la célula, creando de esta
manera una diferencia de potencial eléctrico y de pH (Figura 4). El potencial de membrana
que produce la salida activa de protones puede ir desde -70 mV hasta ~150 mV, en gradiente
eleclrico suficiente para llevar a cabo el transporte pasivo de iones hasta encontrar su
potencial de equilibrio (Morsomme y Boutry, 2000). Por otra parte la energia almacenada en
esta fuerza proton-maotriz puede acoplarse al transporte de solutos no cargados por sistemas
de cotransporte con protones, el denominado transporte activo secundario. En la Figura 4
se muestran los transportadores que se han clonado en plantas. Adn cuando no se tiene
evidencia de su localizacion y funcionalidad, se puede observar que muchos de los
transportadores dependen para su actividad det bombeo de protones, realizado por la
ATPasa de la membrana plasmatica.
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Figura 4. Esquema de los sistemas de transporte que han sido clonados y cuya probable
localizacién es la membrana plasmética. m; Indica que hay evidencia de una familia multigénica. Para
tos acarreadores una sola flecha indica que es un uniportador y dos flechas un cotransportador {utiliza
la energia del gradiente electroquimico transmembranal de Na* o H*; nétese que en muchos casos la
estequiometria no se conoce). Tomado de Logan ef al., 1997.
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1.3. Transporte de sacarosa a larga distancia

Los carbohidratos representan la principal fuente de carbono y energfa para los
organismos heterdtrofos. Las plantas utilizan y producen en muchas de sus reacciones los
monosacaridos glucosa y fructosa, sin embargo es necesario que estas unidades
carbonadas sean almacenadas y transportadas en compuestos que son osmadticamente
menaos activos y/o de no facil acceso para las enzimas que habitualmente existen en el
metabolismo celular.

El compuesto mas abundante que es transportado en el floema de la mayoria de las
especies es sacarosa, debido a su caracter no reductor y de poca reactividad, lo cual facilita
Su transporte a larga distancia sin sufrir alguna modificacion (Frommer, 1996). La sacarosa
de las hojas maduras es distribuida en la planta a través del sistema vascular, para apoyar el
crecimiento de tejidos heterétrofos, como hojas en desamollo, apices, raices y organos
reproductores. Para el transporte a larga distancia (de azucares, iones y aminoacidos) de los
drganos fuente (tejidos que exportan) a los érganos demanda (tejidos que importan), las
plantas han desarrollade una red, llamada floema (Frommer, 1996).

El floema de las angiospermas consiste en varios tipos de células que estan asociadas
muy cercanamente con el xilema dentro de la envoltura vascular. Se trata de dos tipos de
células relacionadas ontogénicamente: las células acompafiantes y los elementos cribosos.
Estos dos tipos de células estan ampliamente modificadas y bien interconectadas por el
plasmodesmata’. Los elementos cribosos, perdieron su nucleo, vacuolas y muchos otros
organelos durante su maduracion, formando tubos de células vivas conectadas por poros.
Las célutas acompaniantes, se caracterizan por un protoplasma denso, presencia de nicleo y
muchas mitocondrias, se ha sugerido que las células acompafantes proveen de nutrientes
para la sobrevivencia de los elementos cribosos, transportados por medio de uniones
plasmodesmata (Figura 5).

2 Canales citoplasmicos finos que dividen la pared celular y coneclan una célula a las células vecinas en las plantas
superiores; cada canal esta unido con una membrana plasmética (Stenesh, 1989},
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Célula Fusnte ‘

Figura 5. Transporte a larga distancia de azlcares entre tejidos fuente y demanda (Williams et
al., 2000). La sacarosa (S) es transportada desde los tefidos demanda hacia ¢! complejo de células
acompafiantes por la via de transporte a través de! plasmodesmata (P} y vaciada hacia los elementos
cribosos mediante transportadores especificos, el importe a las células demanda puede ocurrir por el
simportador sacarcsa/H® o bien a través de los transportadores de hexosas. Glucosa (G) y fructosa
(F) son los productos de hidrélisis enzimética de la invertasa asociada a la pared celufar.
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El movimiento de sacarpsa de célula a célula se cree que ocurre via plasmodesmata
desde el sitio de sintesis o tejido fuente hacia el complejo de elementos cribosos/células
acompanantes (Lalonde, 1999).

En muchas especies de plantas, la sacarosa es sintetizada en el citosol de las hojas
fotosintéticamente activas y es transportada hacia el floema contra un potencial quimico
impuesto por su gradiente de concentracion para su transporte a larga distancia
(Overvoorde, 1996). Para el transporte de sacarosa se pueden observar dos rutas: (1)
difusion directa célula a célula transporte via el plasmodesmata o llamada ruta simplastica; y
(2) transporte mediado por acarreadores a través de la membrana plasmatica denominada
ruta apoplastica (Figura 5).

1.3.1. Transporte simplastico

Los organismos superiores han desarrollado un sistema de uniones intercelulares
llamadas plasmodesmata, a través de los cuales el transporte de sacarosa se lleva a cabo
siguiendo el potencial quimico impuesto por su gradiente de concentracion. Los tejidos
fuente, aquellos que sintetizan mas nutrientes de los que pueden metabolizar, donaran a los
tejidos demanda metabolitos que no son capaces de sintetizar como la sacarosa.

Muestras de la funcionalidad de la ruta simpléstica, para la descarga de metabolitos al
floema, se ha obtenido mediante diferentes evidencias experimentales. Por ejemplo, el
andlisis anatdmico de la difusion de compuestos fluorescentes a través de las células,
demostro la rapidez con la que algunos compuestos de bajo peso molecular pueden llegar a
las células vecinas. Xoconostle-Cazares et al., 1999, reportaron el movimiento del RNA para
el simportador de sacarosa entre células distintas, evidenciando el papel tan importante que
juegan los plasmodesmata no sélo en la nutricidn, sino también en la comunicacion
intercelular.
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1.3.2. Transporte apoplastico

El modelo apoplastico de la carga (del inglés "loading”) y descarga {del inglés
"unloading”} del floema, postula la existencia de transportadores especificos que transportan
azucares y aminoacidos a través de la membrana. En hojas maduras la sacarosa fluye a
través de la ruta simplastica desde las células del mesdfilo hacia el complejo de los
elementos cribosos/células acompafiantes, acumulandose probablemente entre ocho a diez
veces en el apoplasto de este complejo. La acumulacién de sacarosa se postula es facilitada
por la actividad de una ATPasa de protones especifica de tejido, ya que se demostré
mediante la expresién de una fusién del gene aha3 con el gene reportero para la B-
glucoronidasa, que la ATPasa de protones de la membrana plasmatica se expresa
abundaniemente en el floema (DeWitt et al., 1995). Mediante las técnicas de hibridacién in
situ, inmunocitolocalizacidn y la fusién del gen con el promotor de GUS se evidencit la
localizacién del simportador sacarosa protén en el floema, generalmente en las células
acompafiantes (Riesmeier ef al.,, 1992; Stadler ef af.,, 1995; Stadler y Sauer, 1996).

Actualmente se maneja un modelo en el cual se presenta el posible movimiento de
sacarosa a través de ambas rutas la simplastica y la apoplastica (Figura 5). Sin dejar de
considerar la posibilidad de que en los tejidos demanda pudiera encontrarse un mayor
transporte de los productos de la hidrolisis de la sacarosa, fructosa y glucosa, que se
generan por |2 actividad de la invertasa localizada en la pared celular (Frommer, 1996).

1.4. Simportador Sacarosa/H*

1.4.1. Clonacién, secuenciacion y estructura del simportador en fa membrana.

El primer simportador de sacarosa fue clonado por complementacion funcional en una
mutante de levadura, utilizando para ello una biblioteca de cDNA de espinaca construida en
un vector de expresién para levadura. Para identificar y clonar al transportador de sacarosa,

se modificd una cepa de levadura para que presentara las siguientes caracteristicas: ser
deficiente en la actividad de transporte de sacarosa e invertasa, y contener una sacarosa
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sintasa proveniente de plantas. La cepa resultante fue transformada con la biblioteca de
CDNA de espinaca, aquellas transformantes que adquirieron la habilidad de crecer en
sacarosa fueron seleccionadas y de ellas se obtuvo el cDNA del simportador de espinaca
(Riesmeier et al., 1992). La obtencién del cDNA para el simportador sacarosa/H* de espinaca
facilité la identificacion del transportador de papa (Riesmeier et al., 1993).

A la fecha se han identificado mas de 20 genes para el transportador de sacarosa en
diferentes especies, encontrandose que pertenecen a una familia multigénica, cuande menos
para todas las especies de dicotiledoneas de donde se han clonado, por ejemplo se han
encontrado 7 genes en Arabidopsis thafiana (Williams et af, 2000), 2 genes en zanahoria
(DcSUT1 y DeSUT2), 2 genes en Plantago major (PmSUC1T y PmSUC2) y 3 genes en
Nicotiana tabacum (NtSUT3), entre otros. Mientras que en el caso de Oryza sativa y Zea
mays, miembros ambos de ta familia de las monocotiledoneas, solo se ha encontrado un gen
para el simportador de sacarosa (Aoki et al., 1999; Hirose ef al., 1997).

A partir de la secuencia de nuclettidos se predice que la proteina puede contener de
501 a 594 residuos de amino&cidos con un pesc molecular estimado de 52.9 a 55 kDa y tres
sitios potenciales de glicosilacion. El analisis de hidropatia sugiere que es una proleina
integral de membrana con 10 a 12 segmentos transmembranales en amreglos o hélices
(Figura 6).

La comparacion y andlisis de 12 de las secuencias para el transportador de sacarosa,
muestra que las regiones transmembranales de la proteina estan altamente conservadas,
mientras que las regiones carboxilo y amino parecen ser las mas variables y con una
probable localizacion citosdlica.

El andlisis de la secuencia del simportador sacarosa/H* revel® la presencia de sitios
putativos de fosforilacién en serina y treonina, ambos residuos se encuentran en las asas
citoplasmicas en la secuencia [ST]XX[DE] que es sitio de fosforilacién de cinasas tipo CK2 y
la secuencia [STIX[RX] que es sitio potencial de fosforilacion por proteinas cinasas C. En
esta ltima hay una Thr (Thr '} altamente conservada y unos residuos de serina que estan



Introduccidn

menos conservados (Ser”® y Ser®™, en la secuencia de Beta vulgaris BvSUT1) pero que
también son sitios potenciales de fosforilacian (Deltrot et al., 2000).
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Figura 6. Modelo topoldgico del transportador de sacarosa de apio {tomado de Lemoine,
2000). En él se indican las regicnes amino (N) y carboxilo (C) de la proteina localizadas en el citosol.
La proteina cruza 12 veces la membrana y en este esquema se denotan con flechas 4 las cistelnas
que se consideran importantes para su funcion, con # los residuos cargados que se encuentran en
el limite de los segmentos transmembranales, con doble flecha el residuo de acido aspértico
conservado localizado-en un segmento transmembranal y con &t la histidina que se encuentra
localizada en la cara externa de la membrana, accesible al inhibidor DEPC.
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£n cuanto a sitios potenciales de glucosilacion para los transportadores de sacarosa,
se predicen varios sitios, como el N[~P] [ST] [~P] que est4 localizado en StSUT1 en el Asn 3
y 92, en AtSUC1 y AISUC2, en el Asn 154 y 402; sin embargo sélo los sitios Ipcalizados en
las asas extracelulares, tales como el Asn % en AtSUC?2 serian los sitios mas probables de
glicosilarse {Deltrot et al., 2000).

1.4.2. Analisis funcional y propiedades cinéticas

La primera evidencia de un simportador sacarosa/H” en la membrana plasmatica de
células vegetales se did a finales de 1970, en donde Giaquinta propuso que este
transportador podria ser responsable de la acumulacién de sacarosa en el tejido vascular de
hoja (Giaquinta, 1977). '

Subsecuentes experimentos usando vesiculas de membrana plasmatica de hojas y
expuestas a diferentes potenciales electroquimicos, en la ausencia y presencia de un ApH,
aportaron evidencia adicional sobre el transporte de sacarosa dependiente del movimiento de
protones (Bush, 1993).

Con el avance de las técnicas de la biologia molecular se han obtenido y caracterizado
distintos genes para el transportador, algunos de éstos han sido expresados de manera
funcional en ovocitos de Xenopus y en ilevaduras. En los parametros cinéticos del
transportador obtenidos en estos sistemas heterdlogos, el valor de 1a Km para sacarosa
parece no diferir de aquellas determinaciones que se hicieron en las membranas nativas
(Tabla 1). La Km determinada para el transportador es de 0.3 a 1.5 mM (Tabla 1).

El simportador es altamente especifico para sacarosa, ya que glucosa, fructosa,
lactosa, maltosa, manosa y melobiosa no son capaces de inhibir el transporte de sacarosa,

alin a concentraciones 10 veces mayores que la de sacarosa.

El andlisis cuidadoso de la unién e inhibicién del transporte de sacarosa utilizando mas
de 23 glucésidos diferentes (Hecht et al, 1992; Hitz et al, 1986) asi como el uso de un
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analogo no metabolizable de la glucosa el 3-O-metil-D-glucosa marcada con carbono 14
(Gogarten y Bentrup, 1989) aportaron evidencias de que los hidroxilos del C1 y C3 son
importantes para el reconocimiento asi como es fundamental Ia interaccion hidrofébica de la
proteina con el anillo de pirano.

Tabta 1. Valor de Km aparente para el transporte de sacarosa, por el simportador sacarosa/H’,

ESPECIE DE SISTEMA DE Km aparente REFERENCIA
PLANTA EXPRESION (mM)
Papa Xenopus 05-1 Riesmeier, et af., 1993
Espinaca Levaduras 1.5 Sauer, ef al., 1994
Papa Levaduras 1 Sauer, etal, 1994
Remolacha VMP* de Hojas 0.54 Buckhout, 1994
Zanahoria Levaduras 0.5 Shakya y Strum, 1998
Remolacha VMP* de Hojas 0.45 Buckhout, 1989
Remolacha VMP* de Hojas 1 Bush, 1993
Arabidopsis Levaduras 0.45 Sauer, ef al., 1994
Plantago Levaduras 0.3 Gahriz, etal, 1996
Haba Levaduras 14 Weber, et al., 1997

*VMP es Vesiculas de membrana plasmatica.

£n vesiculas de membrana plasmatica de hojas de remolacha se determind que la Km
aparente para los protones es de 0.7 pM, resultado similar al obtenido en vesiculas de
membrana plasmatica de cotiledenes de ricino. Este valor puede tener consecuencias
fisiologicas importantes ya que el valor del pH del apoplasto es de 5.0 (10 uM) a 6.0 (1 M),
por lo que en este ambiente acidico, la disponibilidad por los protones no es el paso limitante
(Bush, 1993; Slone y Buckhout, 1991). )

El simportador sacarosa/H" es inhibido por el dietilpirocarbonato (DEPC) y el Acido p-

cloromercuribencensulfénico (PCMBS) con valores de lsg de 30 a 750 uM, respectivamente.
Et anillo de imidazol de la histidina es el blanco primaric del DEPC y el grupo sulfhidrilo de la
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cisteina es el sitio blanco del PCMBS. También se ha probado a la N-etilmaleimida como
inhibidor aunque no se ha cbservado efecto inhibitorio en todos los tejidos probados.

Se han analizado curvas de tiempo y concentracion de DEPC y PCMBS en la
actividad de transporte de sacarosa. EI DEPC inhibe al transporte de sacarosa
preferentemente a concentraciones bajas de sacarosa, ya que 7 mM sacarosa disminuye
significativamente la inhibicion por DEPC. Lo anterior sugiere que la histidina modificada por
el DEPC se encuentra cercana al sitio activo o en el sitio activo, ya que es inaccesible al
DEPC cuando el sustrato se encuentra presente (Bush, 1993).

Existen cisteinas que se encuentran conservadas en la hélice 2 y en la tercer asa
extracelular (Figura 6), asi como residuos de acido aspartico y lisina que se encuentran en la
orilla de los segmentos transmembranales en las hélices 3, 6 y 7. Como se menciond
anteriormente un residuo importante en la proteina es la histidina localizada en la primer asa
extracelular (Figura B6), ya que es un residuo conservado en todas las secuencias para el
transportador de sacarosa y ademas es ¢l sitio potencial de modificacién del DEPC, por lo
que esta histidina ha sido reemplazada por diferentes residuos {Lemoine, 2000), tanto
hidrofobicos (Gly, Leu), polares (Cys, Asn, GIn, Ser, Tyr} o residuos cargados (Asp, Lys, Arg).
Esto para observar el efecto de la sustitucion de éste residuo en la actividad del
transporiador.

Cuando la histidina fue reemplazada por un residuo cargado positivamente (Arg o
Lys), la actividad del transportador de sacarosa expresado en levaduras aumentd, pero la
afinidad por la sacarosa se redujo obteniéndose con la sustitucion de la histidina por lisina un
incremento de 14 veces tanto de la Km como de la Vma.. Mientras que la sustitucién de l1a His
por Asp produjo una disminucion de 8 veces en el valor de |la Vma,. Cuando el transportador
presentd la mutacién de la His por Gly o Ser no se detectaron cambios en los parametros
cinéticos comparados contra la proteina nativa, esto sugiere que la carga positiva no es
indispensable para la actividad {Lemoine, 2000).
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1.4.3. Propiedades fisioldgicas

Se demostrd por el uso de plantas transgénicas de papa y tabaco que no expresaban
al transportador de sacarosa {(SUT1), que este transportador es esencial para la descarga al
floema, ya que la reduccién de la actividad de transporte de sacarosa afecta el reparto de
carbono y la fotosintesis. Las plantas de tabaco que contenian a SUT1 en antisentido
acumulaban de 5 a 10 veces mas sacarosa y almidén en las hojas, comparadas con {as
plantas silvestres. El aspecto de las plantas estaba muy alterado, mostrando hojas pequefas
y curveadas, con una evidente clorosis y una alta acumulacién de antocianinas, que exhibian
un marcado retardo en el crecimiento (Kihn et al., 1996). Por lo que, parece ser que los
simportadores sacarosa/H® son indispensables para la toma de sacarosa por los lejidos de
demanda, al menos en las especies Solanaceas {Lalonde et af, 1999).

El papei fisiologico de las multiples copias de un gene se desconoce, sin embargo
para el gene del simportador de sacarosa se tienen evidencias de que estos genes y sus
proteinas se expresan con alta especificidad solo en algunos tejidos. En el caso de Plantago
major, SUC1 se expresa en évulos jovenes en mayor proporcion gue en otros tejidos (Tabla
2), SUT1 y SUTZ en Dacus carota presentan patrones especificos de expresion. Sin
embargo, de manera interesante los diferentes transportadores se encuentran no sélo en los
tejidos de demanda sino también en las hojas (tejido fuente) lo cual indica que presentan una
doble funcidn tanto en la descarga de las hojas hacia le floema como en e} importe a los
tejidos fuente como son las semillas, évulos jévenes y cotiledones (Lalonde et al., 1999).
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Tabla 2. Familia de genes descritos para los transportadores de sacarosa, adaptado de

Lalonde et al., 1999 y Aoki et af., 1999,

Nombre Especie Longitud (a.a.}| No. De Acceso Localizacion®
AgSUT1 Apium graveolens 512 4091891
AtSUCH Arabidopsis thaliana 513 481132 Hf, Hd, Ra, Fi, Floema
AISSUC2 | Arabidopsis thaliana 512 407092 Hf, Hd, FI, CA
AISUTX1 | Arabidopsis thaliana 474 2160188
AISUTX2 | Arabidopsis thaliana 513 3287687
AISUTX3 | Arabidopsis thaliana 492 3810593
ALSUTX4 | Arabidopsis thaliana 594 3461813
BvSUT1 Beta vulgaris 523 633172
DcSUT1a/ Daucus carota 501 2969889, Hf
2969887
DeSUT2 Daucus carota 515 2969884 FI
LeSUT1 Lycopersicon 511 575299 Hf, Ra, Hd, FI
esculenfum
NtSUT1 Nicotiana tabacum 507 575351 Hf, Ra, Hd, FI
NISUT3 Nicotiana tabacum 520 149981
OsSUT1 Oriza sativa 537 2723471 E, Hf, Hd, Hb
PmSUCH1 Plantago major 510 1086253 FI, Hf, Hd, Ra, CA,
Ovulos jévenes
PmSUC2 Plantago major 510 415588 Hf, Ra, FI, Hd, CA
RcSCRA1 Ricinus communis 533 542020 C, CS, Ra, Hf, Hd
SoSuUTH Spinacea oleracea 525 549000 Hf
StsuT1 Solanum tuberosum 516 542087 Hf, Ra, FI, Floema,
ViSUT1 Vicia faba 523 293774 C, CS, Hf, Hd, Ra
ZmSUT1 Zea mays 521 BAAB3501 s

*Hb, hoja bandera; Hf, hoja fuente; Hd, hoja demanda; Fl, flor, CA, Células acompafiantes; Ra, Raiz;
C, Cotiteddn; E, Endospermo; Fr, Fruto; S, Semilla; CS, Cubierta de la semilla.
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También se han realizado estudios de transporte de azicares en semillas en
desarrollo y durante la germinacién encontrandose que célutas epidérmicas del cotiledon de
Vicia faba expresan a VISTP1, el transportador de monosacaridos y que su expresion esta
confinada a las regiones epidérmicas, que son las células que cubren a la region
parenquimatosa, mitdticamente activa, por lo que se propene que las células epidérmicas a
través de ia expresion de VISTP1 abastecen de substratos para el metabolismo de las
celulas en desarrollo,

En estudios tardios del desarrolioc del embrién VISTP1 es reemplazado por el
transportador de sacarosa VISUT1. Las células epidérmicas con ta morfologia de células de
transferencia y con alta actividad de almacenamiento, expresa muy altos niveles de VISUT1,
indicando que el transportador codificado por este gene podria proveer los substratos para la
sintesis de compuestos de almacenamiento (Weber et al., 1997).

Durante la germinacién de la semilla, es necesario que los productos de reserva sean
hidrolizados, dentro de estos se encontraria la sacarosa, que debera ser liberada al espacio
apoplastico. En Ricinus communis, el transportador ReSUT1 se expresa en niveles altos
tanto en las células epidérmicas del cotileddn y que estan cercanas al endospermo como en
el floema. Esto sugiere que las células epidérmicas inicialmente acumulan sacarosa desde e}
apoplasto y desde ahi la sacarosa es transferida simplasticamente a la region del floema
(Bick et al., 1998).

Las distribuciones tisular y celular especificas del transportador de sacarosa indican
una regulacion compleja de su expresion. Algunos resultados que complican aun mas el
panorama de su estudio son aquellos que muestran que el transportador no solo es
importante para proveer los esqueletos carbonados y el sustrato para obtener la energia y
realizar el metabolismo celular; si no también su papel en la sefalizacién o deteccion de los
niveles de azdcares que tienen implicaciones importantes en la diferenciacion, morfogénesis
y desarrollo de la planta {Lalonde et af., 1999).
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Recientemente, se clond y secuencid el gene para el transportador de sacarosa en
maiz, denominado ZmSUT1 (Aoki et al, 1999), el gen codifica para una proteina de 521
aminoacidos con un peso molecular estimado de 55.2 kDa, un p! de 8.11, presenta una
identidad del 82% con el transportador de arroz y cerca de un 40 a 45% con los
transportadores de az(cares de las dicotiledéneas.

ZmSUT1 es el dnico gen para el transportador en maiz y se expresa en la hoja
bandera, flor, pedicelo, cascara, muy poco en el grano y en niveles allos en semillas
germinadas 5 y 8 dias en la oscuridad.

Una de las evidencias que los autores proponen como fuerte para demostrar que este
es el simportador sacarosa/’, es la presencia de la His®® que es la histidina que
corresponderia a la His® en AtSUC1 Arabidopsis thafiana, especie en la que el analisis de
mutantes sitio-dirigidas indica que este residuo participa de algun modo en la union de la
sacarosa (Aoki et al., 1999; Matsukura el al., 2000). Los autcres que identificaron el gene a
partir de maiz, no determinaron la actividad de transporte de sacarosa/H" en los tejidos que
estudiaron sino [a presencia del RNAm para el fransportador .

Se demostré que la ATPasa-H' de la membrana plasmética de embriones de maiz se
encuentra activa, a los tiempos iniciales de la germinacién {Sanchez-Nieto et al, 1998), asl
como en el periodo de la protusion de la radicula (Sanchez-Linares, 1998). La ATPasa-H’
seria la encargada de generar el potencial electroquimico necesario para impulsar la entrada
de sacarosa a las célutas del embrién en germinacidn. Se propone que el transportador
sacarosa/H' se encuentra involucrado en la germinacién de la semitla. Esta sacarosa fue
probablemente sintetizada en el escutelo a expensas de la glucosa proveniente de ia
hidrdlisis del almidén (presente en el endospermo) y proveniente también del metabolismo de
lipidos que son transformados a glucosa, por la via del glioxilato (Street y Opik,1986). Por
eso es probable que el transportador sacarosa/H™ se encuentre involucrado en el proceso de
germinacion de la semilla de maiz, en este trabajo se demostré la presencia de este
simportador durante este periodo, y en la etapa posterior a la salida de la radicula.
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2. HIPOTESIS

Siendo la sacarosa el metabalito de preferencia para la nutricion celutar en plantas
maduras, es probable que la actividad del simportador sacarosa/H” se correlacione con el
proceso de germinacion de la semilla de maiz.
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3. OBJETIVO GENERAL

investigar la presencia y el posible papel del simportador sacarosa/H" localizado en la
membrana plasmatica en ejes embrionarios de maiz, durante la germinacion y después de
la elongacion de la raiz.

3.1, OBJETIVOS PARTICULARES
1. Medir el porcentaje de germinacion y la acumulacion de peso humedo para
establecer los tiempos dptimos para el estudio del simportador sacarosa/H” en ejes

y embriones de maiz durante la germinacion

2. Obtener la fraccion microsomal y protoplastos de ejes embrionarios de maiz a
diferentes tiempos de imbibicidn.

3. Caracterizar la actividad de transporte de sacarosa en los protoplastos obtenidos
de ejes embrionarios de maiz.

4. Medir la actividad de la ATPasa de H’ de la membrana plasmaética en la fraccion
microsomal obtenida de ejes embrionarios de maiz.

5. Obtener el patron de actividad del simportador sacarosa/H™ en ejes embrionarios
germinados diferentes tiempos.

6. Obtener un anticuerpo especifico que reconozca unicamente al simportador
sacarosa/H".

7. Detectar la presencia del simportador sacarosa/H’ en la fraccion microsomal de

ejes embrionarios embebidos por diferentes tiempos, utilizando un anticuerpo
especifico.
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8. Obtener el perfil de expresion de proteina para el transportador de sacarosa a lo
largo de la germinacién.
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4, MATERIALES Y METODOS

4.1, Material biolégico

Se disectaron manualmente embriones de maiz de la variedad Chalquefio (cosecha
1999), que se almacenaron hasta su uso a 4°C.

4.2, Imbibicién de embriones y ejes

Lotes de 30g de embriones y 0.5g de ejes, se desinfectaron con una solucion al 2% de
hipoclorito de sodio durante dos minutos, enjuagandose después dos veces con agua
destilada durante dos minutos cada vez. Posteriormente se colocaron en cajas de Petri
estériles de 15 cm de diametro, que contenian agar al 1.2% esterilizado. Los embriones se
incubaron a 29°C en la obscuridad por diferentes tiempos.

4.3. Medicion del porcentaje de germinacion en embriones y ejes

Los embriones se sembraron en la forma descrita anteriormente y se incubaron por 2, 5,
8, 12, 15, 18, 22, 24, 30, 33, 36 y 48 horas; para cada tiempo se sembraron 20 embriones y
25 ejes. Un embrién se consideré como germinado cuando al menos ia radicula presentd
aproximadamente 2 mm de longitud.

4.4. Acumuiacléon de peso himedo en embriones y ejes

Después de la incubacién y conteo de embriones y ejes germinados, estos fueron
pesados para obtener el peso himedo por embridn o eje. Ademas se pesaron 20 embriones
y 25 ejes sin-embeber, tomados al azar, para determinar el peso de los embriones y ejes al
tiempo cero. Los datos de las graficas del curso temporal de toma de agua se obtuvieron al

usar la siguiente relacion:

Acumulacion de peso himedo = (Peso germinado - Peso seco) f Peso al tiempo cero

33



Material y Métodos
—_—me———eeeeeeeeeee

4.5. Obtencion de la fraccion microsomal

Al concluir e tiempo de imbibicién, los ejes embrionarios se congelaron en nitrégenc
liquido y se guardaron en ef ultracongelador REVCO a - 70°C hasta su uso.

L.os embriones se colocaron en una licuadora (Waring Blender Cat. No.8420 Eberbach
Corporation Scientific Instruments and Apparatus), se les afadid amortiguador de
homogeneizacion [S0 mM HEPES / BTP pH 7.8, 250 mM Sorbitol, 1 mM EDTA, 1 mM KCI, 5
mM DTE y 40 ug Mezcla de inhibidores de proteasas/mL de buffer (Complete Boehringer -
Mannheimer)], en una relacién de 2 mL de amortiguador por 1 g de tejido y se molieron a
baja velocidad en la licuadora por 20 segundos. Se filtraron a través de cuatro capas de
gasa {previamente humedecidas con agua) y el homogeneizado se centrifugd a 1500 g por
10 minutos a 4°C en la ultracentrifuga Optima TL Beckman con rotor TLA 100.4. Se elimind
la capa de grasa que quedd en la parte superior y se tomé con cuidado el sobrenadante.
Este se centrifugd a 13000 g por 10 minutos en ia ultracentrifuga Optima TL Beckman. En
este paso se eliminaron las mitocondrias que quedaron en el botén y el scbrenadante se
centrifugd nuevamente pero ahora a 100000 g durante 1.5 h a 4°C. El botén obtenido se
resuspendio en un volumen pequefio de amortiguador de ajuste de peso (500 mM Sorbitot, 5
mM KPi pH 7.8, 0.2 mM KCI, 5 mM DTE) a esta fraccion se le denomina fraccién microsomal.

4.6. Determinacién de proteina

Ef meétodo utilizado es el de Lowry modificado por Peterson (1977). Se realizd primero
una curva patrén con diferentes concentraciones de albimina de suero Bovino (BSA) en
concentraciones de 0 -100 ug en un volumen de 900 uL, posteriormente se agregaron 100 pL
de 0.15% Desoxicolato de sodio (DOC) incubandose por 10 minutos a temperatura ambiente,
transcurrido este tiempo, se anadid 1 mL de reactivo A (reactivo que esta constituido de
partes iguales de: Solucion de Carbonato-Tartrato-Caobre denominada CTC (Carbonato de
Sodio 10%, Sulfato de cobre 0.1%, Tartrato de potasio 0.2%), Dodecil sulfato de sodio (SDS)
10%, Hidroxido de sodio 0.8 N y agua desionizada. Nuevamente se incubaron 10 minutos y

después se agregarcn 500 pL de reactivo B, solucidon que contiene un volumen del reactivo
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de Falin Cicalteau mezclado con cinco volimenes de H2O. Se incubaron 30 minutos a
temperatura ambiente y se midieron las absorbencias a 750 nm.

Con las muestras se realizé el mismo procedimiento, pero en lugar de utilizar BSA, se
agregaron 7 pl de la fraccién microsomal, protoplastos o amortiguador de ajuste de peso. Ei

tratamiento de las muestras y controles se realizd por triplicado.
4.7. Obtencién de protoplastos de ejes embrionarios

El pracedimiento de obtencién de protoplastos se realizd utilizando medios y material
estéril. Los medios utilizados para la obtencion de protoplastos fueron esterilizados después
de ajustar la osmolaridad con sorbitol, esto se realizd por filtracién en un aparato Millipore a
través de papel de nitrocelulosa con un poro de 0.45 pm de diametro. Se preincubaron los
ejes embrionarios (60m§ tejido/mL) cortados en trozos ﬁwuy pequeifios en el medio basico (3
mM CaCl;, 10 mM Arginina, 10 mM Mes/KOH pH 5.5, BSA 0.5% y Sorbitol para ajustar a 850
mOsm), durante dos horas con agitacién constante en una incubadora con agitacién lateral a
100 rpm. ‘

El tejido se retira del medio basico y se coloca en el medio de digestién que contiene,
3 mM CaCl,, 10 mM Arginina, 10 mM Mes/KOH pH 5.5, BSA 0.5%, Polivinil pirrolidona 0.5%,
Celulasa Onozuka RS 2.5%, Macerozyme 0.5% y Sorbitol para ajustar a 850 mOsm, se
incubdé por 15 horas a una temperatura de 25°C, con agitacién constante 100 rpm.

Al concluir el tiempo de incubacion el medic con el tejido se filtr6 a través de una
malla de Nylon de 60 um, los trozos de tejido se lavaron sobre la malla con medio basico
ajustado a 850-900 mOsm, para arrastrar al filtrado los protoplastos que se encontraban
atrapados en el tejido. El filtrado se centrifugd a 1000 mpm, en la centrifuga BECKMAN GS-
6R Centrifuge, durante 5 o 7 minutos y se separaron cuidadosamente los protoplastos y se
resuspendieron en Buffer de dilucion que contenfa HEPES/BTP 2 mM pH 7.8, Sorbitol
350mM y DTT 1mM.
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Para comprobar que la formacidn de los protoplastos fue exitosa se observd en el
microscopio una muestra del botén y se contaron el nimero de protoplastos por medio de un
hemocitometro. La cantidad de protoplastos que usualmente se encontraba en las diferentes
preparaciones fue de 9-15*10° protoplastos/mL y que tenian una apariencia redonda como
se muestra en la Figura 7.
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Figura 7. Protoplastos de ejes embrionarios de maiz embebidos 18 horas.

4.8. Determinacion de fosfatos

Se siguid el procedimiento descrito por (Gonzélez-Romo et al,, 1992). Toda la vidrieria
que se utilizé estaba libre de fosfatos. Para lograr esto el material después de lavado se

colocd en acido sulfdrico diluido 1:3 por dos dias y posteriormente se enjuagd con agua
desionizada. ’
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La curva patrén de Pi se realizé de 0 a 100 nmol ajustado a un volumen total de 150 ul
con agua destilada a la cual se le adicionaron 150 uL de SDS al 24%, después se afiadieron
300 pL de una mezcla en relacioén 1:1 de las soluciones acido ascorbico 12% en HCI 1N y
molibdato de amonio 2% en HCI 1N, se incubaron de 3 a 8 minutos a temperatura ambiente y
después se afiadid 450 pL de solucion E (Citrato de sodio 2%, Metarsenito de sodio 2%,
Acido acético 2%). Se incubd 20 minutos a temperatura ambiente, transcurrido este tiempo,
se midio {a absorbencia a 850 nm. La curva es lineal de 10 a 80 nmol Pi.

4.9. Determinaci6n de la actividad de ATPasa por hidrélisis de ATP

La hidrolisis de ATP se midié como liberacion de Pi y los resultados se expresaron en
nmol Pi mg™ min"'. El procedimiento realizado fue el siguiente, se utilizaron 150 pL del medio
de reaccidn de hidrolisis de ATP el cual contenla 250 mM Sacarosa, 20 mM MOPS/BTP pH
6.5, 10 mM ATP/BTP pH 6.5, 10 mM MgClz, 7 uM CCCP y en algunos casos se adicionaron
los inhibidores 0.5 mM Eritrocina, 0.3 mM Na;VO, (inhibidores especificos de la ATPasa de
la membrana plasmatica} y 2 mM NaNj (inhibidor de la ATPasa mitocondrial). Se trabajaron
las muestras por triplicado, realizando un control (sin inhibidores), otro con cada uno de los
inhibidores y otro sin proteina (blanco). Después de la adicién de reactivos se preincubaron
los tubos 5 minutos a 30°C y posteriormente la reaccion de hidrdlisis de ATP se inicid al
afiadir 20 pg de proteina membranal, deteniéndose después de la incubacion por 30 minutos
a 30°C, con la adicion de 150 uL de SDS al 24%.

4.10. Medicion de transporte de sacarosa en protoplastos de ejes embrionarios de

maiz

Se siguio la metodologia descrita por Buckhout (1989), utilizando un medio de transporta
que contenia 2 mM HEPES/BTP ajustado a diferentes pH (7.8, 6.15, 5.5 y 4), 350 mM
Sorbitol, 1 mM DTT, 24 plL sacarosa-['*C] (0.0888 MBq, 2.4 uCi, NEN™ Life Science
Products, actividad especifica 401.0 mCi/f mmol), 0.1 a 10 mM de Sacarosa, 0, 1, 2 y 4 yM
Valinomicina (solucién en etanol a una concentracién de 0.50 mM). Al medio de fransporte
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se le afiadieron 120 ul de Protoplastos que se encontraban en buffer de dilucion a una
concentracion de 1mg de proteina. La reaccién se llevd a cabo a 10°C y se inici6 con la
adicién de la mezcla de sacarosa fria y marcada radioactivamente a las concentraciones
indicadas en cada figura y, posteriormente, se fueron tomando 100 pL de la mezcla anterior
por diferentes tiempos (1, 2, 4, 6 y 8 minutos). La reaccidn se detuvo al filtrar el volumen de
100 pL de la mezcla de reaccion con los protoplastos a través de un papel de nitrocelulosa
con un diametro del poro de 0.22 um, lavando con 2.5 mL de buffer de lavado (2 mM
HEPES/BTP ajustado a los siguientes pHs 7.8, 6.15, 5.5 y 4; 350 mM Sorbitol, 1 mM DTT y
Sacarosa 1 mM). Posteriormente, se colocaron los filtros 30 minutos en horno a 120°C, se
dejaron enfriar y se les agregé 5 mL de liquido de centelleo (2, 5 Difenil-oxazol 3 g,
Etilenglicol 37 mL, Etanol absoluto 106 mL, Xilol 600 mL y Triton 257 mL). Se leyeron las
cuentas por minuto de cada muestra en un contador de centelleo Minaxi § Tri-Carb 4000
series Packard Liquid Scintillation Counter. Los blancos y controles realizados fueron
amortiguador de dilucién filtrado y sin filtrar; 5 uL de sacarosa radioactiva filtrada y sin filtrar.

Los resultados se expresaron como pmol de sacarosa / mg de Proteina segtn la formula
que se muestra. Para obtener la actividad especifica del transportador se obtuvieron las
pendientes de cada una de las graficas de los cursos temporales.

Actividad de transporte de sacarosa = CPM muestra * n mol § ul Sacarosa marcada *1000
{pmol de sacarosa / mg de Proteina) CPM 5 pL Sacarosa marcada

En donde los 5 pL sacarosa marcada que daban 1'227,463 CPM que son las que se
utilizaron como control para obtener las nmol de sacarosa de la muestra.

4.11. Separacién de proteinas por electroforesis en poliacrilamida-SDS (PAGE-SDS)
El procedimiento de electroforesis en gel de poliacrilamida-SDS que se siguié fue el de
Shager y Von Jagow (1987). Para ello se prepararon los geles separador y 6oncentrador

seguin se indica en la Tabla 3, el gel obtenido tenia un grosor de 0.75 mm. Se tomaron 25 pg .
de proteina de la fraccién microsomal de ejes embrionarios de maiz y se mezclaron 1:1 con
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el amortiguador de muestra (SDS 10%, B- mercaptoetano! 15%, Urea 8 M, Trizma base
0.5%, azul de bromofenoi 0.01%). Se aplicaron al gel concentrador tas muestras de proteinas
a separar y en un pozo se cargaron 7ul. de estandares de peso molecular pretefidos (Bench
Mark™ Prestained Protein Ladder Cat. No. 10748-010 GIBCO BRL).

Tabla 3. Preparacion de un minigel (con 0.75 mm de grosor) segun la técnica de Shager y
Von-Jagow (1987). Los componentes del gel se afiadieron en el siguiente orden:

SOLUCIONES SEPARADOR (10%) CONCENTRADOR
Acrilamida- Bisacrilamida (30%-0.8%) 1.114 mL 224.6 pl
Amortiguador del gel { 3M Tris, SDS 1.114 mL 421.1 pl
0.3%, 1N HCI)
Glicerol 445 nl —
Agua 668 pl 1038.8 pl
Persulfato de amonio 10%* 11.14 pl 14.03 pi
TEMED* 1.11ul 1.4l
Volumen total 3354.4 pl 1700 pl

*Afadir al dltimo, son los agentes polimerizantes
Los estandares de peso molecular presentaron el patron de corrimiento como el que

se muestra en la Figura 8, a partir de ellos se calculé el peso molecular de las bandas
reveladas con el anticuerpo.
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Figura 8. Curva de separacion de estandares de peso molecular en un gel de Shéger y Von-
Jagow al 10%. Los datos se expresaron en log del peso molecular y Rf. Los estAndares eran las
siguientes proteinas: Miosina (cadena H) 200 kDa, Fosforilasa b 97.4 kDa, BSA 68 kDa, Ovalbimina
43 kDa, Anhidrasacarbdnica 29 kDa, - Lactoglobulina 18.4 kDa, Lisozima 14.3 kDa, inhibidor de
tripsina bovina 6.2 kDa, Insulina f 3.4 kDa e Insulina a 2.3 kDa.

4.11.1. Tincion del gel con azul de Coomassie

Una vez terminada la electroforesis, se separaron las placas de vidrio y se removio
cuidadosamente el gel y se sumergid en la solucion de tincidn de proteinas {1500 mL
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Metanol, 1500 mL  agua desionizada, 300 mL Acido acético, 6 g Azul brillante R de
Coomassie (Sigma B-0630)]. Para disminuir e color del fondo del gel se sumergio el gel en
la solucion deslefidora (1500 mL Etanol, 1500 mL H.O, 300 mL Acido acético), agitando
suavemente, al tomar la coloracién deseada se almacena en una solucion de acido acético al
10% hasta que el gel sea secado o fotografiado.

4.12. Electrotransferencia de proteinas a papel de nitrocelulosa

Manipular siempre el gel de PAGE-SDS y la nitrocelulosa con guantes. Remover el gel
de las placas de vidrio, cortandole at gel una esquina para usarla como referencia. EI gel se
lavé por 10 minutos en amortiguader de transferencia (25mM Trizma base, 192 mM Glicina,
20% Metanol, 0.1% SDS} con agitacién constante. Para la transferencia se ulilizd una
camara humeda TE Series Transphor Electroforesis Unit HSI HOEFER.

Se abrieron las rejillas sujetadoras del gel, colocando sobre de ella una capa de
esponja saturada con amortiguador de transferencia. Despues se colocaron dos cuadros de
papel filtro empapados en amortiguador de transferencia, de tamafo igual al de la esponja y
ta rejilla. Encima del papel filtro se colocd el gel y después se colocd cuidadosamente una
hoja de papel de nitrocelulosa humedecida en amortiguador de transferencia de un tamaiio
correspondiente al del gel. Al final la nitrocelulosa fue cubierta con dos hojas de papel filtro
humedecidas. Se suprimieron las burbujas de aire que pudieran quedar entre las capas de
gel y pape! {rodando un tubo de ensayo sobre [a superficie del papel). Se afadio la segunda
esponja saturada con buffer de transferencia y luego se coloct la segunda rejilla y se cemd el
cassette.

Se realizd 1a transferencia de las proteinas al gel de nitrocelulosa a 240 mA por 2
horas. Después de transcurrido el tiempo de transferencia, el papel de nitrocelulosa se
removio del cassette y se sumergié en solucién de TBS (20mM Tris/HCI, pH 7.5, 0.5 M
NaCl), y se agité suavemente por 10 minutos en ef agitador lateral HOEFER Red Rotor.
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Para comprobar la transferencia de las proteinas al papel de nitrocelulosa, en algunos
casos se realizo a tincidon de las proteinas, sumergiendo el papel en una solucién de rojo de
Ponceau S al 0.1% en &cido acético al 5% por 5 minutos y después se lavaba con agua para
eliminar el colorante y se continuaba con el procedimiento de bloqueo.

Para detectar al transportador de sacarosa en el pape! de nitrocelulosa se sumergio el
papel de nitrocelulosa en solucidn blogqueadora (3% leche en TBS) y se mantuvo en
agitacion por 30 minutos a 37°C. Despues se removio la solucion blogueadora y se cambio
por solucién de TTBS (TBS suplementado con 0.5% Tween- 20}. Se realizaron dos tavades
mas con TTBS durante 5 minutos cada vez. Después de remover el TTBS, se afadieron 10
mb det TBS con el primer anticuerpo en diluciones 1:250, 1:300, 1:500, 1:1000, 1:2000 y
1:3000 det suero de los conejos. Para la deteccion de |a proteina a lo largo de la germinacidn
se utilizé el anticuerpo a una dilucidén 1:2000. Se dejd incubando con el primer anticuerpo
toda la noche.

Después de transcurrido el tiempo de incubacion se lavd el papel de nitrocelulosa 2
veces con TTBS y una vez con TBS 5 minutos cada vez y con agitacién suave. Por Ultimo se
anadi¢ el segundo anticuerpo anti-lgG de conejo conjugado con fosfatasa alcalina, dituido
1:1000 en TBS, se incubé por 5 horas a temperatura ambiente con agitacidn lateral suave y
constante. La réplica se lavd 2 veces con TTBS y al final una vez con TBS, cada tavado de 5
minutos. De aqui, la réplica estuvo lista para ser revelada seguin el 2° anticuerpo.

4,13, Procedimiento para revelado de fosfatasa alcalina.

Se decantd el TBS y se aiiadio la solucion para desarrollar color la cual contenia 1 mL
de 0.15% de 5-Bromo-4-cloro-3 indolilfosfato disuelta en 100% dimetitformamida, 1 mL de
0.3% Nitroazul de tetrazolio en 70% de dimetilformamida y 100 mL de amortiguador de
carbonatos 0.1 My pH 9.8. Las bandas se hicieron visibles entre los primeros cinco minutos.
La reaccion se detuvo al sumergir la réplica en H;O, posteriormente se lavd dos veces con
agua y se colocé entre dos papeles filtro Watman y se almacenaron.
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4.14. Obtencién del anticuerpo contra el transportador de sacarosa de
membrana plasmatica de maiz

4.14.1. Disefio de la secuencia

La secuencia de nucledtidos del ¢DNA del simportador sacarosa/H' de maiz
recientemente reportada (Aoki et al., 1998), permitid deducir a partir de ella ia secuencia de
aminoacidos para el transportador. Esta secuencia fue colocada en el programa PC-GENE y
se determind cual era la secuencia apropiada para producir una respuesta inmune contra el
transportador de sacarosa. El programa PC-GENE encontr6 tres secuencias probablemente
anligénicas segun se muestra en la Figura 9. El péptido que se escogio fue WGRRR
(secuencia No. 1) debido a que es una secuencia altamente conservada en las 12
secuencias que se conocen de transportadores sacarosa/H® en diferentes especies
(Lemoine, 2000).

Figura 9. Esquema del transportador de sacarosa, mostrando las secuencias antigénicas. La
secuencia marcada con 1 es WGRRR, la 2 es ARGDGE y la 3 es GDTKEH.
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Con el fin de obtener una mejor respuesta inmune se escegieron varios aminoacidos
antes y después de esta secuencia peptidica, presentes solo en el transportador de maiz,
ademas se utilizé la cisteina presente de manera natural en la proteina para conjugarla con
hemocianina.

La sintesis del péptido y la haptenizacion con hemocianina (Figura 10) se solicito a la
compaiia Quality Biochemicals, en Maryland, E.U.A. El procedimiento como se muestra en
la figura 10 incluyd: a) la sintesis del péptido, b) la union al tiol de la cisteina con MBS {m-
maleimidobenzoil- N- hidroxisuccinato éster) y ¢) 1a conjugacién con la hemocianina (Keyhole
limpet hemocyanin, KLH}.
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Figura 10. Haptenizacion del péptido antigénico a hemocianina. A. Reaccién de la cisteina def
péptido con MBS. B. Reaccion entre {a region hidroxisuccinamida con los grupos amines de la
hemocianina (KLH).
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4.14.2. Obtencion del suero inmune y titulacién del anticuerpo

El esquema de inmunizacion que se siguid fue el reportado por Gonzalez-Halphen et
al (1988). Se utilizaron dos conejos (hembra y macho) y el procedimiento fue el siguiente:

Se mezclaron 100 ug de proteina con hva 1.5 mL de Adyuvante Completo de Freund,
se agitaron en vortex VWR Scientific-2 GENIE y después se mantuvieron 1 hora con
agitacion constante en agitador orbital Eppendaorf Mixer 5432, por ultimo se agitd nugvamente

en el vortex. Esta mezcla se inyectd de manera intramuscular a los conejos.

A las tres semanas se inyectaron por via intramuscular 50 ug de proteina disueltos en
1 mL de adyuvante incompleto de Freund (primer refuerzo). Este paso se repitié dos veces
mas y a los dos dias después del tercer refuerzo se realizé la sangria de prueba. La sangre
colectada se dejo coagular y el suero obtenido al centrifugar a 15000 rpm por 20 minutos
fue utilizado para la titulacion del anticuerpo por la técnica de inmunorréplica, para ello se
- separaron las proteinas de la fraccién microsomal de ejes de maiz de 24 horas de imbibicién,
en geles de PAGE-SDS,

Se determiné que la dilucién Gptima de! anticuerpo en los dos sueros obtenidos era
1:2000, después de esto se realizd la sangria a blanco de los dos conejos.

4.14.3. Obtencion de los perfiles densitométricos de las inmunorréplicas

Se hicieron las densitometrias de las bandas de proteinas reveladas con el anticuerpo
contra el transportador sacarosa/H’, utilizando el densitdmetro LKB 8romma UltraScan XL
Enhanced Densitometer.

El papel de nitrocelulosa se colocé en el aparato de lectura, el densitdmetro registra
las bandas de proteina, indicando la densidad de las bandas como pixeles. De esta forma se
conoce de manera aproximada la cantidad de proteina presente en cada banda. La cantidad
de proteina encontrada se reportd en unidades relativas.
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5. RESULTADOS

5.1. Determinacién del porcentaje de germinacion y determinacién de la

acumulacion de agua en ejes y embriones de maiz.

Con el propésito de determinar los tiempos optimos para la medicion de la actividad
del transportador de sacarosa, se midid el porcentaje de germinacion y toma de agua de
embriones y ejes embebidos desde 0 hasta 48 horas.

Se midieron simultaneamente el porcentaje de germinacion de embriones y ejes de
maiz para comprobar que al realizar la extracciéon de los ejes embrionarios, no se dafiara su
capacidad para germinar. Se encontrd que !a germinacién tanto en ejes como en embriones
alcanza un maximo del 96% y B4% respectivamente (Figura 11A ), lo que nos indica que
tanto el eje como el embribn siguen viables ain después de haber sido removidos de la
semilla.

Las curvas de toma de agua tanto para ejes como para embriones presentaron un
comportamiento sigmoidal (Figura 11B), en el que se pueden apreciar las tres fases de toma
de agua caracteristicas de la germinacidn (Bewley y Black, 1986). La fase [ corresponde al
periodo entre [as 0 y 5 horas de germinacion en donde se observa un incremento rapido de
agua, el cual se sabe ocurre principalmente por la hidratacién de los componentes celulares.
La fase il en este cultivar comenzé a las 5 horas y concluyd a las 30 horas, esta fase
antecede a la divisibn celular y es la fase en {a que hay un incremento importante en la
actividad metabdlica del embrién, ya que se sintetizan proteinas, carbohidratos, lipidos, DNA
y RNA, para sustentar el crecimiento y la formacion de nuevas células. La fase final o Il de
{a germinacién comenzod a las 30 horas, misma en Ia que se observa un incremento en peso
hamedo que se debe principalmente a la aparicién de nuevos tejidos.
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Figura 11. Curvas de germinacion (A) y toma de agua (B) de ejes embrionarios y embriones
de malz .Los embriones y ejes fueron embebidos segun lo descrito en Materiales y Métodos. Los
valores son el promedio de 2 experimentos independientes con 20 embriones o ejes por caja. Los
+,® corresponden a los datos de germinacién y los 4,0 a los datos de toma de agua. Los nimeros
romanos I, I1y III indican las tres fases caracteristicas de toma de agua.
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Aunque el porcentaje de toma de agua de los ejes embrionarios es mayor'que en
embriones, eslo probablemente se deba a que el tejido embrionario esta cubierto por el
escutelo, el cual absorbe agua impidiendo asi la toma directa de agua a las células del eje,
asi como puede ser también por la presencia de agua en el escutelo, por 1o que estos Gltimos
necesitan menos tiempo para la captacién de agua y por lo tanto para su germinacion.

Con los resultados de las figuras 11 A y B se decidié escoger los tiempos de 8, 24, 30,
36, 50 y 72 horas, con el fin de tener puntos en las fases mas activas de la germinacion vy
aln en tiempos posteriores a la elongacion de la radicula, en los que se detectaria y mediria
la actividad del transportador de sacarosa/H*.

5.2. Caracterizacion de la actividad de transporte de sacarosa en protoplastos de

ejes embrionarios de maiz embebidos

Con la finalidad de establecer las condiciones éptimas de ensayo de la actividad del
simportador sacarosa/H™ en los protoplastos de ejes embrionarios de maiz, se realizaron
unas curvas de toma de [*C] sacarosa a diferentes tiempos de incubacién en un medio de
ensayo que contenia 0.1 mM Sacarosa y en presencia ¢ ausencia de diferentes compuestos
que pondrian en evidencia su dependencia del ApH y/o del AY.

Se detecto la actividad de transporte de sacarosa en los protoplastos de ejes
embrionarios de maiz, 1a cual aument6é de forma lineal conforme avanzé el tiempo de
incubacién (Figura 12}. La disminucion de la actividad de transporte después de la adicion de
10 uM del protonédforo CCCP, demuestra que la acumulacién de sacarosa es sensible a
cambios en el gradiente de protones. Dato que concuerda con el efecto del iondforo como el
CCCP en fa actividad del simportador sacarosa/H" reportada en otros trabajos (Bush y
L.angston, 1988).
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Figura 12. Curso temporal del transporte de sacarosa en protoplasios de ejes embrionarios de
mafz embebidos 24 horas. Se observa el efecto de 10 uM CCCP y Buffer de dilucién 2 pH 6.15 en la
actividad de transporte de sacarosa.

5.2.1. Sensibilidad del transporte de sacarosa a cambios en el pH extracelular

Se ha demostrado que el transporte de sacarosa es sensible a cambios en el pH
extracelular (Bush, 1990 y Buckhout, 1994) y como se observd en la Figura 12, en los
protoplastos de ejes embrionarios de maiz hay una disminucién en la toma de sacarosa por
efecto del CCCP, por lo que es probable que la entrada de sacarosa al protoplasto aumente
al incrementar la diferencia de pH entre el amorliguador de ensayo y el interior del
protoplasto (Figura 13}). Con el objeto de probar lo anterior, se adicionaron 200 pL de
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protoplastos equilibrados a pH 7.8 a un medio de ensayo gue contenia el amortiguador de
dilucion ajustado a diferentes pHs 4.0, 5.5, 6.156 7.8.
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Figura 13. Dependencia de la actividad de transporte de sacarosa de los protoplastos de ejes
embrionarios de maiz, al pH del medio de ensayo. El medio de ensayo de transporte de sacarosa
contenia 0.1mM Sacarosa, 2 uM Valinomicina, 0.4 pCi ['*C- Sacarosa] y a los pHs indicados en la
figura con 2 mM de HEPES/BTP . Estos resultados son el promedio de 3 repeticiones diferentes.

Los resultados demuestran que la disminucion del pH del medio de ensayo produce un
incremento en el transporte de sacarosa maximo en protoplastos de ejes embrionarios de
maiz y este aumento fue casi de un 100% a un pH de 4.0 comparado con el de 7.8. Se
decidid que en los subsecuentes experimentos el pH del medio fuera de 6.15 ya que no hubo
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una diferencia importante entre las curvas de actividad de transporte entre los pH 6.15, 5.5 y
4.0.

5.2.2. Efecto de Valinomicina y K* en el transporte de sacarosa

Cuando se produce una diferencia de pH a través de la membrana, también se crea
una diferencia de carga eléctrica, para eliminar la probable contribucion del AY al transporte
de sacarosa observado, se adicioné al medio de transporte un ionoforo, la Valinomicina,
compuesto que transporta de manera especifica K' y lo hace a favor del potencial generado
por su gradiente electroquimico (Nicholls y Ferguson, 1997).

Si el transporte de sacarosa solo depende del ApH al eliminar el A¥ (que se produjo al
inducir {a diferencia de pH) se predice un aumento en la actividad del simportador
sacarosa/H’ ya que de manera constante podrén entrar los protones y el transporte de
sacarosa no se detendra. Como se observa en la Figura 14, cuando se afiade Valinomicina a
una concentracién de 4 pM al medio de ensayo, pero sin adicionar K', se presenta un
incremento de 1.3 veces de la actividad de transporte de sacarosa con respecto al control.
Mientras que la adici6n de K* produce un incremento de 3 veces con respecto al control sin
Valinomicina desde la concentracitn de 2 uM Valinomicina. Es probable que la concentracién
de K que los protoplastos tienen no sea suficiente para colapsar el AW dependiente de
Valinomicina, por lo que la adicién exégena de K* facilita la movilizacion de K' de los
compartimentos intracelulares, produciendo probablemente 1a disminucion o pérdida del AY y
por tanto se observa un incremento en el transporte de sacarosa.

Los resultados indican que la actividad de transporte de sacarosa en los protoplastos

de ejes embrionarios depende directamente del ApH e inversamente del A, por lo que al
abatir el AY aumenta el transporte de sacarosa.
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Figura 14, Efecto de la Valinomicina y el potasio sobre la actividad de transporte de sacarosa
en protoplastos de ejes embrionarios de maiz. El medio de ensayo contenia 2 mM HEPES/BTP pH
6.15, 2.8 uCi [“C)-Sacarosa, 0.1 mM Sacarosa y las concentraciones indicadas de Valinomicina vK.
Se afiadieron 140 pL de protoplastos y la reaccion se dejé transcurrir por 4 minutos a 10°C, se detuvo
la reaccién al filtrar e! medio en papel de nitrocelulosa.

En adelante se decidi6 realizar la determinacion de ia actividad de transporte de
sacarosa adicionando 2 uM Valinomicina y 1mM K.
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5.2.3. Efecto de dos inhibidores del transporte de sacarosa, sobre la actividad de
transporte de sacarosa de protoplastos de ejes embrionarios

Se conoce que el transporte de sacarosa dependiente de ApH es virtlualmente inhibido
por la modificacién covalente con PCMBS y DEPC (Bush, 1993). Estos inhibidores,
reaccionan con los residuos de histidina y cisteina del transportador sacarosa/H® porque
forman enlaces covalentes con la proteina (Bush, 1993).

Con el objetivo de comprobar que la toma de sacarosa dependiente del ApH se debe a
un simportador sacarosa/H’, se incubaron protoplastos de ejes embrionarios de maiz a
diferentes concentraciones de PCMBS y DEPC (Figura 15).

Se encontré que tanto PCMBS como DEPC inhiben el transporte en un 77.9 y 82.9%,
respectivamente. A 500 uM de PCMBS se tiene aproximadamente la inhibicion del 50% de

actividad, valor similar al encontrado en hojas de remolacha lsp 350 uM (Bush, 1993).

En cuanto al DEPC se logré la mayoer inhibicién del transporte de sacarosa a 1 mM
que esta alejado del valor de Iso reportado. Sin embargo es probable que esta diferencia se
deba a las concentraciones de sacarosa utilizadas, ya que en betabel se utilizd 0.1 mM de
sacarosa en el medio de ensayo y nosotros usamos 3y 5 mM de sacarosa (Figura 15).
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Figura 15. Efecto de diferentes concentraciones de PCMBS y DEPC en la aclividad de
transporte de sacarosa. El medio de ensayo contenfa 2 mM HEPES/BTP pH 6.15, 2.8 uCi [*C}-
Sacarosa, 3 8 5 mM Sacarosa, 2 pM Valiromicina, 1m KCl y las concentracionss indicadas de
PCMBS y DEPC. La actividad del control fue de 7.9 pmolessac min"'200ul protoplastos™. Los

resultados marcados con ¥ s realizaron a 5mM de sacarosa y con # a3 mM de sacarosa.
Los resultados hasta aqui presentados apoyan que el transporte de sacarosa se debe

al simportador sacarosa/H’ localizado en las membranas plasmaticas de los ejes

embrionarios de maiz.
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5.2.4. Obtenci6n de los parametros cinéticos para el simportador

Con el objeto de comparar y determinar las constantes cinéticas Km y Vmax del
transporte de sacarosa dependiente del pH, se midié la actividad de transporte de sacarosa
a diferentes concentraciones de sacarosa desde 0.1 hasta 10 mM, realizandose para cada
concentracién una curva de tiempo de 0 a 8 minutos. Las pendientes de cada una de las
curvas corresponden a la actividad del simportador dado en picomoles de sacarosa min
200uL de protoplastos™. La curva de velocidad de transporte de sacarosa mostrd un
comportamiento Michaeliano (Figura 16). La Vmax v la Km se determinaron con el ajuste de
los datos experimentales a una hipérbota cuadratica, ecuacion disponible en el programa
Micro Cal Origin version 3.0.

La Virax Obtenida de la curva en la Figura 16 fue de 0.834 pmol sacarosa min™' 200 pL
protoplastos™ y fa Km fue de 1.5 mM. El valor de Km obtenido es similar a los reportados por
otros autores, para tejidos de alta demanda o produccién de carbohidratos Km = 0.3-1.5 mM
{Tabla 1 en la Introduccion).
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Figura 16. Cinética de actividad de! simportador sacarosa/H' en protoplastos de ejes
embrionarios de maiz embebidos 24h. Cada uno de los puntos experimentales corresponden a la
pendiente de 6 puntos del curso temporal de toma de sacarosa por los protoplastos de ejes
embrionarios, en las condiciones descritas en la Figura 15. Los datos obtenidos son el promedio de 4
preparaciones de protoplastos diferentes.

5.3. Transporte de sacarosa y actividad de la ATPasa de protones a lo largo de la
germinacion

Para poder medir el transporte de sacarosa a lo largo del periodo de germinacion de
ejes de maiz se obtuvieron protoplastos de ejes embrionarios embebidos 8, 24, 30, 36, 50 y
72 horas. Tomando en cuenta que la Km para el transportador es de 1.5 mM, se midio la
actividad del transportador a 3 mM de sacarosa (Figura 17).
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Figura 17. Cinética de la actividad de! transportador de sacarosa a lo largo de la germinacion
de ejes embrionarios de maiz. Cada uno de los puntos experimentales representa la pendiente de
una curva de actividad con respecto al tiempo a 3 mM sacarosa, similar a'la que se muestra en la
figura 16. Las curvas temporales de actividad de transporte se realizaron en 2 preparaciones de
protoplastos diferentes. En un medio de ensayo que contuvo: 2.4uCi [*“C)-Sacarosa, amortiguador de
dilucidn pH 6.15, 2 uM Valinomicina.

A las ocho horas de germinacion de los ejes embrionarios, los protoplastos obtenidos
muestran una actividad de transporte muy baja {0.037pmolsac/mg/min}. Sin embargo
aumenta 6 veces a las 24 horas de germinaciéon para posteriormente disminuir a las 30
horas, después de este tiempo se observa un incremento gradual de la actividad de
transporte de los protoplastos para disminuir ligeramente a las 72 horas.
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El transporte de sacarosa a través de la membrana plasmatica se energiza por un
simporte con H* provenientes de la ATPasa de H' de la membrana plasmatica. (Zhou 1997),
estas observaciones sugieren que esta enzima estd involucrada en el proceso de
germinacion de la semilla, ya que la diferencia de potencial eléctrico y de pH en ia
membrana seria ulilizado para el transporte de sacarosa por las células embrionarias.

La disminucion de la actividad de transperie de sacarosa a los diferentes tiempos de
germinacion se explica por una disminucién en la actividad de bombeo de protones por la
bomba primaria, localizada en la membrana plasmatica. Resultados previos {(Sanchez-Nieto
el al., 1998) demostraron la existencia de la ATPasa en embriones de maiz germinados a
tiempos cortos (0 a 5 horas), sin embargo, se hizo necesario determinar en este trabajo la
actividad de {a ATPasa en los ejes embrionarios de maiz a los tiempos en los cuales se midid
la actividad de transporte de sacarosa.

La medicion de la actividad de ATPasa se realizd en la fraccion microsomal de ejes
embrionarios embebidos diferentes tiempos, en un ensayo en el que se detecta la liberacién
de fosfato inorganico como uno de los productos de su actividad. La actividad de ATPasa en
las fracciones microsomales mostrd un incremento constante y lineal entre las 8 y 72 horas
de la germminacion de los ejes embrionarios. Actividad que se postula induce la toma de
sacarosa en contra del potencial impuesto por su gradiente de concentracion.

Lo anterior no explica la disminucidn en la actividad que el simportador presenta a las
30 horas por lo que se hizo necesario medir los niveles de proteina a lo largo de Ila
germinacién y compararlos con los de la actividad de transporte.
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Figura 18. Perfil de la actividad especifica de la ATPasa de membrana plasmatica en
micrasomas obtenidos de ejes embrionarios de maiz. Cada punto es el resuitado del promedio de dos
ensayos de preparaciones microsomales diferentes.

5.4. Patréon de expresién del cotransportador Sacarosa/H' durante la

germinacion

Para la deteccion del simportador se utilizé la fraccion microsomal de ejes
embrionarios de maiz germinados a diferentes tiempos y se obtuvo y utilizé un anticuerpo
especifico contra el simportador de maiz segun se describié en la seccién de materiales y
métodos.
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En la Figura 19A se muestra el patrdn de bandas de proteinas de la fraccion
microsomal de ejes embrionarios embebidos 8, 24, 30, 36, 50 y 72 horas, en un gel de
PAGE-SDS tefiido con azul de Coomasie y en la Figura 19B se muestra el patrén de bandas
de proteina después de la transferencia a pape! de nitrocelulosa, las proteinas se tifieron con
rojo de Ponceau. Ambos son los controles de que 1a cantidad de proteina aplicada en cada
carril es similar.

Dos fueron las proteinas detectadas con el anticuerpo contra el transportador
{Figura19C) una de aproximadamente 20 kDa y otra de aproximadamente 64 kDa. De
acuerdo a la secuencia gendémica, se esperaba una banda de 55.2 kDa que podria
corresponder con la banda de 64 kDa observada. La banda de 20 kDa no parece ser
producto de protedlisis, ya que aparece de manera consistente aln cuando se aumentd la
concentracion de los inhibidores de proteasas. Buscando en la base de datos del Genebank
y de [a recien obtenida secuencia gendmica de Arabidopsis thaliana
(http://www tigr.org/tdb/e2k1/ath1/atgenome/genome.shiml) se encontrd que las uUnicas
proteinas que presentan la secuencia que fue usada para producir el anticuerpo contra el
transportador sacarosa/H" de maiz son los transportadores de azlcares en Hordeum vuigare
y Oriza sativa. Por lo que por este medio no obtuvimos informacién que nos ayudara a
identificar a la proteina de 20 kDa.
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Figura 19. Deteccién del simportador sacarosa/H" a lo largo de la germinacién. Se cormieron 20
pg de proteina microsomal en un gel de PAGE-SDS, en A} se muestran las proteinas tefiidas en el
gel con azul de Coomasie; en B) Daspués de la transferencia de las proteinas del gel al papel de
nitrocelulosa, se detectamn las proteinas con rojo de Ponceau y en C} se muestra la reaccién del
anticuerpo con las bandas de proteina de la fraccién microsomal de ejes embrionarios de maiz.

En la Figura 20 se muestran solo los valores de la densitometria de 1a banda de 64
kDa.

63



Resultados

700 -
) L]
600
g @ 500
‘s S ]
- 2 =
25 40- T,
. © E |
T w i
5 & 300
oS ]
=2 2004
=
L
100
0 1 4 1 T 1 1 1
0 10 20 30 40 50 60 70 80

TIEMPO (horas)

Figura 20. Niveles de proteina (simportador sacarosa/H') durante la geminacion de ejes
embrionarios de maiz. Los valores de cantidad de proteina fueron obtenidos de la densitometria de la
banda de 64 kDa detectadas con el anticuerpo especifico contra el transportador de la Figura 19C.

Como se muestra en la Figura 20, el transportador de sacarosa esta presente en
cantidades similares a las 8 y 24 horas de germinacion, mientras que a las 30 horas hay una
disminucién de 4 veces en la cantidad de proteina, para después aumentar de las 40 hasta
las 72 horas de manera constante y a un nivel superior que al encontrado a las 8 horas.

La actividad especifica del transportador sacarosa/H® a lo largo de la germinacién
(Figura 21) se obtuvo al realizar el indice de la actividad del transponiador (Figura 17) entre
los niveles del transportador detectados con el anticuerpo (Figura 20). Tomando como el
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100% la suma de el area de las bandas detectadas para la proteina de 64 kDa a los
diferentes tiempos.

E! simportador presenta niveles muy bajos de actividad a las 8 horas para presentar
un incremento importante entre las 24 y 30 horas de la germinacién, después de este tiempo
disminuye ligeramente y se mantiene hasta las 72 horas de germinacion,
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Figura 21. Curva de actividad especifica del simportador sacarosa/H" a lo largo de la
germinacion de ejes embrionarios de maiz.

Es probable que a tiempos cortos de la germinacion la proteina no se encuentre en
estado activo ya sea por no encontrarse adecuadamente estructurada en la membrana o
bien a que existan sefiales intracelulares que no le permiten mantenerse activa a este tiempo
como pueden ser las bajas concentraciones intracelulares bajas de carbohidratos, Ya que a
las 24 horas presenta 7 veces mas actividad que a las 8 horas. El pico de actividad a las 30
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horas podria deberse a un ajuste entre la proteina recién sintetizada y la remanente, para
después mantenerse constante poco antes y durante la salida de la radicula, es decir en la

etapa 111 de la germinacién y el periodo postgerminativo.
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6. DISCUSION

La semilla madura de maiz contiene una reserva de carbohidratos, localizada
principalmente en e! endospermo. El almidon representa el 70 a 80% de los compuestos
almacenados (Bewley y Black, 1986). Durante el proceso germinalivo el almidon es
hidrolizado y transportado hacia los tejidos internos para mantener el metabolismo del eje
embrionario en las etapas tempranas de su crecimiento y hasta que sus hojas sean capaces
de llevar a cabo la fotosintesis.

Es factible que la actividad de transporte de sacarosa sea uno de los procesos
esenciales para el metabolismo de las células de! eje embrionario. Un transporiador de
azucares ampliamente descrito en la literatura es el simportador sacarosa/H*, por lo que en
este trabajo se investigd su posible participacion a lo largo de la germinacion, en el eje
embrionario que es un tejido que propiamente crece y se diferencia para dar lugar a la nueva

planta.

6.1. Parametros fisloldgicos de ejes y embriones de maiz.

La germinacion de una semilla inicia con la entrada de agua y termina cuando se
rompe la cublerta de la semilla y sale la raiz primaria. En la germinacién se han reconocido
tres fases con respecto a la acumulacién de peso himedo de los tejidos embrionarios
{Bewley y Black, 1986)

Para determinar que no se perdiera la viabilidad tanto del embrién como del eje
embricnario al ser extraidos de la semilla y ademas conocer cuales eran los tiempos en que
ocurrian las tres fases de la germinacion se realizaron curvas de germinacién y de
acumulacion de peso himedo en ejes y embriones de maiz.

Aln con la extraccion de los ejes de la semilla, éstos siguieron viables ya que se

obtuvo un 96% de viabilidad. En cuanto a las fases de la germinacion se lograron distinguir
las tres fases, Fase | o de imbibicién que finalizé a las 5 horas, fase determinante para que el
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proceso germinativo ocurra, ya que con la entrada de agua, los componentes celulares
comienzan a hidratarse y adoptar la conformacién y acomodo adecuados para presentar sus
funciones esenciales, como la toma de oxigeno para iniciar el proceso respiratorio.

La segunda fase ocurrié entre las 5 y 30 horas, periodo en el que las células del
embrién empiezan e! proceso respiratorio con la consecuente produccion de pader reductor y
ATP, ambos indispensables para la sintesis de las biomoléculas complejas, por lo que el
metabolismo aumenta de manera importante, ya que ocurren los procesos de reparacion y
sintesis de compuestos que anteceden a la division celular del eje embrionario. La fase |l se
distingue por mantener sin cambios imporiantes y por un periodo profongado el contenido de
humedad, aun cuando se observa un aumento considerable en el tamafo del tejido.

La fase tres comenzo6 a las 30 horas y es el final del proceso germinativo, ocurre
cuando la raiz primaria o radicula sale de la cubierta de la semilia, momento en el que la
germinacién se completa.

Para estudiar el transporte de sacarosa a lo largo de la germinacién y en el inmediato
periodo posgerminativo se escogieron los tiempos 8, 24, 30, 36, 50 y 72 horas de imbibicion,
tiempos en los cuales se esperaba un metabolismo activo.

6.2. Caracteristicas del transporte de sacarosa en los ejes embrionarios de

maiz.

Durante la germinacion los tejidos de reserva suministran la sacarosa a los tejidos
embrionarios en crecimiento, procesc que podria ser similar al que ocurre en una planta
madura, la descarga de la sacarosa del tejido fuente como las hojas y su transporte a través
del floema hacia los tejidos demanda, como las raices y tubérculos {(Lemoine, 2000).

En los tejidos demanda se ha encontrado la existencia del transporte de sacarosa a

traves de dos principales vias, la primera a través de transportadores transmembranales y la
segunda a través de plasmodesmata (Lemoine, 2000).
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La toma de sacarosa que se detectd en los protoplastos de ejes embrionarios de maiz
podria ocurrir a través del simportador sacarcsa/H', ya que los plasmodesmata no se

encontrarian presentes en este tipo de preparacion.

Al medir el transporte de sacarosa a tiempos cortos de incubacién se observa de
manera constante que la sacarosa dentro de los protoplastos podia provenir de dos posibles

fuentes, una el proceso por difusion y segunda por e simportador sacarosa/H".

El proceso de entrada de sacarosa por difusién se evidencio al observar que el
protondforo CCCP se abatia en su totalidad la actividad de toma de sacarosa por los
protoplastos. Ademas, la exposicién por tiempos prologados a la sacarosa (40 minutos),
producia un abatimiento en el gradiente de pH. Siendo entonces evidente que la sacarosa
que entraba a los protoplastos de los ejes embrionarios es por un mecanismo que depende
de un gradiente electorguimico.

6.2.1. El transportador de sacarosa en ejes embrionarios es el simportador
sacarosa/H’

Con el propésito de buscar la existencia del transportador sacarosa/H® en los
protoplastos de ejes embrionarios de maiz se investigaron aigunas de sus propiedades
caracteristicas, su dependencia al pH, sensibilidad a reactivos especificos como DEPC y
PCMBS y determinar algunas de sus constantes cinéticas. Para asi poder determinar si la
actividad de transporte de sacaorsa en los protoplastos era debida al simportador
sacarosa/H’.

Evidencia de que el transporte de sacarosa en el eje embrionaric se debe a un
transporte dependiente de protones, se encontrd al observar que la actividad de transporte
de sacarosa aumentaba 2 veces al imponer una diferencia de pH de 7.8 a 4.0 en el interior y
en el exterior respectivamente y ademas era directamente dependiente del gradiente de pH
y de forma inversa al AW, ya que al eliminar este G(ltimo componente por la adicion de

valinomicina y K" en el medio de ensayg, la actividad se incrementaba tres veces.
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Ofra evidencia que sustenta |la propuesta de que el transporte de sacarosa mayoritario
en los protoplastos de ejes embrionarios se debe al transportador sacarosa/H' es la
inhibicién del transporte por PCMBS y DEPC, ambos compuestos comUnmente utilizados
para inhibir al transportador. 500 uM de PCMBS inhibi6 al 50% la actividad de transporte de
sacarosa, valor parecido al encontrado en hojas de remolacha 350 pM (Bush, 1993),
mientras que el DEPC 1 mM inhibe un 82.9% el transporte de sacarosa.

Por otra parte, se encontrd que el transporte de sacarosa Seguia una cinética de
saturacién con una Km de 1.5 mM, valor muy similar al reportado para otros simportadores
de sacarosa de olras especies y tejidos maduros como papa, espinaca, remolacha y haba
(Tabla 1 en Introduccidn y Lemoine, 2000).

Es importante hacer notar gue este es el primer estudio en el que se caracteriza al
simportador sacarosa/H™ de maiz, aiun cuando en 1999, Aoki y colaboradores, demostraron
la existencia de un gene que codifica para el transportador.

6.3. Actividad del transportador sacarosa/H* en la germinacién.

El transporte secundario de nutrientes en las células vegetales depende de manera
importante del bombeo de protones por la ATPasa localizada en la membrana plasmatica. En
la germinacion de ejes embrionarios de maiz encontramos que la actividad de la ATPasa de
protones es alta 35 nmolPimg 'min™ a las 8 horas y se incrementa posteriormente de manera
lineal conforme avanza la germinacién para alcanzar a las 72 horas 57.5 nmolPimg 'min™
(Jahn et al., 1997; Svennelid et af. 1999).

La actividad de la bomba de protones podria sustentar el transporte ininterrumpido de
sacarosa a través del simportador sacarosa/H™* a lo largo de |a germinacién, sin embargo, el
patrén de actividad del transportador presenta un patrén variable de actividad con valores
bajos de actividad de transporte a las 8 y 30 horas de germinacion.
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Los datos sugieren gue la proteina detectada al inicio enire las 8 y 24 horas es la
proteina residual del proceso de formacién y maduracion de la semilla, misma proteina que
se degrada rapidamente (6 horas) y que posteriormente se empieza a sintetizar de manera
activa, probablemente para prepararse para la elongacion y division celular,

La escasa actividad del transportador a las 8 horas, se explica por la presencia de
bajas cantidades del transportador a ese tiempo, y porque su sintesis comienza a tiempos
posteriores, siendo entonces una proteina residual del proceso de embriogénesis, proteina
que podria no haber conservado su capacidad de transporte debido a cambios en su
_topologia en !a membrana, después del pasc por el periodo de desecacion vy
almacenamiento, previo a la germinacion. Otra posibilidad es que la composicion de la
membrana a ese tiempo no fuera la o6ptima para llevar a cabo su funcion, ya que las
proteinas membranates son muy sensibles a cambios en el entorno lipidico, cambios que de
manera norma! ocurren. con e! aumento en las actividades reparativas y en general del
metabolismo muy al inicio de la germinacién. En cuanto a la disminucion de la actividad del
transporte a las 30 horas se explica por un aumento en la degradacion de la proteina en
conjunto con una disminucidn en su sintesis.

A partir de las 36 horas se encontrd que la incorporacion de sacarosa por los
protoplastos se iba incrementando de manera gradual, periodo que coincide con la aparicién
de la radicula y su posterior crecimiento, en embriones de arroz se observd gue a las 36
horas de germinacion el contenido de azicares como sacarosa, glucosa y fructosa llegan a
caer a valores de! 10% comparados con el embrion seco y este valor se mantiene hasta las
120 horas de germinacion. Sin embargo, si el medio en €l que crecen 1os embriones contiene
100 mM de glucosa se mantiene el mismo nivel de carbohidratos a lo largo de toda la
germinacion. De manera interesante cuando los embriones de arroz son extraidos hasta las
72 o 120 horas de germinacidn, estos contienen valores de 3 a 4 veces mas altos que el
embridon seco (Matsukura, et al. 2000). Estos resultados indican que probablemente el
transportador de sacarosa es mas activo al final de la germinacion en el periodo de
elongacion y diferenciacién del embridn tanto para arroz como para et maiz.
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6.4. Niveles del transportador a lo largo de {a germinacion

Aoki y colaboradores en 1999, clonaron y secuenciaron el transportador de sacarosa
en plantas de maiz de 14 dias, Ia longitud de la region codificante det gene es de 1,563 pb
con una seial de poliadenilacion en |a regidn 3’ no traducida. El gene codifica para una
proteina de 521 aminoacidos con una masa molecular estimada de 55.2 kDa. La secuencia
de aminoacidos de 1a proteina presenta 82% de idenlidad con el transportador de azucares
de arroz {Aoki ef al., 1999). Con esta informacion disponible en el Gene Bank (BAAB3501) se
selecciond una secuencia de aminoacidos que fuera altamente antigénica, para producir
anticuerpos especificos contra la proteina, la secuencia TARWGRRRPILIGC se haptenizo
con hemocianina y se inyecté a conejos. El anticuerpo obtenido reconoce a 2 proteinas, una
de 64 kDa y otra de 20 kDa.

Aln cuando el peso molecular esperado es menor a 64 kDa es probable que la
proteina que se une al anticuerpo sea el transportador de sacarosa, ya que las proteinas
membranales suelen presentar corrimiento anomalo en geles de PAGE-SDS, debido a los
lipidos que suelen permanecer unidos a la proteina o bien a que la carga eléctrica de la
proteina que en su forma extendida puede modificar su patrén de migracion en el gel.

El patrén densitométrico de esta proteina mostré una baja cantidad de proteina a las
30 horas lo cual concuerda con la escasa actividad que se detectd a este tiempo. La
actividad especifica del transportador entre las 24 y 72 horas permanece constante y es 6
veces mayor a la detectada a las 8 horas, por lo que es probable que la actividad baja que se
detecta a las 8 horas se deba a una proteina defectuosa y que probablemente participé en
alguna de las fases de la embriogénesis y que al inicio de la germinacion parece no ser
importante.

Probablemente durante la embriogénesis el transportador de azucares se encontrara
en cantidades abundantes y funcional ya que en Vicia faba se encontré que este
transportador contribuye con un 50% en la actividad de transporte de sacarosa hacia el tejido
embrionario y al de reserva. Sin embargo, su pobre abundancia al inicio de la germinacién

12
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podria deberse a que esta proteina no es necesaria en el eje embrionario para sostener el
metabolismo recién activado, metabolismo que puede establecerse a través de los
monosacdridos glucosa y fructosa y que entrarian a las células del eje a través del
transportador de hexosas y que éste tambien se ha encontrado en embriones en desarrollo
de Vicia faba, especificamente en las zonas con mayor actividad mitotica. (Weber et al. 1997)

Esta propuesta puede sustentarse en que tambien existe una actividad de invertasa en
las células que presentan o estan en aparente division celular o de activo crecimiento, mas
que en los tejidos de almacenamiento {Weber et al. 1997).

En este trabajo presentamos evidencia de la existencia del transportador sacarosa/H’
.de malz. Postulamos que su actividad es mas importante en estadios cercanos a la
protusion de la radicula y en el periodo posgerminativo mas que en el inicio de la
germinacion, en el que aparentemente el metabolismo podria llevarse a cabo a expensas del
transporte de monosacaridos.
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1.

7. CONCLUSIONES

Durante la germinacion de los ejes embrionarios de maiz se encontré que el transporte
de sacarosa es e! debido al simportador sacarosa/H”.

Se determint que el transporte de sacarosa a las 24 horas de germinacién de los ejes
embrionarios era principalmente debido at simportador sacarcsa/H’ , ya que:

A) Este transporte fue sinsible a la adicién de 10 uM de CCCP, activable por la adicion de
Valingmicina y altamente dependiente del pH.

B) La Vmax Obtenida para el simportador sacarosa/H" fue de 0.834 pmolsacmin'mg™, y la
Km para la sacarosa de 1.5 mM. Estos datos coinciden con los valores de Km y Vmax
reportados para el simportador en otras especies de plantas.

C) La actividad de transporte de sacarosa se inhibié en un 50% con 500 uM de PCMBS
y un 82.9% con 1mM de DEPC, los cualtes son inhibidores especificos de la actividad
del simportador sacarosa/H*.

La actividad de ATPasa en la germinacién es alto y se incrementa de manera lineal y
constante desde las 8 hasta las 72 horas, contrario al transporte de sacarosa dependiente
de pH, el cual presenta dos puntos de muy baja actividad, 8 y 30 horas de germinacion, lo
cual sugiere la posible participacién de otros transportadores para la toma de
carbohidratos por el eje embrionario en las fases iniciales de la germinacién, cuando el
transportador de sacarosa no es capaz de sustentar {a toma de carbohidratos hacia el eje.

La deteccion del simportador mediante anticuerpos especificos, aunado con los
resultados de su actividad, nos permite sugerir tres eventos que suceden a o largo de la
germinacion de los ejes embrionarios. Primero que el transportador que se presenta a las
8 horas posiblemente es el "remanente” del periodo de embriogénesis; el segundo evento
es el recambio del transportador “viejo”™ o “remanente” por el nuevo, proceso que toma
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lugar principalmente entre las 24 y 36 horas de germinacion y el tercer evento es el
mantenimiento de un nivel constante de actividad debida exclusivamente a la proteina
nueva durante el periodo tardio de la germinacion y posgerminativo,
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