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RESUMEN

En la semilla seca, la actividad glucolitica, la sintesis de ATP, ciclo de las
pentosas etc., funcionan a una velocidad minima y cuando inicia la germinacion,
las actividades se incrementan de forma notable. La hexocinasa es una enzima
importante en el metabolismo y se ha sugerido su participacion en la via de
sefalizacion por carbohidratos y que lleva a modificar la expresion de genes. En la
germinacion de la semilla del maiz se producen diferencias en la concentracion de
carbohidratos en diferentes tiempos y tejidos, gradientes que pueden influenciar la
expresion de ciertos genes del metabolismo del carbono y de sus transportadores.
Tenemos evidencias de que el transportador de sacarosa se reprime cuando el
tejido se embebe en glucosa y manosa, ambos sustratos de la hexocinasa, por lo
gue en este trabajo se examind si la expresién hexocinasa también es modulada
por la concentracién de carbohidratos en la que se embebe el tejido embrionario
del maiz. Se obtuvieron los perfiles de la actividad de la hexocinasa citosélica
usando glucosa y fructosa como sustratos durante la germinacion y se observo
que la actividad aumentd conforme avanza la germinacion, alcanzando su maxima
actividad en la fase Ill o fase post-germinativa. El efecto de la exposicidén de ejes y
embriones del maiz a la imbibicion con carbohidratos produce un incremento en la
actividad de las hexocinasas citosolicas del tejido, en los ejes la actividad de ésta
se incrementa hasta 5 veces mas cuando el tejido se embebidé en glucosa, a la
concentracion de 25mM. Mientras que en los embriones se encontré que solo las
hexosas aumentan la actividad desde 5 hasta 50mM, en todas las
concentraciones. Con la finalidad de identificar cual o cuales de las isoformas de
hexocinasa eran las responsables de los aumentos en la actividad se separaron
las formas de hexocinasas en geles de poliacrilamida no desnaturalizantes y se
detectd la actividad en el gel. Se encontré que el perfil de isoenzimas es diferente
en ejes como en embriones y también si el tejido se embebia a 5 6 50mM de los
carbohidratos. En los ejes embrionarios embebidos con 5mM de glucosa,
sacarosa o sorbitol se encontraron 5 bandas, siendo la banda de la HXK3 la mas
intensa cuando el tejido se embebié en glucosa. Al embeber los embriones en

5mM de los carbohidratos se encontraron 5-6 bandas, en donde la banda de la



HXK5 desaparecio y otras aparecieron en la parte superior del gel, pero la banda

gue presento la mayor actividad fue la que denominamos HXK4.

La separacion de las bandas de actividad cuando el tejido embrionario de maiz se
embebia en 50 mM de los carbohidratos era pobre, sin embargo al menos para los
embriones logramos detectar que algunas de las bandas de actividad eran
similares a las encontradas en los tejidos que se embebieron en 5 mM de los
carbohidratos, las bandas HXK2, HXK3 y HXK4, pero la banda més intensa era
una que se encontraba por arriba de la HXK2, una banda ancha y que en otros
geles aparecia como un doblete. Nuevamente esta banda era mas intensa en los

embriones que fueron embebidos en glucosa.

Encontramos que la imbibicién en glucosa aumenta la actividad de la hexocinasa
tanto en los ejes como en embriones, sin embargo las isoformas de la hexocinasa
gue se encienden o activan por la glucosa son diferentes dependiendo del tejido y
de la concentracién. En los ejes embebidos en glucosa 5mM se enciendio la
isoforma HXK3, en los embriones embebidos también en glucosa 5 mM se
incremento la isoforma HXK4 y cuando se embebieron los embriones en glucosa
50 mM aumento la actividad de la HXK2. El papel de las diferentes hexocinasas
durante la germinacion posiblemente sea diferente, sin embargo aun
desconocemos si alguna de ellas participa en la transduccion de sefales que
modifica la expresion temporal y espacial del transportador de sacarosa, pero es

indicativo de que alguna de ellas puede participar en su regulacion.



ANTECEDENTES

El maiz.
Reino Plantae
Division Spermatophyta

Subdivision Angiospermae

Orden cereal Monocotiledoneae

Familia Poaceae (Gramineae)
Género Zea
Especie Zea mays

La planta de maiz alcanza de 0.5m a 6m de alto. El maiz forma un tallo erguido y
macizo, una peculiaridad que diferencia a esta planta de casi todas las demés
gramineas, es que lo tienen hueco. Las hojas forman una larga vaina intimamente
arrollada al tallo y un limbo méas ancho, alargado y flexuoso. Del tallo nacen 2-3
inflorescencias muy densas o mazorcas envueltas en espatas. En cada mazorca
se ven filas de granos, cuyo numero puede variar de 8 a 30, y su color varia desde
claro amarillento hasta verde pardo. El tallo de la planta estd rematado en el
extremo por una gran panoja de pequefias flores masculinas, y al dispersarse el

polen, se vuelven secas y parduscas (Paliwal et al., 2001).

El maiz constituye, junto con el arroz y el trigo, uno de los principales alimentos
cultivados en el mundo, y uno de los que tiene la mayor variedad de usos. Su uso
no solo se centra en la alimentacion humana, sino que forma parte de la
alimentacion animal por si mismo o constituyendo un ingrediente muy importante
en la composicion de piensos para aves, cerdos y vacas. Los tallos de maiz, una

vez separada la mazorca, se pueden utilizar como forraje.

A partir de esta planta se obtienen bebidas no alcohdlicas mezclas como la harina
de maiz, azlcar y agua; la harina de maiz y cacao; harina de maiz, agua, leche y

azucar. Aunque también se obtienen bebidas alcohdlicas.



Del maiz, ademas de sus granos, se extrae harina para la confeccion de pan de
maiz, harinas para bizcochos, pasteles y otros productos de reposteria y los
subproductos de la harina se utilizan en la manufactura de otros productos como
pienso para animales etc. También se obtiene aceite de uso alimentario o para la

industria de fabricacion de pinturas o jabon.

Desde un punto de vista industrial, esta planta es interesante, ademas, para la
obtencion de endulzantes alimentarios de almidén y alcohol. A partir de las partes
no aprovechables, se obtiene furfural un componente que se utiliza en la industria
del caucho, resinas, plasticos, insecticidas o liquidos para embalsamar (Paliwal et
al., 2001)

Estructura de la semilla de maiz

Las semillas son la unidad de reproduccion sexual de las plantas y tienen la
funcion de multiplicar y perpetuar la especie a la que pertenecen. En las semillas
se encuentra una planta en miniatura encerrada y protegida dentro de una cubierta
seminal y provista de sustancias de reserva, ya sea en los cotiledones del embrion
o fuera del mismo, el endospermo (Figura 1). La semilla se dispersa en un estado
de bajo contenido de agua (5 al 15%) y con una actividad metabdlica detenida
(Bove et al., 2001).

En la semilla del maiz se distinguen tres partes principales, el revestimiento
exterior de la semilla, denominado pericarpio, el endospermo amilaceo y el
embridén, que dard origen a la nueva planta (Figura 1). El pericarpio antes y
después de la siembra, tiene como mision proteger el interior de eventuales
atagues de patdégenos (hongos y bacterias). El endospermo constituye la principal
y primaria reserva energética del embrion, de la cual la plantula obtiene
carbohidratos y sustancias proteicas, para hacer frente a sus necesidades durante
el periodo posterior a la salida de la radicula y previo a la aparicion de las hojas. El
embridon se encuentra embebido sobre la cara ancha de la semilla, en el embrion
se encuentra el eje embrionario, que precisamente es un eje central el cual

termina en la cara basal en la raiz y por el lado opuesto la punta del tallo. El
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escutelo es considerado por mucho un cotiledon modificado y se encuentra unido
en el primer nodo o denominado nodo escutelar. El escutelo forma parte del
embrion al igual que el eje embrionario y nunca funciona como hoja verdadera,
pero sirve para digerir y absorber el endospermo durante el crecimiento del
embrion y la plantula. El eje embrionario se puede definir como una planta de maiz
en miniatura, teniendo ya predeterminadas las principales partes de la planta
adulta, que en esta fase toman los nombres de plumula (parte foliar) y la radicula
(raiz primaria). En la plamula se encuentran de cinco a seis hojas en miniatura
protegidas por un tejido denominado coledptilo, mientras que la radicula se
encuentra protegida por un tejido denominado coleorriza (Leszek y Vincent,
2002).

P Aleurona

Endospermo

/,’ . «—Escutelo

Embricn

# L --‘—Eje

4 : embrionario

tranferencia

Figura 1. Estructura de la semilla de maiz mostrando sus tejidos principales (Leszek y
Vincent 2002).
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Germinacion.

Algunos fisiélogos mencionan que independiente de su estructura, informacion
genética y contenido macromolecular, las semillas secas estan capacitadas para
reasumir su actividad metabdlica. Para que la germinacion ocurra, las semillas
guiescentes necesitan solamente ser hidratadas bajo condiciones que favorezcan
el metabolismo, como una temperatura adecuada y la presencia de oxigeno (Bove
et al., 2001). La semilla una vez colocada en humedad y a temperatura minima de
13 a 14°C, absorbe agua a través del tegumento externo, se hincha y dos o tres
dias después, si las condiciones climéticas son favorables, sale la radicula. Unos
10 dias después de la fecha de siembra despunta en el terreno el coleéptilo, en
forma de una punta de consistencia rigida, segun la definicion agronomica este es
el final de la germinacion. La definicibn de germinacién que tomaremos en este
trabajo es la definicién botanica, siendo el proceso que comienza con la entrada

de agua a la semilla y culmina con la salida de la radicula (Bewley y Black 1994).

La germinacion se conoce que procede en tres fases, que delimitan diferentes
eventos celulares y que generalmente coinciden con la curva de toma de agua o

hidratacion de la semilla (Figura 2).

La toma rapida de agua, es conocida como fase | de la germinacién, se inicia con
la hidratacion de los constituyentes de la semilla, tales como proteinas, lipidos,
carbohidratos y organelos. La hidratacién, es un fendmeno fisico, que ocurre
debido a que el potencial matrico de las semillas es bajo, es un proceso que no

esta sujeto a un control fisiolégico.

Al inicio de la fase | las membranas y varios organelos no se encuentran intactos
y son bioquimicamente ineficientes. La reparacion de las estructuras celulares
toma unas pocas horas, mientras tanto, las semillas experimentan una salida
transitoria de sustancias de bajo peso molecular, iones, carbohidratos y

aminodacidos. Generalmente con el aumento en el contenido de humedad hay un
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incremento en la toma de O,. Las enzimas del ciclo de Krebs y las oxidasas
terminales que se encontraban en la semilla en desarrollo, se reactivan, aunque
también comienza la sintesis de nuevas enzimas mitocondriales y por tanto la

biogénesis mitocondrial.

La activacion primaria de la respiracion, la sintesis de RNAm y de proteinas, son
eventos caracteristicos de la fase | (Figura 2; Bewlley y Black 1994; Bove et al.,
2001), y los sustratos metabdlicos se encuentran disponibles en el embrion, tales

como sacarosa, rafinosa, péptidos, aminoacidos entre otros.

. e
Emerzencia I
de 1a radleula ‘1'-
Inicio de la elongacion en los organos axiales A
hetivacion de la ATPaza de HE t\_' . Mitosiz
an— en 1a membrana plasmotica \‘ e
Marzgamiento de la wacuola
ol : : T
- Acumil aciGn de osmolitos i f Mobilizacion de las
=] reserwvas almacenadas
2 om0
[
W i i i
n:uqh_': fetivacion de la sintesis de protelnas
H a Inicio de la degradacion de reserwas
E T - Final de la actiwacidn de la respiracidn
g =} ‘Comienza la slintesis de EHA
=04
U'\'\_F'

20— f=Inicio del metabolismo de amincocides

Activacion primaria de la respiracion

CFASE I FASE IT
hotivacidn del Preparacidn para la
metabolizmo elongacion celular

- = -

Cerminacidn Pozgerminacidn w
crecimiento

Figura 2. Curva de toma de agua por la semilla. Se muestran las fases caracteristicas del
proceso de la germinacion (traducido de Bove et al., 2001).

Cuando el nivel de hidratacién es superior al 60%, la velocidad de hidratacién

disminuye y nuevos mecanismos fisiolégicos ocurren para la preparacion de la
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célula para la expansion de la radicula, este periodo aparentemente estacionario,
es el mas activo y se le denomina fase Il de la germinacion. Se reparan las
estructuras moleculares (membranas, DNA, entre otros), se reanuda el ciclo
celular y se debilitan las estructuras que rodean a la radicula, evento que ayudara
a su salida (Bewley y Black, 1994, Soeda et al., 2005). Al final de esta fase, el
Unico cambio morfoldgico observable es el alargamiento de las células,
principalmente las de la radicula, dado esencialmente por el aumento de volumen

de las células.

Como se menciond, el metabolismo estad en completa actividad, por ejemplo,
después de 15 h de germinacion en agua la expresion de transcritos en Brasica
napus se incrementan, principalmente aquellos relacionados con la sintesis de
proteinas, el metabolismo, la organizacién de la célula, la biogénesis de organelos

y la transduccion de sefiales (Soeda et al., 2005).

La denominada fase Ill o de crecimiento postgerminativo, estd marcado por el
incremento en la toma de agua y en ella ocurren los mayores cambios
morfologicos de la semilla. La radicula se convierte en raiz primaria, mientras que
en el extremo apical del eje embrionario empieza el crecimiento del tallo o épicotilo
y la aparicion de las primeras hojas. El paso de la semilla de la fase Il a la fase de
crecimiento estd fuertemente regulada por sefales, tanto ambientales como
hormonales’, la salida de la radicula compromete a la semilla a continuar el

crecimiento, debido a que pierde la tolerancia a la desecacion.

De hecho, las sefiales que llevaran a que una semilla germine comienzan antes de
la aparicion de la radicula, por ejemplo, en algunas semillas los niveles de la

homona acido abscisico (ABA, del inglés “Abscisic acid”) disminuyen y los de la

! Usaremos el término hormona en la tesis, peronsabeue el término hormona es generalmente aplizado
sistemas animales, y se refiere a una moléculanma@due se encuentra de manera natural en pequefias
concentraciones, es producida en un sitio y tramago hacia el sito blanco, llevando a una respuest
biogquimica o morfogenética especifica. Se ha sdgezl uso del término reguladores del crecimiergo d
plantas o PGRs del inglés “plant growth regulatoys’ que en este término se engloba tanto a congsues
naturales como sintéticos. Muchas veces estosadtimas potentes que los primeros (Srivastava, 2001)
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hormona &cido giberélico (GA, del inglés “Giberellic acid”) aumentan. ABA es un
fuerte inhibidor de la germinacion, con efecto similar al que produce la baja
disponibilidad de agua o la germinacion en presencia de concentraciones altas de

solutos.

El GA realiza un efecto antagonico al del ABA, el efecto se ha establecido al usar
marcadores moleculares, como por ejemplo enzimas que son requeridas para la
movilizacion de las reservas en cereales, en donde el efecto es a través de una
variada regulacién, incluyendo control transcripcional y sintesis de inhibidores

especificos para algunas actividades enziméticas (Finkelstein y Lynch, 2000).

La sugerencia de que la germinacion es regulada por el balance de GA y ABA en
las semillas, proviene de experimentos en los que semillas de mutantes incapaces
de sintetizar GA, requieren la adicion exdégena de GA para completar la
germinacion. Mientras que las semillas mutantes en la sintesis de ABA, germinan
rapidamente en agua o requieren menores concentraciones de GA para mostrar
un fenotipo similar al de las semillas silvestres (Srivastava, 2001). Ambas
hormonas tienen un papel en la germinacion de la semilla, sin embargo, no sélo es
importante el indice relativo de ambas hormonas, sino también la sensibilidad del

tejido para éstas.

Movilizacion de las reservas

En los cereales como el maiz, el endospermo ocupa la mayor parte de la semilla 'y
consiste de dos partes, células parenquimatosas, en las cuales se han
almacenado almiddén y proteinas (ver Tabla 1) y las células de la aleurona. Las
primeras células murieron en el proceso de maduracién y las segundas se
encuentran alrededor del endospermo, formando 1 o varias capas y funcionan
durante la germinacion en la sintesis y secrecion de enzimas hidroliticas sobre el

endospermo (Srivastava, 2001).
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El almidén se encuentra formando granulos o corpusculos intracelulares. Dichos
granos muestran una apariencia caracteristica en cada especie, pudiendo tener
formas esféricas, elipticas, poligonales, etc. En la hidrolisis del almidon sus
componentes, la amilosa y la amilopectina, son hidrolizados por la a-amilasa y la
B-amilasa para dar glucosa. La degradacion del almidon se incrementa
progresivamente hacia el final de la germinacion, primero lentamente, y luego de
una forma mas rapida para la practica desaparicion del polisacarido. En
cotileddneas se secretan endo-3-mananasas, a-galactosidasa y 3-manosidasa, lo
que lleva a que todos los componentes del endospermo sean utilizados,
(Srivastava, 2001).

Tabla 1. Composicion quimica de las partes principales del grano de maiz. Tomado de
http://www.fao.org/documents/show_cdr.asp?url_file=/docrep/T0395S/T0395S00.htm, los

valores se muestran en porcentaje.

Componente quimico  Pericarpio Endospermo Embrién

Proteinas 3.7 8.0 18.4
Extracto etéreo 1.0 0.8 33.2
Fibra cruda 86.7 2.7 8.8
Cenizas 0.8 0.3 10.5
Almidén 7.3 87.6 8.3
Carbohidratos solubles (0.34 0.62 10.8

Durante la germinaciéon el embrion y principalmente el escutelo, se sintetizan y
secretan diferentes giberelinas, las que difunden hacia la capa de aleurona. El GA
induce la sintesis de varias enzimas hidroliticas, mismas que son secretadas al
endospermo y/o al escutelo, se degradan las reservas y los productos -glucosa y
aminoacidos- son transportados hacia el embrién para su crecimiento. En arroz se
ha encontrado que después de 1 a 2 dias después de comenzar la imbibicion
aparecen enzimas hidroliticas en el escutelo, y posteriormente, dias 3 y 4,

aparecen en la capa de aleurona (Srivastava, 2001).
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Otra de las reservas importantes de carbono en el maiz son los lipidos y
constituyen en la semilla el 37% de su peso seco y en el embridn el 70% (Ingle et
al., 1964; Martinez-Marcelo, 2007).

En la movilizacion y metabolismo de las reservas lipidicas estan implicados tres
tipos de organulos: las vesiculas que contienen aceites almacenados (cuerpos
lipidicos), los glioxisomas o peroxisomas y las mitocondrias. La degradacion y
metabolismo de los lipidos se produce en varias fases (Eastmond y Graham,
2001):

1. Lipdlisis de los triglicéridos para producir acidos grasos y glicerol. Se
produce en los cuerpos lipidicos por accion de las lipasas que rompen los
enlaces éster.

2. Oxidacion de los acidos grasos a acetil-CoA ([-oxidacion) y posterior
formacion de succinato en los glioxisomas o en los peroxisomas.
Conversion de succinato a oxalacetato en las mitocondrias.

Formacién de sacarosa a partir de oxalacetato en el citoplasma.

La acetil-CoA se utilizara tanto en la sintesis de sacarosa en el citoplasma, como
en la produccién de ATP y poder reductor en la mitocondria. De hecho, se ha
documentado que el proceso de hidratacion reanuda la degradacion de lipidos aun
cuando las enzimas malato sintasa e isocitrato liasa no se encuentren presentes,
por lo que la acetil-CoA debe estarse usando como sustrato respiratorio
(Eastmond y Graham, 2001).

Por otra parte, la movilizacién de las proteinas de reserva esta catalizada por
diferentes tipos de enzimas proteoliticas, agrupadas bajo el nombre de proteasas.
A medida que progresa la germinacion, las fracciones proteinicas de reserva se
transforman principalmente en pequefios péptidos y aminoécidos. Los
aminoacidos liberados pueden ser utilizados en la sintesis de nuevas proteinas en

la plantula en desarrollo o proporcionardn energia mediante la oxidacion de su
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esqueleto carbonado. En los cereales, las proteinas se almacenan en los
granulos, y se acumulan en la capa de aleurona. En maiz se ha observado, que
las proteinas de reservas se movilizan rapidamente a partir de las 24h de la
germinacion y esto lleva a un incremento de 1 a 4 veces en el contenido de
aminoacidos totales en el eje embrionario (Ingle et al., 1964). En cebada se
conoce que durante las primeras horas de la germinacion, el escutelo sintetiza una
variedad de transportadores especificos de aminoacidos y péptidos que se
encargaran de nutrir al embridon hasta su establecimiento como plantula
(Salmenkallio y Sopanen, 1989).

La expresiéon de genes rapidamente cambia durante la transicion de semilla seca
hacia el modo germinativo. Y aunque la transicion en general ha sido
documentada, la mayoria de la informacién proviene de los genes que se
encienden para la movilizacion de las reservas en el evento posterior a la
germinacion. Asimismo, se conoce que el balance hormonal entre ABA y AGA3
participa regulando el avance de la germinacion, sin embargo se desconoce que
otras moléculas pueden actuar. Actualmente se considera que los propios
carbohidratos no sélo cumplen la funcién de dar carbono y energia, sino que son
moléculas que regulan la actividad metabdlica a través de inducir o reprimir genes
especificamente (Rolland y Sheen, 2005). En la germinaciéon se conoce que la
poza de glucosa y sacarosa se encuentra cambiando continuamente. Estudios con
una variedad de carbohidratos y sus analogos e intermediarios metabdlicos,
apuntan a que la hexocinasa, la primera enzima de la glucdlisis, puede ser un
sensor de los carbohidratos y que al percibirlos establece contacto con otras
proteinas para cambiar la expresion de genes. En este trabajo se investigo si la
actividad de la enzima cambia cuando el tejido embrionario del maiz es embebido
en diferentes carbohidratos.

Hexocinasas

La hexocinasa (HK) es una enzima ubicua encontrada en levaduras, plantas y

tejidos de mamiferos. Esta enzima cataliza el primer paso de la glucdlisis, la
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fosforilacion de la glucosa. Las enzimas que son capaces de fosforilar diferentes
hexosas se clasifican de acuerdo a su afinidad por el carbohidrato. Las
hexocinasas (EC 2.7.1.1. ATP: D-hexosa 6 fosfotransferasa) en general pueden
fosforilar glucosa y fructosa, pero su afinidad por glucosa es usualmente dos
ordenes de magnitud mas altos que por fructosa (Menu et al. 2001; Dai et al. 2002;
Kandel-KWr et al. 2006). Las fructocinasas (EC 2.7.1.4. ATP:D-fructosa 6-
fosfotransferasa; FRK) tienen mayor afinidad por fructosa, y por tanto solo
fosforilan fructosa (Renz y Stitt 1993; Kanayama et al. 1998; German et al. 2004).

La reaccion de las hexocinasas o fructocinasas juega un papel importante en
remover las hexosas libres del citosol, canalizando los carbonos hacia la glicdlisis
o la biosintesis de NADPH, almidon o sacarosa y de componentes de la pared
celular. Ademas, las hexocinasas han sido reconocidas como parte de la via de
transduccién de sefiales para carbohidratos, participa entonces en la modulacién
de la expresion de proteinas que son reguladas por carbohidratos (Rolland et al.
2001; Seixas et al. 2001).

Caracteristicas bioquimicas y estructurales de las hexocinasas

La HK de mamiferos es un homodimero compuesto de mondémeros de 920
aminodacidos cada uno. La estructura cristalografica en diferentes especies de
mamiferos se ha obtenido y en ella claramente se observa que cada uno de los
monodmeros tiene dos dominios (Figura 3A), unidos a través de una larga a hélice
gue en rata es de 43 aa (aminoacidos 450 a 493 en la HK1 de rata; Mulichak et al.,
1998). Cada dominio a su vez esta formado de varias alfa hélices y hojas beta.
Las alfa hélices se encuentran dispuestas en una estructura hélice-vuelta-hélice,
mientras que las 5 hojas beta forman una estructura abierta y que combinan las
hélice-vuelta-hélice, dejando una hendidura en el centro. En la Figura 3A, se indica
con Ovalos los dos I6ébulos que se forman por el plegamiento antes descrito de la
proteina, un l6bulo mayor y otro menor.

19



La HK cataliza la transferencia irreversible del grupo y fosforilo del ATP a la D-
glucosa y también puede usar como sustratos también a la D-manosa y a la D-
fructosa. El sustrato real de la enzima es el complejo ATP-Mg, de hecho el ATP
s6lo es un fuerte inhibidor de la enzima. La HK es capaz de unir los dos ligandos,
la glucosa y la glucosa 6-fosfato (G6P). La glucosa se une al sitio activo para
formar G6P, por su parte la G6P es capaz de unirse a otro sitio, el dominio que se
encuentra cerca de la region N-terminal de la proteina y que se le ha denominado

regulatorio, aunque no todas las enzimas lo presentan (Figura 3A).

Figura 3. Modelo de la estructura de la hexocinasa de rata. A. Modelo de listones de un
monoémero de la HK1 de rata, en donde se observa en azul la hélice que conecta ambos
dominios de la enzima, en rojo la molécula de glucosa-6P y en amarillo a la glucosa. Se
puede notar que el carbohidrato se encuentra en la hendidura que forman los dos l6bulos
de la enzima (encerrados en rojo), la hendidura se indica con la flecha. En B, se muestra
un modelo de un dimero de HK en donde en azul se encuentra uno de los monémeros, y
en verde el segundo. La flecha indica la Interfase de las dos hélices hidrofilicas que se
mostraron en azul en el modelo en A. Tomado de Mulichak et al., 1998.
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La comparacion de las estructuras cristalograficas de la hexocinasa en presencia y
ausencia de glucosa indica que la glucosa induce un gran cambio conformacional
en la enzima. Los dos lobulos que forman la hendidura del sitio activo se
balancean por mas de 8A y entonces la glucosa se introduce en la parte media de
la estructura, es decir se encuentra encerrada en la enzima (ajuste
conformacional). Este movimiento aproxima al ATP -que previamente se habia
unido a uno de los I6bulos- con el OH de la posicién del carbono 6 de la glucosa, y
propicia la exclusion de agua del sitio activo (se denomina catalisis por efecto de
proximidad). Lo anterior se confirmd cuando en lugar de glucosa se uso xilosa,
este ultimo carbohidrato carece del OH en la posicion 6 y al colocarlo en un medio
de reaccion que contiene hexocinasa y ATP, la enzima transfiere el fosfato del
ATP al agua, ya que el agua ocupa el lugar que la xilosa no puede llenar (Voet y
Voet, 1995).

Las hexocinasas se presentan en diferentes isoformas, con capacidad catalitica y
propiedades regulatorias distintas, asi como de localizacién subcelular y expresion
tejido especifico tanto en mamiferos como en plantas. La expresion diferencial de
las isoformas de hexocinasas es la que se sugiere puede estar llevando a la
regulacion de la homeostasis de glucosa en estos organismos (Wilson, 2003). En
tejidos de mamiferos hay cuatro isoenzimas nombradas como |, I, lll y IV. Las
isoenzimas | a lll tienen una alta afinidad por glucosa con Kms en el intervalo de
0.003 a 0.3mM, las tres son monémeros de 100 KDa, la proteina presenta un sito
catalitico y uno regulador, en el que G6P se une, la Ki determinada es de 0.02 mM
para las isoenzimas | y Il, mientras que de 0.1mM para la tipo Ill. La isoenzima tipo
IV llamada también glucocinasa es un monomero de 52 KDa que presenta una
baja afinidad por la glucosa (Km = 12 mM) y no es regulada por la glucosa 6-
fosfato, pero concentraciones altas de ADP inhiben a la enzima de manera no
competitiva (Wilson, 2003).

En contraste a las enzimas de mamiferos, la HK de levadura es un dimero de dos

cadenas de polipéptidos que tienen la misma masa molecular de 50 KDa y no es
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inhibida por glucosa 6-fosfato o ADP (Wilson, 2003). Por otra parte, en germen de
trigo se han identificado 4 isoenzimas de HK, dos con una masa molecular de 52
KDa y dos con 100 KDa (Galina et al., 1995). Sin embargo, el peso molecular de la
enzima en plantas varia grandemente dependiendo de las especies de plantas y
aun, dentro de la misma; p.ej. en maiz el peso molecular varia de 39 a 59 KDa,
mientras que en papa se han reportado valores de 66, 102, 105 y 118 KDa, la
variabilidad en los reportes puede corresponder a protéolisis parcial de la proteina
(cuando el peso molecular es menor a 54 kDa), a corrimiento anomalo en el gel o
bien a la formacién de dimeros de proteina, ya que el peso molecular de muchas
de estas formas de acuerdo a los datos de la secuencia del gen, apuntan a un
peso molecular de alrededor de 54 kDa (Tiessen et al., 2003). Del analisis de la
composicion de aminoacidos y masa molecular, se ha propuesto que la forma con
alta afinidad para la glucosa en tejidos de mamiferos, pudo haber surgido de una
forma ancestral semejante a la hexocinasa de levadura y de germen de trigo, es

decir surgi6 de un proceso de duplicacién de genes y su fusion (Wilson, 2003).

En plantas como se menciond anteriormente también se han encontrado
numerosas formas de la enzima, pero en contraste con las de mamiferos no se
han obtenido los genes para todas ellas, pero se pueden distinguir en base a su

localizacion subcelular, sus propiedades cromatograficas o cinéticas y su pl.

Las HK prefieren usar glucosa como sustrato, la Km se encuentra en el intervalo
de 0.02 a 0.13 mM, mientras que la Km para fructosa es al menos 2 ordenes de
magnitud mayor, Km 1.5 a 30 mM (Claeyssen y Rivoal, 2007). Considerando que
los valores de glucosa en las células de las hojas se encuentran en el intervalo
entre 100 a 400 uM, mientras que las concentraciones de fructosa generalmente
se encuentran 3 Ordenes de magnitud por abajo o en niveles exiguos, la
hexocinasa estaria funcionando casi exclusivamente con la glucosa en las hojas.

La enzima presenta una Km de 0.5 a 0.59 mM para ATP, sin embargo también
podria usar GTP, CTP y UTP. Algunas isoformas presentan inhibicién al ADP (Ki

de 0.3 a 1ImM; Claeyssen y Rivoal, 2007), por ejemplo en maiz la isoforma unida a
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la mitocondria se inhibe por ADP, mientras que la citosolica no es sensible a la
adicion del ADP (Tabla 2; Galina et al., 1995). Glucosamina inhibe a ambas
enzimas citosolicas o no citosolicas, pero a diferente concentracion, la Ki es de
0.8mM para inhibir a la mitocondrial y 10 veces mayor para la citosoélica. Es
probable que la hexocinasa mitocondrial sea mas sensible a los cambios en las

concentraciones de glucosa y nucleétidos debido a su localizacion.

Adicionalmente, en contraste con las isoformas de mamiferos la HK de plantas
presenta una pobre sensibilidad al G6P (Tabla 2). En células de plantas en
desarrollo la G6P es necesaria para la sintesis de los polisacaridos de la pared
celular (Higgins y Esterby, 1976). En este caso la respiracion mitocondrial y la HXK
unida a la membrana se sugiere favorecen la acumulacion de la G6P para

sintetizar polimeros de carbohidratos.

Varios analogos de carbohidratos han sido utilizados como sustratos de la enzima,
como la 2-deoxi D-glucosa, la D-glucosamina y la manosa, sin embargo cuando se
incuba por unos minutos, ya sean células tumorales o pedazos de escutelo de
maiz, en ellos se producen decrementos en algunos metabolitos, como el ATP,
fosfato, G6P y fosfoenolpiruvato (Hernandez y De la Fuente, 1989; Garrard y
Humpreys, 1969). La 2-deoxiglucosa-6P en general disminuye el crecimiento de
las plantas, y se presume que ocurre a que el carbohidrato es convertido a UDP2-
deoxiglucosa y esto modifica la sintesis de polisacaridos. Ademas, los analogos
fosforilados son capaces de inhibir a la fosfoglucosa isomerasa, la glucosa 6
fosfato deshidrogenasa, la mio-inositol sintasa y la fosfoglucosa mutasa
(Hernandez y De la Fuente, 1989; Graham et al., 1994).

La glucosamina inhibe a la enzima de plantas de manera moderada y la trehalosa

no produce cambios en la actividad de la enzima, opuesto a lo que ocurre en

levadura que si es altamente sensible a la presencia de la trehalosa (Tabla 2).
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Tabla 2. Efecto de diferentes moléculas sobre la actividad de la hexocinasa de plantas.

Tomado de Claeyssen y Rivoal, 2007.

Molécula efectora  Especies, tejidos, isoformas de HK

Ki o % inhibicion con D-
Glucosa como sustrato

ADP:

T. aestivum, HK de germen de trigo
P. sativum, semilla, HK I y Il
Z. mays, semilla, HK1 y HK2
Z. mays, raiz, HK no-citosolica

HK citosélica
S. lycopersicum, LeHxk1 a LeHxk4 recombinante
S. tuberosum, tubérculo, HK1

HK2

S. chacoense, ScHK 2 recombinante

G6P

P. sativum, semilla, HK |
Z. mays, semilla, HK1 y HK2
Z. mays, raiz, HK no-citosolica
HK citosdlica

S. lycopersicum, LeHxk2 recombinante
S. tuberosum, tubérculo, HK1

HK2
S. chacoense, ScHK2 recombinante

Glucosalina o N-acetilglucosamina

Z. mays, raiz, HK no-citosolica
HK citosdlico
S. lycopersicum, LeHxk2 recombinante
LeHxk3 y LeHxk4
S. chacoense, ScHK2 recombinante
S. oleracea, hoja, SOHxK1

Manoheptulosaz

Z. mays, raiz, HK no-citosoélica
HK citosdlica
S. lycopersicum, LeHxk2 recombinante

D-Trehalosa-6-fosfato

S. lycopersicum, LeHxk1 a LeHxk4 recombinante
S. chacoense, ScHK2 recombinante
S. oleracea, hoja, SoHxK1

Ki=1mM
50% a ~.1mM
45% a1 mM
Ki=0.03 mM
Sin efecto
~.50% a5 mM
Ki = 0.04 mM
Ki=0.11 mM
60% a 0.1 mM

Sin efecto

Inhibicion débil

Sin efecto

Sin efecto

20% a5 mM (pH 7)
Ki=4dmMapH7

Sin efecto

Sin efecto (pH 7, pH 8)

Ki=0.8 mM
Ki=80 mM
20% a 50 mM
20% a 15 mM
50% a5 mM
Ki=50 mM

Ki=0.5mM
Ki=20 mM
20% a 50 mM

Sin efecto
Sin efecto
Sin efecto

a Glucosamina, N-acetilglucosamina y manoheptulosa se han usado para demostrar la implicacion de la HK de
Arabidopsis HK en la via de percepcion de carbohidratos. Nota: no-citosolica HK es la que se encuentra asociada con la

mitocondrial, el aparato de Golgi o a la fraccion microsomal.
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Caracteristicas bioquimicas de las fructocinasas

Las FRK en plantas catalizan la fosforilacion de la fructosa en la posicion 6,
mientras que en mamiferos lo hace en la posicion 1. El pH 6ptimo para la enzima
es de 8.0, y la Km para fructosa se encuentra en el intervalo de 41 a 220uM. En
semillas de maiz se han encontrado 2 fructocinasas FRK1 y FRK2 y presentan
una Km para fructosa de 148 y 121 uM respectivamente (Doehlert, 1990). Las
fructocinasas prefieren usar ATP mas que otros nucleétidos y Mg?* es necesario
para la actividad y se ha encontrado que la presencia de K" estimula la actividad

de la enzima (Pego-Smeekens, 2000).

Se ha encontrado que en papa, tomate, chicharo y maiz, la enzima puede
inhibirse por fructosa a pH 8.0, con un Ki de 1-6 mM. Aunque hay reportes
contradictorios, en el sentido de que para un mismo tejido se reportan dos
diferentes Ki aun al mismo pH. En el fruto de jitomate la Ki para fructosa es de
2mM, considerando que la concentracion de fructosa en ese tejido es de
aproximadamente 40mM, la enzima estaria esencialmente inhibida (Pego y
Smeekens, 2000).

Del analisis de las secuencias entre las hexocinasas, glucocinasas y fructocinasas
de varios organismos como mamiferos, bacterias y plantas, se encontré que las
hexocinasas y glucocinasas pertenecen a la misma familia de enzimas, pero las
fructocinasas se encuentran aparte, o que sugiere que hubo una evolucién
convergente en funcién entre las hexocinasas y las fructocinasas, ya que no

presentan un plegamiento similar (Dai et al., 2002).

El peso molecular de las fructocinasas de plantas ha sido determinado en varios
estudios, en tomate en desarrollo, tubérculos de papa y la cubierta de la raiz de
betabel se encuentra en el intervalo de 35 a 37 kDa, valor que concuerda con el
gue se predice de la secuencia de aminoacidos para estas especies. Mientras
que, por la técnica de filtracion en gel se determino que en tomate, papa, cebada,

soya, aguacate y betabel el peso molecular de la enzima es de 70-105 kDa, lo que
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sugiere que la enzima in vivo es un dimero. También, se han encontrado valores
intermedios entre 44 a 59 kDa y que podrian ser causa de una mezcla de los

monomeros y dimeros en la preparacion (Pego y Smeekens, 2000).

Distribucion subcelular de las hexocinasa y fructoc inasas.

La hexocinasa se encuentra ampliamente distribuida en las células, asi se
encuentran en citoplasma y en diferentes organelos (Figura 4). Aun cuando las
implicaciones de su diferente localizacién subcelular no han sido estudiadas, se ha
sugerido que esto podria ser una mecanismo por el cual la célula comunica su
estado energético celular y entonces podria mediar el flujo metabdlico en ese
compartimento particular, pero también podria controlar la respuesta de induccion
0 represion de ciertos genes que estan involucrados en el metabolismo de

carbono (Figura 4).

Claeyssen y Rivoal (2007), proponen una clasificacion de las hexocinasas, con
base en el andlisis y alineamiento de las secuencias de aminoacidos que se
predicen de los genes que fueron clonados en Arabidopsis thaliana, Lycopersicon
esculentum, Nicotiana benthamiana, Nicotiana tabacum, Nicotiana sylvestris,
Physcomitrella patens, Solanum chacoense, Spinacia olearacea y Solanum
tuberosum. Dos tipos de HxK se proponen, las tipo A son aquellas que presentan
dentro de su secuencia una sefial de transito al cloroplasto; mientras que las tipo B

son las que presentan un dominio que se predice es de anclaje a membranas.

Es interesante que aquellas del tipo B se han encontrado tanto en la membrana
plasmatica (ScHK2; Claeyssen et al., 2006), en las mitocondrias (LeHK2, LeHk3;
Damari-Weissler et al., 2006; AtHXK1 y AtHXK2; Rolland y Sheen et al., 2006), en
dos diferentes compartimentos como cloroplasto y mitocondria e incluso en el
Golgi (SoHxK1; Wiese et al., 1999). Para esta Ultima se ha propuesto que podria
contener una doble secuencia de localizacion en organelos una que se predice del
andlisis de la secuencia y otra que por encontrarse en la parte madura de la

secuencia no se ha detectado. Algunas de las HxK incluso se han encontrado en
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el nucleo y se cree que lo que ha ocurrido es que la HxK se puede unir
fuertemente a la actina y asi es capaz de movilizar a la enzima a los diferentes

compartimentos, incluso al nicleo (Rolland et al, 2006).

Algo notorio de la clasificacion de Claeyssen y Rivoal 2007, es que todas las
hexocinasas en estas especies de plantas, contienen una sefial de localizacion en
la membranas, aun cuando en diferentes estudios la actividad de la enzima se
puede localizar en el citoplasma. La presencia en el citoplasma se ha explicado
por una contaminacion con organelos, de su liberacion por protedlisis de su region
amino terminal durante la extraccion, de su movilizacion entre membranas por el

citoesqueleto entre otros (Claeyssen y Rivoal, 2007).
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Figura 4. Localizacién subcelular de la hexocinasa. Tomado de Frommer et al., 2003.

Se ha detectado actividad de la HXK de raices de maiz, distribuida entre dos
fracciones subcelulares: la citosdlica y la membranal. Una porcion substancial
(aproximadamente 30%) de la actividad no citosolica se encontré en el aparato de
Golgi y otras fracciones no citosdlicas como las mitocondrias (Galina y da-Silva,

2000). En raices de maiz la hexocinasa no citosolica esta acoplada a la formacién
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de UDP-glucosa (Galina y da-Silva, 2000). De manera similar a lo que en tejidos
de mamiferos se ha demostrado, que la glucocinasa de Golgi facilita la biosintesis
de UDP-glucosa (Berthillier y Got, 1974; lijima y Awazi, 1972). Se ha sugerido que
la hexocinasa no citosolica esté involucrada en las reacciones de glicosilacion en
el aparato de Golgi, en el que el ADP jugaria un papel critico modulando la
actividad en Golgi. La fraccion no citosolica también presentdé HxK asociada a la
mitocondria, y la deteccion de la hexocinasa en Golgi y mitocondria podria indicar
una interaccion entre ambos organelos (Morre, 1964). El papel fisiologico de la
hexocinasa unida a mitocondria en tejidos de plantas y animales es todavia
controversial. En mamiferos se ha encontrado que la HxK interacciona con una
proteina mitocondrial, llamada canal de aniones dependiente de voltaje (VDAC del
inglés “voltaje- dependent anion channel). En rata, la hexocinasa se disocia de la
VDAC de manera reversible dependiendo de las concentraciones de G6P. Los
primeros 10 aminoacidos de la enzima son los que se asocian a la porina, y su
remocion con una digestion suave con quimiotripsina ya no permite a la enzima

asociarse a la porina (Kurokawa et al, 1983).

En jitomate se han encontrado 4 genes que codifican para las HXK y 4 para las
FRK, de las cuatro HXK, LeHxk1, 2 y 3 se predice que se asocian a la mitocondria
y LeHxk4 en el plastidio (Claeyssen y Rivoal, 2007); mientras que tres de las
fructocinasas, LeFrkl, 2 y 4 son de localizacion citosolica y la LeFRK3 es de
localizacion plastidial, analizado tanto como por la presencia de una pre-secuencia
de localizacién del plastidio, como por ensayo de localizacion de las enzimas

unidas a la proteina verde fluorescente (GFP; Damari-Weissler et al., 2006).

La importancia de la movilizacion de las enzimas fosforilantes probablemente
radica en la regulacion que estas enzimas pueden realizar en el metabolismo de
glucosa, por ejemplo la coordinacion de la fotosintesis y la actividad de
almacenamiento, fijacién de CO,, tasa de produccion de fosfoglicerato, sintesis de

sacarosa y almidon, todo ello en el cloroplasto.
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La hexocinasa en la via de traduccion de sefiales de  carbohidratos

En plantas, se ha demostrado que las hexosas intracelulares, no so6lo pueden
entrar al metabolismo glucolitico sino que su fosforilacion mediada por
hexocinasas esta ligada a un amplio espectro de represion genética, un fenémeno

ahora reconocido como percepcion de azucares (Rolland et al., 2006).

Usando un sistema de células sencillo y promotores reprimibles por azucares de
genes involucrados en la fotosintesis, se han propuesto tres rutas que pueden
percibir a los carbohidratos (Jang y Sheen, 1994). Una de estas rutas involucra a
las hexocinasas, asi la fosforilacion de las hexosas es un paso critico para la
sefalizacion, porque sélo las hexosas y los analogos de glucosa que pueden ser

fosforilados por la hexocinasa son efectivos (Jang et al., 1997).

En levadura el mecanismo esta bastante bien conocido, en él la HXK actia como
una molécula sensora que puede inicial la sefial hacia una cascada de
componentes rio abajo. En plantas estd muy poco entendido y en un admirable
intento de encontrar la funcién sensora de manera separada de la funcion
catalitica de la enzima, Moore y colaboradores (2003) usaron unas mutantes de
Arabidopsis thaliana denominadas gin2, las cuales carecen de la HXK y presentan
un fenotipo caracteristico, disminucion en la expansién celular y reduccion a la
sensibilidad a glucosa o a luz. Al introducirle a la planta mutante una hexocinasa
incapaz de llevar a cabo la fosforilacion de hexosas, la planta recupera su
habilidad para crecer a una tasa comparable a una planta silvestre. Con lo
anterior, se plantea que el movimiento conformacional de la enzima podria ayudar
a acoplar alguna proteina que le permita continuar con la cascada de sefiales
iniciada por glucosa y asi cambiar la expresion de genes y el crecimiento de la
planta. Ademas la presencia de la enzima en diferentes organelos, sugiere que la
enzima tiene la capacidad de unirse a diferentes proteinas y asi regular las
respuestas celulares asociado a los cambios en la disponibilidad de glucosa en las

diferentes fases del desarrollo de la planta.
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Justificacion

Durante la germinacion se producen diferencias en la concentracion de
carbohidratos en diferentes tejidos y a lo largo del tiempo, los carbohidratos son
utilizados como fuente de energia y las enzimas del metabolismo, la hexocinasa
podria estar jugando un papel muy importante en modular la expresion de los
genes que responden a carbohidratos en este estadio del desarrollo. En el maiz se
ha detectado que al menos el 30% de la actividad de HXK se encuentra en la
fraccion no unida a la membrana y que presenta caracteristicas de no ser regulada
por ADP o G6P, por lo que su papel se ha simplemente circunscrito al catalitico y
no al regulador, capacidad que si se le ha dado a la HXK mitocondrial.

En este trabajo exploramos la posibilidadde que la HXK citosélica sea una enzima
regulada, analizando el efecto que la imbibicién del tejido embrionario de maiz en
diferentes tipos y concentraciones de carbohidratos, produce en la expresion de la

actividad de la enzima durante la germinacion.
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Objetivo general
Determinar si la actividad de las hexocinasas de tejido embrionario de maiz se

modula por carbohidratos e identificar cual o cuales son las formas de enzima

gue cambian su actividad.

Objetivos particulares

1. Obtencién del perfil de la actividad de la hexocinasa a lo largo de la
germinacion.

2. Determinacion del efecto de la imbibicion del tejido embrionario de maiz
en diferentes carbohidratos en la actividad de la hexocinasa citosolica.

3. Determinar el tipo de enzima fosforilante que cambia al embeber el
tejido embrionario en diferentes carbohidratos.

31



Materiales y métodos

Material bioldgico. Se extrajo por diseccion manual ejes y embriones de semillas
de maiz Chalquefio (Zea mays). El tejido se germind en Agar al 1% sélo o en
presencia de diferentes tipos y concentraciones de carbohidratos como glucosa,
sacarosa, fructosa, sorbitol a concentraciones de 5, 10, 15 y 50 mM. Cuando se
embebieron los ejes y embriones de maiz en diferentes carbohidratos la
incubaciéon fue a 29°C por 24 horas. Para obtener la actividad de hexocinasa
durante la germinacion del tejido estos se embebieron los tejidos embrionarios del
maiz desde 8 hasta 60 h 29°C. Pasado el tiempo de incubacion el tejido se

congel6 a —80°C hasta su uso.

Obtencion del extracto enzimatico. El tejido se molio con N liquido con mortero
y pistilo hasta que se obtuvo un polvo fino. A partir de aqui todo el procedimiento
se llevo a cabo a 4°C. A 0.4 g del polvo se le adicioné el amortiguador Hepes/KOH
50mM pH 7.5, Sacarosa 0.3M, EDTA 1mM, PMSF 1mM, DTT 2mM.
Posteriormente se centrifugd a 3,000 rpm durante 5 minutos en el rotor S/N
9450691 (DUPONT). El sobrenadante se recuperé y se centrifugo a 12,000 rpm
por 5 min en el rotor CAT 837, por ultimo se centrifugd a 45,000 rpm 1h en el rotor
TLA 100.4 (Beckman). En el sobrenadante se determiné la actividad de la HK

soluble.

Determinacion de proteinas . Se siguid el protocolo reportado por Ghosh et al.

1988, utilizando albumina de suero bovino como estandar.

Protocolo de medicién de la actividad de la Hexocin asa. El procedimiento que
se siguid es el reportado por Dai et al., 1999 y adaptado por Hernandez-Lopez,
2007. El ensayo de fosforilacion de las hexosas es un ensayo acoplado donde se

registra la formacion de NADPH segun la siguiente reaccion:

Glucosa > G-6-Fosfato > fosfogluconato
T~ = d

ATP ADP NADP* NADPH
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Tabla 3. Soluciones que contiene el medio de reaccion para determinar la actividad de
hexocinasa. Tomado de Hernandez-L6pez, 2007

Reactivo Solucion Volumen | Concentracion
madre agregado final
(ul)

Hepes (N-2hidroxipiperazina)/KOH pH 7.0 500 mM 15.0 30 mM
MgCl, 2.46 M 0.203 2.0 mM
EDTA 476 mM 0.32 0.6 mM
KCI 200 mM 11.25 9.0 mM
ATP 300 mM 0.83 1.0 mM
G6P deshidrogenasa 700U/ml 2.85 2.0 U/mL
PEP 33.3mM 15.0 2.0 mM
Glucosa o Fructosa* 50 mM 15.0* 3.0 mM
NADP* 10 mM 25.0 1.0 mM
Fofoenolpiruvato cinasa 11.7 U/mL 0.85 10.0 U/mL
Fosfoglucosa isomerasa* 2.5 Ulul 0.17* 3.5 U/mL
Volumen sin NADP* 86.47

*Solo cuando se determind la actividad de la enzima como fructocinasa, entonces se afadi6
fructosa y fosfoglucosa isomerasa y se omitio la adicion de glucosa.

Para realizar la determinacion se mezclaron las soluciones que se indican en la
Tabla 3, a la mezcla la llamamos mezcla de reaccion. Generalmente se
preparaban 90 veces el volumen indicado en la tabla, para realizar las
determinaciones de cada muestra al menos por triplicado. EI orden en que se
afladieron los reactivos en la microplaca para medir la actividad de hexocinasa fue
el siguiente:
Agua  Mezcla de reaccion  Proteina  10mM NADP*
. (86.47uQ) (40uq) 25uh)
—

Para un volumen final de 250yl

Una vez adicionado el NADP" se registré la absorbancia a 340 nm, cada minuto
durante 10 min en un lector de ELISA Marca Labsystems Multiscan MCC/ 340. La
reaccion se condujo a 37C. Se realiz6 una curva de absorbencia contra tiempo y
de ella se obtuvo la pendiente (absorbencia/min) que se usé en la siguiente
formula:

Actividad = m x Volumen usado del extracto (uL) X1000

6.22 x 10° (Concentracién de proteina en pg)
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Donde m es la pendiente en unidades absorbencia min™; el coeficiente de
absorcién molar del NADPH 6.22 X10° mmol™cm™ L™; usualmente se utilizaron 40
ug de proteina.

Determinacion de la actividad de hexocinasas en gel es de poliacrilamida
nativos. Con la finalidad de encontrar cuél es la isoenzima que se induce por
glucosa, se separaron las proteinas de los extractos citosdlicos de tejido
embrionario de maiz en geles de poliacrilamida no desnaturalizantes. Los

componentes del gel se muestran en la Tabla 4.

Tabla 4. Soluciones y cantidades utilizadas para hacer un gel de poliacrilamida no
desnaturalizante.

Soluciones madre

Gel concentrador

Gel separador

Acrilamida/Bisacrilamida 30:0.8 1.65 ml 0.265 ml
Trizma base (pH 8.8) tris-HCI 1.25 ml 0.5 ml
Glicerol 1.0 ml 0.2 ml
H.O 1.1ml 1.035 mi
Temed 5 pl 2 ul
Persulfato de amonio 10% 50 ul 20 pl

Se mezclaron 1:1, 100ug de proteina citosélica con la solucién de muestra (60mM
Tris-HCI pH 8.8, glicerol 10%, azul de bromofenol 0.4%), se separaron las
proteinas en un gel de poliacrilamida no desnaturalizante y una vez que el azul de
bromofenol alcanzo6 el final del gel, éste se desprendié cuidadosamente de los
vidrios y se colocd en una charola que contenia el sustrato ya sea 3mM Glucosa,
3mM Fructosa o bien una mezcla de ambos, en una mezcla de reaccion que
contuvo 50mM de Hepes/KOH pH 7.0, MgCl, 2mM, EDTA 1mM, KCI 15mM y ATP
2mM. El gel se incubd a temperatura ambiente con agitacion durante 30 minutos,
pasado el tiempo de incubacién se afiadié una mezcla de enzimas que contenia 2
U Glucosa 6 fosfato deshidrogenasa, y sélo cuando se utilizaba como sustrato
fructosa 3.5 U fosfoglucosa isomerasa y 0.75 mM NADP”, se incub6 por 10 min a

37°C. Para desarrollar el color, se afiadié a la mezcla anterior 0.25mg/1ml de azul



de tetrazolio (NBT del inglés “Nitroblue tetrazolium”), el gel se incub6 a 37°C por
1.5h.

Fundamento. El NADPH que se produce durante la reaccion de la hexocinasa
con la glucosa y la posterior actividad de la glucosa 6 fosfato deshidrogenasa,

reduce al NBT y este se precipita en formazan (Figura 5).

N
D=, 2

+

—HDHDE GEH@ f— ) L
x’—‘*}_

OCHz OCH3

NBT
ﬂ 2H*
' TN
o 3 St
D;S OCHs FORMAZAN

Figura 5. Reaccién de reduccién del NBT por protones. El precipitado que se forma es la
sal de formazan. Tomado de http://stainsfile.info/StainsFile/dyes/nbt.htm.
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Resultados
Perfil de la hexocinasa en tejido embrionario de ma iz a lo largo de la

germinacion.

Se determino la actividad de hexocinasas en el tejido embrionario del maiz,
usando glucosa como sustrato se muestra en la Figura 6A. Se encontré que al
inicio de la germinacion la actividad de la hexocinasa es baja tanto en ejes como
en embriones. Posterior a las 12h la actividad comienza a incrementarse
gradualmente, siendo el aumento de 2 veces a las 24h, de 3.6 veces a las 48h y

de 5.6 veces a las 60h.

Al medir la actividad de hexocinasa usando como sustrato fructosa (Figura 6B) se
encontré un comportamiento similar a cuando se usO glucosa como sustrato,
conforme va transcurriendo el tiempo de germinacion la actividad aumenta tanto
en ejes como en embriones. A pesar de que la actividad con fructosa parece ser
menor a la de la actividad de la enzima con glucosa, no hay diferencias
significativas entre una y otra, excepto a las 60 h en donde la actividad de los

embriones con fructosa es 3.1 veces mayor a la actividad con glucosa.
Para los ensayos en los cuales se embebieron los ejes y embriones de maiz en

carbohidratos, se incubé el tejido por 24h, debido a que es el punto en donde se

inicia el incremento en la actividad de la enzima.
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Figura 6. Actividad de las hexocinasas durante la germinacion de ejes y embriones de
maiz. La determinacion de la actividad de las hexocinasas de la fraccion citosdlica se
realizo utilizando dos sustratos A) glucosa y B) fructosa. El ensayo de actividad es un
ensayo acoplado en el que se registrd la produccion de NADPH durante 10 min, por
triplicado en cada muestra y el promedio de la pendiente de cada curva se us6 para
determinar la actividad enzimatica en cada punto de la germinacién, en al menos 2
preparaciones enzimaticas distintas.
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Efecto de la imbibicibn en diferentes concentracion es y tipo de

carbohidratos en la actividad de la hexocinasa.

Se embebieron ejes embrionarios de maiz durante 24h en diferentes carbohidratos
y se determino la actividad de la hexocinasa citosélica usando glucosa y fructosa
como sustratos. La actividad de la hexocinasa medida con glucosa se muestra en
la Figura 7A. Se utiliz6 como control la actividad de la enzima proveniente de los
ejes embrionarios que fueron embebidos en sorbitol. La actividad de las
hexocinasas en la fraccién citosodlica se incrementa cuando el tejido se embebid
en los doferentes carbohidratos entre 0.3 a 7 veces, en todas las concentraciones
probadas, excepto a 50mM de glucosa. Incrementos de al menos 2 veces en la
actividad se encontraron a 25 mM sacarosa, 10 y 25 mM glucosa y 5, 10 y 50 mM

fructosa.

Al realizar un ensayo similar pero ahora usando como sustrato fructosa, la
actividad de la hexocinasa también se encontré que se incrementd en todas las
concentraciones probadas entre 1 a 7.8 veces, excepto en 50mM sacarosa y
50mM glucosa. Incremento en la actividad de al menos 2 veces, se encontraron a
las concentraciones de 10 y 25mM sacarosa, 25 mM glucosa y 10, 25 y 50 mM

fructosa (Figura 7B).

La incubacién con carbohidratos indujo un aumento en la actividad de las

hexocinasas de los ejes, preferentemente a concentraciones menores de 50mM.
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Figura 7. Efecto de la imbibicibn de ejes embrionarios de maiz en diferentes
carbohidratos sobre la actividad de las hexocinasas. Usando como sustrato A) glucosa y
B) fructosa. Se sefiala con una % en donde se encontrd una diferencia de 2 veces entre
la actividad en el control (tejido embebido en solucién osmética de sorbitol) y la actividad
del tejido que fue embebido en los diferentes carbohidratos, se uso como control la
actividad del sorbitol.
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Se embebieron embriones de maiz en diferentes carbohidratos y se determinoé la
actividad de la hexocinasa citosdlica, usando glucosa y fructosa como sustratos.
La actividad de la enzima medida con glucosa se muestra en la Figura 8A. La
actividad de la enzima se incrementa en todas las concentraciones de glucosa y
fructosa probadas con incrementos de 2.5 a 6.5 veces cuando se embebe el tejido
en glucosa y de 5.2 a 7.2 cuando se embebe en fructosa, mientras que no hubo

cambio en la actividad al embeber los embriones en sacarosa.

Al realizar un ensayo similar pero ahora usando como sustrato la fructosa, la
actividad de la hexocinasa aumenta s6lo con las hexosas, a todas las
concentraciones probadas, con aumentos de 2.2 a 5.1 cuando se embebe en
glucosay de 4.4 a 6.7 cuando se embebe en fructosa. (Figura 8B). Mientras que la
imbibicidon en sacarosa no tiene un impacto en la actividad de la hexocinasa si lo

comparamos con el control que se embebid en sorbitol.
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Determinacion del perfil de las isoenzimas de la he  xocinasa que fosforilan

las hexosasen el tejido embrionario germinado en di ferentes carbohidratos.

En la célula, hay varias enzimas que son capaces de fosforilar hexosas, como las
hexocinasas, glucocinasas y fructocinasas, para identificar la o las formas de
enzima que presentaban mayor actividad de fosforilacion de hexosas cuando se
embebe el tejido en carbohidratos, se realizé la separacion de las proteinas del
extracto citosolico en una gel nativo de poliacrilamida. Intentamos también obtener
el perfil de isoenzimas en geles de punto isoeléctrico pero no tuvimos éxito, por lo
gue soOlo se muestran los patrones de isoenzimas en geles nativos. La
determinacion de actividad de fosforilacion de hexosas se realiz6 en el gel usando
glucosa y fructosa como sustratos, solos o en combinacion. En la Figura 9 se
presenta un resultado representativo de la separacion electroforética y deteccion
de la actividad de fosforilacidon de hexosas de extractos citosolicos de ejes

embrionarios de maiz embebidos en diferentes carbohidratos.

Tanto los ejes embrionarios como los embriones se embebieron en dos diferentes
concentraciones de glucosa y sacarosa, 5 mM y 50 mM. Se escogié 5mM debido
a que a pesar de ser una concentracion baja, esta si producia un aumento en la
actividad de hexocinasa, en los ejes 5 mM glucosa o sacarosa incrementaron la
actividad 1.7 veces. Se uso6 también 50mM de los carbohidratos debido a que no
producia cambios en la actividad de las hexocinasas con respecto a lo que se

observa con so6lo Agar o Sorbitol en los ejes embrionarios.
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Figura 9. Patrén de enzimas que fosforilan hexosas en los ejes embrionarios. Se
embebieron los ejes embrionarios 24 h en 5 (A) o 50 mM (B) de sorbitol (So), sacarosa
(S) o glucosa (G), después se congelaron con N, liquido y se obtuvo el extracto citosdélico,
segun se detallo en materiales y métodos. Se colocaron 100 ug de proteina de cada uno
de los extractos en geles de poliacrilamida no desnaturalizante y se determiné la actividad
fosforilante en presencia de 3mM de glucosa, fructosa o ambos. Con flechas se indican
las bandas de actividad. Un gel se tifio un gel con azul de Coomasie.



Como se puede observar en la Figura 9, las bandas de actividad obtenidas fueron
mas claras y definidas en los ejes embrionarios embebidos 5 mM (Figura 9A) que
cuando el tejido se embebia en 50 mM de los carbohidratos (Figura 9B). El perfil
de isoenzimas al menos en los ejes embrionarios embebidos 5 mM mostré 5
bandas de actividad, 3 de ellas mas intensas y definidas (HXK3 a 5) que las otras
2 que fueron difusas (HXK1 y 2). Si comparamos las tres bandas més intensas
entre los tejidos obtenidos con glucosa, sacarosa o sorbitol, encontramos a las
tres en cualquiera de los sustratos glucosa o fructosa, solos o en la mezcla. Lo
anterior nos indica que la enzima es una hexocinasa. La intensidad de las bandas
es similar entre los extractos de los tejidos que fueron incubados con glucosa y
sorbitol al menos para las bandas de actividad que denominamos HXK4 y HXKS5,
mientras que HXK3 presento ligeramente mayor intensidad cuando provenia del
tejido que fue embebido en glucosa.

Por otra parte, el extracto que se obtuvo de ejes embrionarios embebidos en
sacarosa, produce un idéntico perfil de isoenzimas al de los otros dos extractos,
excepto que la intensidad de las bandas reveladas son menores. Esto puede
deberse a que se hubiera cargado menos proteina de este extracto, sin embargo
no se observa diferencia en la proteina obtenida de los tres extractos, aunque es
dificil de apreciar ya que los controles que fueron tefiidos con Coomasie fueron
hechos con la proteina necesaria para poder observar la actividad, 100ug de

proteina (Figura 9A).

No obstante lo anterior, si encontramos que existen diferentes formas de enzimas
gue fosforilan glucosa y fructosa y que al menos la banda de HXK3 en el extracto
de los ejes embebidos en glucosa es la que aumenta en comparacion con el
control y explica porque encontramos un aumento en la actividad del extracto total

de 1.7 veces (Figura 7).

En el eje embebido 50mM no logramos obtener un patron definido de bandas y por

tanto si hubiera diferencias serian dificiles de explicar e interpretar.



El patron de isoenzimas que fosforilan hexosas es diferente cuando el tejido es el
embrién completo, tanto en su migracion en el gel como en nimero. Cuando se
embeben los embriones en 5 mM de los carbohidratos, encontramos dos bandas
intensas que si corresponden a las que observamos en los ejes embebidos 5 mM
de los carbohidratos. Estas bandas las denominamos HXK3 y HXK4, no
encontramos la banda de la HXK5 y en la zona superior del gel se observan 4
bandas delgadas (2 dobletes) y 1 banda ancha difusa y poco intensa, que por su
similitud en posicion y forma a la encontrada en los ejes embrionarios decidimos
denominarla HXK2 (Figura 10A). Las 4 bandas de la parte superior del gel se
detectaban preferentemente cuando la actividad se media con la mezcla de
glucosa y fructosa.

El extracto citosolico de embriones de maiz embebidos en glucosa mostré una
banda muy intensa y ancha y que se detecta indistintamente usando glucosa y
fructosa como sustrato, por lo que asumimos que esta enzima es una hexocinasa
y que marcamos como HXK4 en la Figura 10. La intensidad de la banda de HXK4
del extracto proveniente del tejido embebido en glucosa es mas intensa que la
HXK4 que se encuentra en el tejido que fue embebido en sorbitol (control) o en
sacarosa. Lo que explica porque cuando medimos la actividad total fosforilante de
hexosas del extracto total, hay una actividad de 2 hasta 6 veces mayor en el

extracto obtenido del tejido embebido en glucosa (Figura 8).

La imbibiciéon de los embriones en 50 mM de los carbohidratos también produjo
cambios en el perfil de las bandas de actividad detectadas en el gel (Figura 10B).
La banda de HXK4 que era intensa a 5mM de los carbohidratos ahora es tenue y
las bandas tenues y delgadas que aparecian por arriba de la banda de HXK2 en
los extractos a 5mM de carbohidratos, ahora se observan como una banda ancha
e intensa. La intensidad de esta banda nuevamente es mayor en presencia de
glucosa que con cualquiera de los otros dos carbohidratos y la banda se intensifica

cuando el gel se incuba en la mezcla de glucosa y fructosa.
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Figura 10. Patron de enzimas que fosforilan hexosas en los embriones de maiz. La

imbibicion en glucosa aumenta la actividad de una isoforma de HXK citosélica en

embriones de maiz. A. La imbibicion del tejido se hizo en 5 (Panel A) o 50 mM (Panel B)
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de sorbitol, sacarosa o glucosa. La actividad en el gel se determiné con glucosa, fructosa

o en la mezcla.

47



Discusion

Funcidén de la hexocinasa durante el procesodelag  erminacion.

El paso del estado seco al hidratado conduce a una serie de cambios estructurales
y funcionales de las moléculas presentes en la semilla. Sin embargo, es un estado
transitorio que lleva a reasumir las actividades celulares y el crecimiento, que se
habian detenido durante la fase de maduracion de la semilla. Dentro de las
actividades que se incrementan durante la hidratacion se encuentran la respiracion
y la actividad metabdlica que permite la movilizacidén de las reservas de carbono y
nitrégeno (Bewley y Black, 1994). En cuanto a la actividad de la hexocinasa, se ha
reportado que es alta durante el periodo final de la maduracion de la semilla (Tsai
et al., 1970), por lo que esperdbamos encontrar actividad de la enzima al inicio de

la germinacion.

Detectamos al tiempo cero a la actividad de hexocinasa con dos sustratos,
glucosa y fructosa. La actividad que se encontrd fue similar en ejes y embriones,
de 0.14 a 0.17 umolGlumin™mg™ al tiempo cero, la cual se duplicé a las 8 h. El
incremento mas notorio en la actividad ocurrié al tiempo de emergencia de la
radicula, las 24 horas, de 5.9 a 6.7 veces cuando se determiné la actividad con
glucosa y de 3.5 veces cuando se determindé la actividad con fructosa, respecto a

la actividad encontrada en el tejido seco.

Para sustentar el crecimiento del tejido embrionario al inicio de la germinacion se
deben utilizar las moléculas que se encuentran propiamente en el tejido
embrionario, mientras que a la salida de la radicula se movilizaran aquellas que se
encuentran en tejidos extraembrionarios (Thomas y Rodriguez, 1994). A pesar de
gue se ha observado que la sacarosa se hidroliza en un 60% en las primeras 8h
de la germinacion, tanto en ejes como en embriones (Martinez-Marcelo, 2007), no
es el unico sustrato disponible para la respiracion, también encontramos que los
aminoacidos comienzan a degradarse (Limmami et al., 2002), asi como los lipidos.

Respecto a los lipidos, en Arabidopsis thaliana se ha documentado que comienza
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su degradacion durante el periodo de secado de la semilla (Eastmond y Graham,
2001) y en el laboratorio han detectado que en los embriones de maiz embebidos
8 horas, ya se redujeron los niveles de lipidos totales en un 30% (Martinez-
Marcelo, 2007). Tanto los aminoacidos como los productos de la degradacion de
lipidos como la acetil-CoA, son sustratos que alimentan al ciclo de Krebs para la
produccion de energia. Entonces, la escasa actividad de la hexocinasa que se
detectdé antes de las 24 h, sugiere que hay varias vias metabdlicas que estan
simultaneamente trabajando para llevar a una eficiente produccion de energia.
Pero la presencia de actividad de hexocinasa también indica que es necesaria la
hexocinasa, probablemente para la produccion del metabolito de inicio de la via de
las pentosas, la glucosa-6P. La via de las pentosas debe estar encendida durante
la germinacion, ya que es fuente de poder reductor en forma de NADPH y de
carbohidratos como las ribosas, el primer sustrato de varias vias anabdlicas y el

segundo en la sintesis de coenzimas, DNA y RNA (Voet y Voet, 1995).

En nuestro sistema experimental la radicula protuye del maiz a las 24h, por lo que
el incremento en la actividad de la hexocinasa a partir de ese tiempo, puede
deberse al aumento en la produccion de los sustratos de la enzima ya sea por el
incremento en la toma o la produccion interna de hexosas. Sabemos que la
actividad de las invertasas acidas aumenta tanto en el eje como en el embrion
después de las 24h de la imbibicion, si bien el maximo de actividad se encuentra
a las 30h de la germinacion, pero indica que es probable que el aumento en la
actividad de las invertasas lleve a un aumento de las hexosas disponibles para

fosforilarse.

Por otra parte, el perfil de utilizacion de sacarosa en el eje muestra que hay una
degradacion activa del carbohidrato, a las 24 h ya se ha degradado el 75% y a las
48 h soOlo se encuentra el 4% del contenido inicial. Por su parte, el embridn
completo también degrada la sacarosa a la misma tasa que el eje embrionario,
pero a las 24 h en lugar de continuar disminuyendo se observa un incremento en

el contenido de sacarosa. En los escutelos aislados del embridn se incrementa el
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contenido de sacarosa a partir de las 24 h, 8 h después se llega a valores
cercanos al del tiempo cero (Martinez-Marcelo, 2007), lo que indica que se ha
establecido la funcion del ciclo del glioxilato. En escutelos de maiz se ha medido la
actividad de las dos enzimas regulatorias del ciclo del glioxilato, iniciando su
actividad a las 24h, después aumentan para alcanzar un maximo a los 4 dias y
finalmente después de 7 dias las actividades son pequefias (Longo y Longo,

1970). Por lo que hay sustratos para la invertasa y por tanto para la hexocinasa.

Hemos encontrado que el transportador de sacarosa se expresa exclusivamente
en el escutelo (Greaves-Fernandez, 2001; Zavala-Zendejas, 2001), por lo que el
tejido seria capaz de transportar la sacarosa al exterior para nutrir al eje
embrionario. La actividad de las invertasas acidas de la pared celular es alta entre
las 24 y 30h de la germinacion, lo que indica que la sacarosa que se produce en el
escutelo se transporta al apoplasto y se hidroliza, los transportadores de hexosas
harian accesible al eje embrionario el carbono para contribuir a su crecimiento. Por
lo que, si es factible el aumento en la cantidad de hexosas disponibles para el
metabolismo a partir de las 24h de la germinacion y por tanto la actividad de las

hexocinasas responderia al aumento en las hexosas.

Modulacion de la expresibn de la actividad de las h  exocinasas por

carbohidratos.

Las plantas integran factores ambientales y las sefiales internas para modular su
crecimiento y desarrollo. Varias lineas de evidencias apoyan que una de las
sefiales importantes en modular el desarrollo son los carbohidratos, como la
glucosa, la sacarosa y la rafinosa (Rolland et al, 2006). Se ha planteado que al
igual que en las levaduras y las células de mamiferos, ciertas isoenzimas de la
hexocinasa en plantas juegan un papel central en la etapa temprana de la

percepcion de los carbohidratos, llevando a cambios en el patron de expresion de
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genes que modulan el metabolismo o transporte de carbohidratos (Rolland et al.,
2006).

Se desconoce el mecanismo por el cual las plantas reconocen y responden a los
carbohidratos. En general, cuando las concentraciones de carbohidratos se
incrementan hay una represion coordinada de los genes que estan involucrados
en la fotosintesis, la movilizacion del almidon, lipidos y las proteinas de reserva.
De manera coincidente, los genes que se requieren para el almacenamiento de
metabolitos ricos en carbono para uso futuro, se inducen (Gibson 2005).

Las mutantes que expresan en diferentes niveles a las hexocinasas muestran
desde la pérdida de la sensibilidad hasta la hipersensibilidad a los cambios en la
concentracion exogena de los carbohidratos, debido a la pobre o excesiva
expresion de la enzima, respectivamente. Ademas, se observan cambios
fisiolégicos o morfolégicos en las plantas al modificar el patrén de expresion de la
enzima. Por ejemplo, plantas transgénicas de Arabidopsis en las que la
hexocinasa se redujo a través de la expresion en antisentido del gen para la
enzima, presentaron una escasa sensibilidad a la adicion de glucosa, se acelero la
elongacion del hipocotilo y se incremento la expresion de genes fotosintéticos (Dai
et al., 1999).

Se conoce que el proceso de germinacién se inhibe en presencia de analogos de
carbohidratos como 2-deoxiglucosa, la D-manosa y la D-glucosamina, todos ellos
sustratos de la hexocinasa (Matheson y Myers, 1998). Por lo que es factible que la
hexocinasa sea importante en el establecimiento de la plantula como organismo
autotréfico. Adicionalmente, en el laboratorio hay evidencias que apuntan a que el
transportador de sacarosa se dereprime cuando el eje embrionario se embebe en
manosa. Lo anterior sugiere que es probable que la hexocinasa se encuentre
implicada en la regulacién de la expresion del transportador de sacarosa en el
tejido embrionario de maiz y que el cambio conjunto en la expresion de ambas

proteinas tiene un impacto en el crecimiento del tejido embrionario del maiz.
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Con la finalidad de explorar si la expresion de la hexocinasa se modificaba al
embeber el tejido en carbohidratos, se embebieron ejes y embriones de maiz a
diferentes concentraciones de éstos, se obtuvo la fraccion citosolica del tejido y se

determind la actividad de la enzima.

Se encontré6 que aumentd la actividad de la enzima en los ejes embrionarios
embebidos tanto en sacarosa como en glucosa y fructosa. Ambas actividades la
fosforilacion de glucosa como la fosforilacién de fructosa se indujeron, aunque no
a todas las concentraciones probadas, por ejemplo concentraciones altas de
glucosa (50 mM) no condujeron a un aumento en la actividad de la enzima en los
ejes. Es probable que haya una concentracion a la cual el carbohidrato ejerce su
accion moduladora y otra concentracion a la cual el tejido ya sea insensible a ésta.
En el caso de los embriones se observo que solamente las hexosas producian el
incremento en la actividad de la hexocinasa desde concentraciones de 5 mM
hasta 50 mM.

Es evidente que ambos tejidos presentan actividades metabdlicas distintas, el
escutelo es un tejido que aportard de nutrimentos al eje embrionario en
crecimiento hasta que se convierta en tejido autotréfico, es ademas el
intermediario en el paso de la glucosa que proviene del endospermo y que
convertird en sacarosa antes de presentarla al eje embrionario. Mientras que este
ultimo, se encuentra activamente demandando los nutrimentos. Es probable que la
capacidad de percepcion de los carbohidratos sea producto de la diferente funcion
metabolica de cada uno de los tejidos, lo que explicaria porque el embridon puede
percibir y cambiar la expresion de la hexocinasa desde concentraciones bajas
hasta concentraciones de 50 mM de glucosa, ya que es probable que cuando la
movilizacion de almidon se encuentra activa se alcancen o sobrepasen estos
niveles de glucosa en el tejido, por lo que responde modulando su actividad de
hexocinasa en el intervalo de 5 a 50 mM. Una explicacién a porque el embrion no

presenta una actividad alterada de su hexocinasa al embeber el tejido en
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sacarosa, podria deberse al hecho de que el embrién no recibe sacarosa del
endospermo, sino que su escutelo lo dona al eje embrionario, por lo que
externamente el embrion no percibe a la sacarosa. Por su parte, el eje embrionario
si percibe tanto los cambios en concentracion de glucosa como de sacarosa ya

gue estara expuesto a ambos durante su desarrollo.

Se ha observado durante el desarrollo de las semillas de Arabidopsis que la
actividad maxima de la hexocinasa coincide con el comienzo de la actividad de
degradacion del almidon y la sintesis de nuevos lipidos (Baud y Graham, 2006).
Adicionalmente, la movilizacion de lipidos durante la germinacion se sabe esta
estrechamente relacionada con la concentracién de carbohidratos en el tejido, ya
gue cuando se encuentra sacarosa o glucosa la degradacion de lipidos se detiene,
indicando que es probable que ambos o uno de estos carbohidratos este
regulando los procesos metabdlicos en la semilla (Graham et al., 1994) y es
sugerente de que la hexocinasa se encuentra redirigiendo el flujo de carbono de

sacarosa o del almidon para la sintesis de lipidos.

Cox y Dickinson en 1972, reportaron que la actividad de la hexocinasa de los
escutelos y endospermos de plantulas de maiz de 5 dias, presentaban
caracteristicas cinéticas distintas. Encontraron que la actividad en el escutelo se
debia a mas de una enzima en la preparacion y que la enzima adicional
presentaba una Km 19 veces mayor a la que se encontraba en el endospermo,
ademas expresaba una Vmax 50 veces mas alta, sugiriendo que la capacidad del
escutelo para metabolizar a la glucosa es alta durante el periodo de movilizacién
de las reservas. En este trabajo, también intentamos determinar las Vmax y Km
para las enzimas tanto en el eje embrionario como en el embridn a las 24 h de
germinacion, pero los perfiles de actividades eran muy complejos, en el sentido de
gue no se describia un comportamiento Michaeliano para la enzima, de manera
similar a lo que Cox y Dickinson (1972) mostraban, Ademas cuando los datos
experimentales se usaron para obtener los gréficos 1/v versus 1/s, no se obtenia

una recta, se realizo también el calculo para obtener las graficasde Hanus, pero
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tampoco daba una recta por lo que no se pudo obtener las Km y Vmax para la
enzima presentaban en algunos casos mas de 3 pendientes, por lo que era dificil
asignar con certeza un valor de Km. Por lo tanto, se decidid buscar a través de la
separacion de los patrones electroforéticos de la enzima en geles nativos, Ssi
alguna isoenzima que fosforila a las hexosas era la que presentaba la actividad

aumentada cuando se embebia el tejido en carbohidratos.

El patrén de isoenzimas obtenido de la separacion de la fraccion citosélica de los
ejes embrionarios de maiz, mostrd 5 diferentes formas de hexocinasa cuando se
embebe en 5 mM de glucosa o sacarosa o sorbitol. Le dimos el nhombre genérico
de hexocinasas, ya que la actividad fue visible cuando se colocaba el gel en
cualquiera de los sustratos de la enzima, glucosa y fructosa a concentracion de 3
mM cada uno. En el arroz también se han encontrado numerosas isoformas de
enzimas que fosforilan hexosas, tres glucocinasas Gk1, Gk2 y Gk3 una Fk1 y dos
Hxkl y Hxk2 (Guglielminetti et al. 2000). En hojas de espinaca Scharrenberg
(1990) encontré dos hexocinasas, | y Il y dos fructocinasas, | y Il. Renz y Stitt
(1993) identificaron en papa a tres Hxk (Hk1-3) y tres fructocinasas (Fk1-3). En el
jitomate se han encontrado y caracterizado los genes de cuatro Hxk y dos Frk, de
éstos solo una se ha localizado en los plastidios (Kandel-Ffir et al., 2006). En el
sistema experimental que trabajamos no encontramos diferencias en
comportamiento con los dos sustratos utilizados, probablemente porque para
poder visualizar a las bandas incubamos primero el sustrato y las enzimas
acopladas por 40 minutos totales y después pasaban entre 2 y 2.5h para visualizar
las bandas con actividad, al reducirse el NBT, es probable que por el tiempo
prolongado la enzima si haya estado en contacto de manera eficiente con los
sustratos y no nos permitié distinguir si una preferia a la glucosa o fructosa de
manera distinta. Por lo que como se menciono todas las formas de enzima que

encontramos las denominamos hexocinasas.

Se encontr6 que la actividad de una isoforma en ejes y otra en embriones

presenta mayor actividad. En los ejes embrionarios fue la HXK3 la que se indujo
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cuando se embebio el tejido por 24 h en glucosa. En el caso de los embriones la
glucosa a 5mM también produjo un incremento en la intensidad de una banda de
actividad, en este caso la HXK fue la 4, aunque cuando se embebio el tejido en 50
mM de glucosa la que aparecio fue una banda gruesa arriba de la banda de la
HXK2.

El aumento se puede explicar por a) un aumento en la cantidad de esa isoenzima,
0 b) a la modificacién covalente de la enzima. En cuanto al aumento en la cantidad
de la enzima hay dos posibilidades, una es que se haya inducido la traduccion de
la isoenzima y otra es que se haya movilizado hexocinasa de algun organelo. En
esta Ultima opcién se sabe que la enzima en plantas puede localizarse tanto en la
mitocondria como en la vacuola y el Golgi. En maiz se ha identificado un 30% de
actividad de enzima soluble o citosdlica y el resto unida a membranas (da-Silva et
al., 2001; Galina et al., 1995). La hexocinasa de maiz unida a membranas, se ha
encontrado que presenta diferentes propiedades cinéticas a la soluble. La HXK
citosolica no se inhibe por ADP mientras que la unida a membranas si, con una
Ki= 20-40 uM, también la manoheptulosa la inhibe con una Ki de 300uM. Se ha
sugerido que la hexocinasa mitocondrial es la que presenta la actividad de
percepcion y traduccidn de la sefial por azucares, ya que la actividad de la enzima
se ve modificada al interaccionar con los organelos y posiblemente con efectores,
pero en plantas aln se desconoce si interacciona con alguna proteina y como se

modifica su actividad.

Se ha sugerido que la hexocinasa mitocondrial de ricino (Ricinus communis)
interacciona de manera similar a como lo hace la hexocinasa de rata, esto es la
HXK se asocia a la porina VDAC de una manera reversible y dependiente de los
niveles de glucosa-6P (Miernyk y Dennis, 1983). Rezende y colaboradores (2006)
realizaron la purificacion de la HXK mitocondrial y la compararon con la
hexocinasa de arroz y rata, encontraron que la HXK mitocondrial no se separa de
la mitocondria después de la adicion de quimotripsina a bajas concentraciones, ni

con la adicién de G6P o clotrimazol, todos estos reactivos que se sabe afectan la
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union de la HXK con la VADC en rata. Los autores sugieren que es probable que
por presentar un dominio altamente hidrofébico, este podria estar interaccionando
directamente con la membrana y no con el porina. Por tanto una interaccion
diferente con la mitocondria, o bien que por ser altamente hidrofébico este
dominio, no es accesible a la digestidon por la proteasa por lo que no se separa de

la mitocondria y de la VDAC.

El hecho de que encontremos mas actividad en la fraccion citosolica puede
deberse a que la HXK se movilizo de algun organelo como la mitocondria, aunque
podria ser también que ésta se encuentre localizada en otro espacio subcelular.
En las células beta del pancreas la glucocinasa con funcién sensora, HXKIV, se
sabe que se une a la proteina denominada GCKR (del inglés “glucokinase
regulatory protein”), proteina que moviliza a la hexocinasa al nucleo y que lleva a
una disminuciéon de la actividad fosforilante. En este sistema una fructocinasa
juega un papel central en la regulacion de la actividad de la hexocinasa, ya que se
conoce que la interaccion de GCKR y la HXKIV disminuye en presencia de
fructosa-1-fosfato, el producto de la reaccién catalizada por la FRK. Por lo que la
actividad de la FRK se propone que modula la actividad de sensor de glucosa de
la HXKIV en las células (3 del pancreas (Malaise et al., 1990). Mutantes que no
presentan el gene HXKIV o de una proteina que regula a la hexocinasa, producen
fenotipos asociados a la diabetes juvenil o a una forma de diabetes no
dependiente de insulina. Por lo que resulta interesante indagar sobre la posibilidad
de la movilizacion de la hexocinasa cuando se embeben ejes embrionarios o
embriones en glucosa, ya que su actividad posiblemente module el desarrollo del

embrion al afectar el reparto de carbono en la semilla.

Otro de los factores que influye en el aumento en la actividad en una enzima es
gue se haya modificado covalentemente. La fosforilacién de la HXK de levadura
reprime la expresion del gene SUC2, gene que codifica para las invertasas
citosolica y apoplastica, entonces debido a su represion le permite a la levadura

utilizar primero a la glucosa, ademéas la HXK induce la expresion del gene para el
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transportador de hexosas HXT, ayudando asi a la toma de glucosa (Randez-Gil et
al., 1998; Petit et al.,, 2000). Seria interesante buscar si la fosforilacién de la
enzima esta contribuyendo a su mayor actividad en el tejido embrionario de maiz y
si esto hace una diferencia entre las isoenzimas que encontramos se inducen en
los embriones y ejes embrionarios, es decir dos formas diferentes de HXK pero

debido a su modificacion covalente.

En el laboratorio se estan realizando experimentos encaminados en identificar a
las formas de enzima que aumentaron cuando se embebieron los tejidos en
glucosa, para saber si son formas distintas y si estan fosforiladas o tienen alguna
secuencia de localizacion en algun organelo. Ademas de medir las implicaciones

del aumento en su actividad en el transporte y metabolismo de los carbohidratos.

La actividad de transporte de sacarosa debe ser regulada y coordinada con la
capacidad de los tejidos donadores de nutrientes, a los tejidos de demanda,
regulacion que se ha planteado sea a través de la disponibilidad de los
fotosintatos, sin embargo, se tienen evidencias contradictorias del papel de los
carbohidratos en la expresion de los transportadores de sacarosa, pero en este
sistema, la germinacion del maiz, hemos encontrado que el transportador se
regula positivamente por glucosa en el eje embrionario y negativamente en el
embrion. Por lo que explorar en la germinacion del maiz si la hexocinasa esta
implicada en el mecanismo de transduccion de sefiales, que lleva a la modulacion
de la expresion del transportador de sacarosa es una posibilidad interesante, ya
gue también son dos isoformas de hexocinasa distintas las que aumentan, una
para el eje y otra para el embrion. Ademas, hay evidencias en levadura en donde
la hexocinasa regula la expresion del transportador de hexosas, dependiente de la
concentracion de glucosa externa (Petit et al., 2000) y en trigo se demostré que el
gene para el traslocador de triosas fosfato/fosfato se inhibe por glucosa de una
manera dependiente de la actividad de la hexocinasa (Sun et al., 2006), por lo que
la posibilidad de una regulacién similar para el transportador de sacarosa en maiz

no es remota.
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CONCLUSIONES

La actividad de la hexocinasa citosolica si es modulada por la concentracion

de glucosa y sacarosa en tejido embrionario de maiz.

PERSPECTIVAS

Hacer los zimogramas en geles de punto isoeléctrico para identificar las
isoenzimas con su punto isoeléctrico aparente.

Obtener la secuencia del amino terminal de las proteinas que aumentan en
presencia de glucosa, para obtener las secuencias de los genes de las
diferentes formas de hexocinasas y comparar éstas con las bases de datos
del genebank.

Determinar si la actividad aumentada de las hexocinasas se debe a la
modificacion covalente de la enzima (fosforilacion) o bien a la sintesis de
novo de la enzima o a la movilizacion de la enzima de la mitocondria o de
otro organelo al citoplasma.

Establecer el papel de las isoenzimas que aumentaron con glucosa, funcion
sensora, metabdlica o ambas.

Relacionar la actividad de la hexocinasa con la regulacion de la expresion
del transportador de sacarosa en la germinacion del maiz.
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