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I.~ "INTRODUCCICN
a) Generalidades.

La germinaci®n de las gemillas es un proceso que
consiste en un incremento de la actividad metabblica gene-
ral y permite el crecimiento de la planta a partir del em~
brién (Mayer, 1975). Durante la germinacifn del grano de
maiz aumenta el contenido de azficares solubles en agua (In
gle et al., 1974}, al mismo tiempo el contenide de almidén
disminuye y aumenta la actividad de las amilasas (Golds——-—
tein y Jennings, 1975). Se sabe ademis que existe una re-
lacifn metabfSlica muy estrecha entre el embrifn y el endos
permo ¥ se ha postulado gue durante.la germinacifn hay 1i~
beracifn de &cido giberé&lico en el embrifn que al llegar -
al endospermo induce la sintesis de amilasas (Paleg, 1960,

Radley, 1967, Jeffers y Rubenthaler, 1974).

La degradacibn de almidén libera maltosa, gluco-
sa, oligosaclridos y dextrinas que luego deben contribuir
directa o indirectamente a los procesos embrionarios gue -
se desarrollan durante la germinacibn y que traen como con
secuencia el crecimiento de la plfimula v la radfcula con -

un considerable aument¢ del peso del embribn.



b} Cambics de presifn osmStica.

Es de interés el estudio de los carbohidratos se
lubles durante la germinacibn del granco de maiz ya due el
aumento en la concentracibn de estos componentes debe pro-
ducir un incremento en la presifn osmbtica del grano y se
supone gue este factor ejerce una accidn reguladora sobre
la sintesis de amilasa en %a capa de aleurcna de cebada, -
(Jones y Armstrong, 1971}, sin embarge hay discrepancia -
respecto a la existencia de diche mecanismo, (Gepstain, e
Ilan, 1974). Estudios realizados con maiz muestran un in-
cremento continuo en la produccibn de aminofcidos v ngcleg
tidos solubles que pueden ejercer también el aumento obser

vado en la presibn osmbtica, (Ingle et al., 1274).

c} Sintesis y degradacién de sacarosa.

La sacarosa es un importante carbohidrﬁto solu--
ble y es congiderada como el principal material de trans--
porte en plantas superiores (Zimmerman, 1960}. En semi~--
llag de cereales el incremento inicial de la sacarosa ocu~
rre en el escutelo (Edelman et al., 1959). Aparenteménte
la hidr6lisis de la sacarocsa puede ser un prerrequisito pa
ra el movimiento de azficares hacia el endospermo durante -

la formacifn del grano (Sakri y Shannon, 1975). Uno de -~



los mecanismos para la degradacibn de la sacarosa es por -~
medic de la invertasa, enzima gue ha sido demostrada en wva

riag semillas germinadas (Eldan y Mayer, 1974).

Por otra parte, se conoce tambié&n el mecanismo -
por medio del cual se sintetiza la sacarcsa. La enzima ne
cesaria para convertir la glucosa en sacarcosa via UTP y -
UDf-glucosa se encuentra en el escutelo (BEdelman et al., -
1959 vy Nomura y Akazawa, 1974). Estudios realizados con
trigo condujeron al descubrimiento de una enzima capaz de
sintetizar sacarosa en el embridn {(Leloir y Cardini, 1953).
Ahora se sabe que existen varios caminos para la formacifn
de sacarcsa; una via de formacibn de sacarosa es por medioc
de la enzima sacaresa sintetasa (UDP-glucosa + fructosa —»
sacaxosa + UDP), otro camino es por medio de sacarcosa fos-
fato sintetasa y una hidrclasa (UDP-glucosa + fructosa~6P
—» UDP + sacaroga-P —» sacarosa + P). La enzima que for
ma UDP-glucosa se denomina UbP-gluccosa pircofosforilasa -
(UTP + glucosa~lP —» UDP-glucosa + PPi) (Turner y Turner,

1975).

Algunos autores piensan que la funcifn de la sa-
carosa sintetasa es la degradacifn de sacarosa para formar

UDP-glucosa (Delmer, 1972) y que la produccibn de ADP-glu-



cosa in vivo por una reaccifn de ADP con sacarcsa es impro
bable. Sin embargo, se sabe gue la sintesis de almidén -~
procede a partir de ADP~glucesa, la cual se sintetiza por
la enzima ADP~gluccsa pircofosforilasa a partir de glucosa-
1P proveniente de la reaccifn reversible de UDP-glucosa -
pirofosforilasa (Preiss y Kosuse, 19%70). El proceso de -~
formacifn de almidén a partir de sacarosa ha sideo ya demos
trado suministrando sacérosa 14C ¥ obgervando la incorpora
cibn de radiocactividad en amilesa ¥y amilopectina (Porter,

1962). Coﬁ el fin de aclarar dicho mecanismo, se propusec

el egquema siguiente para la transformacifn de sacarosa en

almidsn:
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UDP ub

SACAROSA UDP-glucosa ALMIDON

\

ADP-glucosa

. 3

1 FRUCTOSA ﬁ FRUCTOSA-6P 8
ATP ADP 4

‘i ._u

GLUCOSA GLUCOSA-6P w— »  GLUCOSA-1-P
‘ 3 5
\
Conversi®n de sacarosa en almidén.~ 1.~ Invertasa

2,~ Sacarosa-UDP (ADP) glucosiltransferasa (sacarosa sintetg
sa) 3.-Hexoguinasa 4.-Glucosa-P isomerasa 5.”Fosfoglucomu
tasa 6.-UDP (ADP)-glucosa pirofosforilasa 7.-Nucle&sido ai
fosfoquinasa 8.~Fosforilasa 9.-ADP (UDP)-glucosa almidbn -
sintetasa. (Pérez et al., 1975, Turner y Turner, 1375, De Fe

kete y Cardini, 1964).



d) Sintesis v degradaci®n de almidén.

La sintesis de almiddn procede a partir de ADP-
glucosé, UDP~glucosa 6 almidbn fosforilasa (Tsal y Nel--—-
son, 1968), tambi€n se sabe que su degradacifn es princi-
palmente pox accifin de las amilasas. La formacifn enzimi
tica de alfa amilasa ocurre por sintesis gg novo en la ca
pa de aleurona de cereales (Filner y Varner, 1267). Tam-
bién se ha observado gue el tratamiento con proteasas 1i-
bera amilasas (Jacobsen y Varner, 1967).

~

La enzima alfa amilasa se encuentra en forma de
isozimas (Olered, 1975) y se piensa que estas diferentes
formas enziﬁéticas se encuentran funcionando cooperativa-
mente en la degradacidn completa del almiddn (Tanaka et -
al,,1970), sin embargo, algunos investigadores sostienen
que existen regiones altamente ramificadas (macrodextri--
nas) que son resistentes a la degradacifn por alfa amila-

sa (Brammer et al,, 1972).

Adem8s de las diferencias respecto a la degrada
citn del almidén parece ser que la enzima alfa amilasa es
t§ unida a los grfnulos de a2lmidbn mientras que la enzima

beta amilasa se encuentra lipre y {inicamente actfia sobre



dextrinas producidas por accibn de alfa amilasa (Graham,

1874}).

e) Produccifn de glucosa.

Ademfs de la sacarosa, también la glucesa es un
carbohidrato scluble muy impqrtante durante la germina-—~-
cibn. La reduccifbn de la capacidad para germinar estd -
precedida por una disminucifn de la utilizacifn de_glgco—
sa (Abdul~Baki, 1969). La produccibn de glucosa es un -
evento vital en las primeras etapas de la germinacifn -

(Mayer, 1974).

£f) Produccibn de fitoglucbgenc,

El polisacérido fitoglucbgeno se acumula en el
mafz dulce, aungue tambi&n se ha encontrado en otros geng
tipos; ha sido demostrado que este polisacfrido se encuen
tra en la fraccidn de polisaciridos solubles en agua y se
asemeja bastante al glucbgenc seglin su comportamiento de
sedimentacibn, longitud de cadena y degradacifn por enzi-~
mas, se ha demostrado también gque la mol&cula donadora de

grupo glucosilo para la formacifn de f£itogucfgenc es ADP-

glucosa (Creech, 1%968}).



ITI.- OBJETIVOS

El estudio del metabolismo de carbohidratos en
el grano de mafz es importante, ya gque si se conocen los
eventos bioguimicos de una semilla; se puede mejorar su -
calidad. Por ejemplo, sablendo gue durante la germina-=--
¢idn del grano de maliz aumenta el contenido de ligina y =

triptofano (Dalby y Tsai, 1975), se puede recomendar su -

uso como semilla germinada para la nutricifn. Sabiendo

también gue el contenido de aminofcidos y carbohidratos
solubles aumentan durante la germinacién (Ingle et al., -
1974), se podrfia esperar una mejor digestibilidad del gra
no germinado en comparacidn con la semilla sin germinar,

esta posibilidad sin embargo se puede ver afectada debido
al incremento en la formaci®n de paredes celulares uno de
cuyos principales componentes es la celulosa que no es -~
utilizable por los animales ﬁonog&stricos. La germinaci®n
de la semilla de mafz ha sido estudiada por muchos inves-
tigadores, sin embargo, restan algunas interrogantes en -
el proceso. Be discuten afin los mecanismos de accifbn del
8cido giber&lico, los sitlos de sintesis de los azficares

solubles y su transporte a las diferentes partes del em--

bri6n, asf como los mecanismos enzimiticos iInvolucrados.



Tampoco se conoce la relacifn entre las velocidades de -~
sintesis y degradacifn de los carbohidratos y se han pues
to de manifiesto diferencias metab8licas entre las razas

de mafz, (Creech, 1968}.

Por lo anteriormente expuesto y siendo el maiz
un cultive fundamental para nuestro pafs, se propuso este

trabajo de investigacifn con los siguientes objetivos:

1) Conocer cufles son los tejidos del grano de maiz en -~
donde se ponen de manifiesto los incrementos en carbo-
hidratos solubles,

2) Ihvestigar la concentracifn e identidad de los carbohi
dratos solubles gue se producen durante la germinacisn.

3) Estudiar la concentracibn y degradacifn del almidbn vy
sus componentes en el grano, buscando una relaciBh. con
la produccifn de los carbohidratos solubles.

4) Investigar algunas enzimas relacionadas con la degrada
cifn de los carbohidratos durante la germinaciSn.

5) Buscar similitudes y diferencias bicguimicas entre di-

versos tipos de mafz.



ITI.- MATERIALES Y METODOS

a) Materiales.
Se estudiaron el mafz hibride H28 y las razas -

Dulce de Jalisco y Cristalino de Chihuahua de las colec--

ciones del Instituto Nacional de Investigaciones Agrico--

las (INIA) a guienes se agradece su colaboracidn,

El hibrido H28 es un mafz de color blanco con -
endospermo de tipo crigtalino y se desgarrolla a una alti-
tud de 2000 a 2600 metros sobre el nivel del mar, siendo
recomendado por su resistencia a la sequfa y su capacidad
reproductiva kajo condiciones de temporal. Su ciclo es -
de 120-135 difas en Texcoco ¥ sus alredédores ¥ tiene la -

siguiente genealogfa: (Mich. 21~26X (Mé&x. 39 comp. 1 X -

mich. 21-20~29 2) (Mich. 21l-comp. 1-27-2 X Mich, 21-

comp. 1-7-1} (Aguado et al., 1963).

El mafz Dulce de Jalisco es de color amarillo y

presenta una testa invaginada que le proporciona una carac
teristica especial para poder distinguirlo ficilmente de

otras razasg. B5u nombre deriva del carfcter dulce de los
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granos, Se ha encontrado principalmente en el estadoc de
Jalisco entre 1000 y 1500 metros de altitud aunque cier--
tas modificaciénes de esta raza se encuentran en Sonora -
y Nayarit a 100 metros sobre el nivel del mar., (Wellhau-

sen et al,,1951),

El maiz Cristalino de Chihuahua es de color blan

co ¥ posee un endosperme cristalino, se desarrolla en va--
ricos estados de la Repfiblica, el maiz Cristalino de Apat--~
zingan es de tipo dentado y se desarrolla a 2300 metros de

altitud (Nat, Acad. Bci,, 1954).

b) Germinaci®n.

Las semillas con pesos similares se esteriliza--
ron por inmersifn en una solucibn de hipoclorito de sodio
al 1.5% durante 15 minutos y se germipnaron en la oscuridad

a una temperatura de 30°C (Goldstein y Jennings, 1975).

¢) Carbohidratos solubles.
La extracciBn de los carbohidratos solubles se -
hizo con una solucibén de cloroformo-agua-metanol (4:3:13)

(Shannon, 1968). Los tejidos de un grano se homogenizaron



- 11 -

en un mortero de vidrio con 10 ml de ia solucifn de extrac
cibn, agitindose vigorosamente en un tubo de centrifuga -
durante 5 minutosg, centrifugfindose despufs 20 minutos a -
1500 r.p.m. en una centrifuga clinica. Del sobrenadante =
se midieron alfcuctas de 0.1 ml para hacer las determina--
ciones de carbohidratos totales y para desarrollar la cro-

matografia de intercambio ifnico.

Los componentes solubles totales se determinaron
por el método de fenol sulffirico (Bubois et al.,1956). La
cuantificacifn individual de los carbohidratos se realizé
en un analizador automftico Technicon (Kesler, 1967), en -
el cual la separacidn gse efectfla en una columna comercial
de intercambio iBnico tipo 5 marca Cromo-Beads a 54°C con
un gradiente de Scido bSrico-NaCl (tabla 4 y esguema 1}, vy
los carbohidratos eluidos se hacen reaccionar con una solu
cifn de orcinol al 0.1% en Scido sulftrico al 70% leyé&ndo-
se posteriormente el color desarrollado a 420 nm. Las -
ireas cbtenidas en el registrador y los tiempos de reten--
cifn se comparan con tipos conocidos. Algunos resultados
gse obtuvieron haciendo la separacibn de los carbohidratos
por cromatografia descendente en papel Whatman nfimero 1 -

usando una solucibn de isopropanol-agua (4:1) como eluyen-



- 12 -

te. El reconocimiento de las sustancias problema se hace
comparando con tipos conceidos y aspersifn con reactivos -

diferenciales.

d) Almidén.

A fin de buscar un método para la determinacibn
de aimidbBn que conjugara la prueba rfpida de fencl-sulfGri
co y que pudiera efectuarse sobre muestras pegquefias, se de
sarrolld una metodologia para la extraccibn del almidén v
su posterior hidr6lisis para la determinacifn de glucosa -
por el método de fenol-sulfdrico. E1l método consiste en -
extraer el almid6n total empleando &cido perclbrico al 30%
{(Gaines, 1973), posteriormente se hace una hidrblisis con
dcido clorhfidrico vy la determinacifn de glucosa utilizando

reactivo de fenol-~sulfGrico.

Con el empleo del método de fenol-sulfiirico se -
ahorran muchos pasos de precipitacifn y centrifugaciones -
requeridas para el aislamiento del almidbn; basta una ex—-
traccifn con cloroformo-agua-metanol para guitar los carbo
hidratos solubles en agua y una segunda extraccifn sobre -
la misma muestra usando fcido perclfrico al 30% de donde -

finalmente se toma una alicuota que se trata con 6 ml de -~
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&cideo clorhidrico concentrado diluido l:1 para hidrolizar

el almidbn.

Para ver si otros polimeros como celulosa se ex-
traen con fcido perclérico se tomb celulosa pura y se some
ti6 al mismo tratamiento, observindose gue del total de la
celulosa finicamente pasa el 1.24% a la solucibn perclériéa.
Es importante mencionar gue para la extraccifin con &cido ~
perclbrico algunos autores recomiéndan llevar a cabo pre--
viamente, la gelatinizacién del almidén. Para ver si era
posible excluir este paso en donde por el calentaﬁiento de
la muestra se puede llevar a cabo la hidr$lisis parcial de
otros polimeros diferentes del almiddn, se realiz8 la cro-
matografia en papel de una muestra homogenizada con agua -
y se observd que al eluir con Hcido perclérico al 30%, el
almidbn corrfia muy cerca del frente del solvgnte. Este ex
perimento nog demostrd que no se requilere gelatinizacidn -
8i no que el almidbn puede pasar f&cilmente a la solucién

perclfrica, despufs de la homogenizacifn.

e) Amilosa.
La determinacifn de amilosa se realiz® por medi-

citn de la coloracibn azul gue se produce con el reactivo
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de yodo (Williams et El.,lQ?O), pero yva gue se tiene el ex
tracto perclbrico del almidén, se hace la prueba directa -
sobre una alicuota de dicha solucibn, el m&todo es répido,
asi que no d8 lugar a la hidr6lisis parcial del.almidGn, -
la prueba de la amilosa debe hacerse antes de la medicibn
del contenido de almidén. Despufs de hacer modificaciones
por volumen, el método se puede describir en los términos
siguientes: tomar 25 a 30 mg de muestra, homogenizar con -
fcido perclérico al 30% hasta completar el volumen deseado
{10 ml), tomar una alfcuota de 0.1 ml y colocarla en un tu
bo de ensayo gue contiene 5 ml de HCL 0.1 N y 0.1 ml del -

reactivo de yodo; leer el color desarrollade a 625 nm.

Los resultades obtenidos al medir la cantidad de
almid6bn en una muestra de mafz H28 fueron de 57.3210.82%,
el porcentaje de amilosa para la misma muestra fué de -
24,88 t 1.12% y el contenido de amilopectina obtenido por
diferencia fué de 32.44%. ILos resultados anteriores estin

dados come por ciento en base hfimeda.

£f) Bnzimas.
La actividad de invertasa se detects por incuba-

cifn de un extracto embrionario crudo en buffer de aceta--
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tos 0.1 M pH 4.6 segln el método empleado para medir saca-
rosa después de su inversifn a hexosa (Bergmeyer y Klotz--
sch, 1963). El método se modifich wviendo la hidr&lisis de
sacarosa por la disminuci6bn de intensidad de la mancha ob-
tenidalpéra dicho carbohidrato vy la aparicifn simulténea -
de fructosa después de desarrollar la cromatografia en pa-

pel v revelar con un reactivo de oreinol-HCLl (1:100).

Las amilasas fueron extraidas con buffer de suc-
cinato 40 mM pH 5.0 y su actividad se determin$ por medi--
cifn de la disminucifn del color azul que el almidén produ
ce en presencia de yvodo a 625 nm (Bernfeld, 1955, Blanco E.
1878). Es un criterio generalmente aceptado que por ac---
cibn de calor (70°C,15 min) Se inactiva la enzima beta ami
lasa mientras que la enzima alfa amilasa es estable bajo -
las mismas condiciones (Goldstein y Jennings, 1974). In--
vestigaciones reclientes muestran gue ciertas formas molecu
lareg de alfa amilasa son sensibles al calor (Labanssat, -
1975), Sin embargo, en este trabajo se hicleron experimen
tos para determipnar amilasas antes y después del'tratamieg

to con calor.
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IV.- RESULTADOS

al Carbohidrat;os solubles totales en el grano. !
Con el objetc de obtener una curva estandar‘para
medir la concentracifn de carbohidratos solubles, se toma-
ron diferentes cantidades de glucosa, las cuales se hicie-
ron reaccionar con el reactivo de fenol-sulffirico cbtenién
dose los resultados mestrados en la figura 1; estos valo--
res nos sirvieron para obtener la ecuacifn de regresifn -
mostrada; asf que los resultados obtenidos en las muestras

estarin dados como microgramos equivalentes de glucosa.

La figura 2, nos muestra los resultados obteni--
dos al medir la produccifn de componentes extralibles con -
clorcformo-agua-metanol y polisac&ridos solubles en agua,
durante la germinacibfn del granc de mafz H28. Se puede ob
servar que los niveles de carbohidratos solubles disminu--
yen inicialﬁente, experimentandc un importante incremento
después del sextc dia de germinacifn. Empleando el m&todo
de Shannon, no se encontraron cambios detectables en el -
contenido de polisacfridos solubles en agua, asi gue se de
cidi6 hacer las observaciones posteriores sobre el extrac-

to obtenido con cloroformo~agua-metancl que contiene los -
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carbohidratos solubles en agua.

Para saber cufles son los tejidos del grano de ~
mafz gque contribuyen principalmente al incremento en la -~
produccidn de carbohidratos solubles, ge estudi® el endos-
permo en comparacifn con los tejidos embrionafios a los 3
dfas de germinacifn. La tabla 1, nos muestra el contenido
de carbohidratos solubles en los diferentes tejidos del gra
no de maiz H28, obteniéndose valores m8ximos en los teji--
dos embricnarios, mientras que los valores més bajos se ob

servan en endospermo y cuticula.

b} Identificacifn de los carbchidratos solubles.

Con el okjeto de conocer lé naturaleza quimica -
de los carbohidrates presentes en el embrifn y el endosper
mo de maices no germinados, en comparaciBbn con malces de 6
dias de germinacifn se realiz8 la cromatograffa en papel -
que se muestra en la figura 3 encontrfndose una alta con--
centracibn de sacarosa en el embribn.de mafces no germina-
dog v de seis dfas de germinaciBn, asf mismo se observa -
una mancha de glucosa en el embrifn y el endospermo al gex
to dfa del proceso, mientras que en el endbspermo gin ger-

minar nco se detecta sacarosa.
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Estos resultados se corroboraron utilizande una
columna de intercambio i6nico, empleando para ello un ana-
lizador autom&éico de carbohidratos de la marc¢a Technicon,
segfin el procedimiento que se describe en materiales y mé~-
todos. Las figuras 4 y 5 nos muestran los resultados obte
nidos; se obsgervan picos de glucosa Y sacarosa en el em-—-
bribn, pero no fu& posible detectar sacarosa en el endos--
permo; es interesante observar gque no se detecta maltosa -
en el endospermo afin tratindose de malices germinados; era
de esperarse encontrar niveles elevados de maltosa va que
e Sabe que las amilasas comienzan a actuar desde los pri-
mercs dilas de germinacifbn (Blanco, E., 1978). Con el cbje
to de cbservar la produccibn de maltosa, se utilizaron gra
nos de malz de 3 dias de germinacidn poniende en la colum-
na de cromatografia una cantidad mucho mayor de muestra ¥
chteniéndose los resultados que se muestran en la figura 6
cbservindose picos de maltosa y sacarcosa en el endospermo,
gin embarge, existe una diferencia notable con el conteni-
do de sacarosa en el embrifn. Con el objeto de hacer esta
comparacibn se desarroll8 el cromatograma mostrado en la -
figura 7 a partir del cual se puede concluir que el conte~
nido de sacarosa en el embribn es 10 tantos mayor qgue en -

el endospermo, compar&ndolos en base seca.
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Al hacer la cromatograffa de intercambioc idnico,
se observan picos de r&pida movilidad que bandean junto a
la sacarosa segfin se puede ver en algunos de los cromato--
grama$ presentados; se hicieron pruebas para ver la natura
leza de estos picos encontrindose que el metanol del scl--
vente bandea en dicha posicibBn, posteriormente se encontrd
gque también el alcchol etIlico sale con el mismo tiempo de’

retencidn.

¢) Cuantificacin de los carbohidratos solubles.

La giguiente fase del trabajo consistid en medir
cuantitativamente el contenido de sacarosa y demfs azfica-~
reg solubles gque se producen durante la germinacifn, Se -
" hicileron pruebas para ver si el drea resultante bajo la =
curva obtenida en el registrador del equipo automitico de
cromatografia, era proporcional al contenido de carbohldra
to puesto en la columna. &La figura nfimero 8, nos muestra
uno de los iesultados obtenidos al medir las Sreas del pi-

co de sacarosa.

Previamente al desafrollo del cromatograma de la
figura 8, se hicieron pruebas para observar si la salida -

del pico de sidcarosa se afectaba por la variacidn en la -~
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concentracibn de los otros carbohidratos solubles en la -
muestra, se observd que los tiempos de retencifn de sacare
sa no se afectaban por la variacidn en la concentracifn de
glucosa y fructosa, por lo tanto, se pueden poner muestras
sucesivas para detectar Gnicamente los picos de sacarosa,

los otros carbohidratos solubles se retienen en la columna.

Con objeto de conocer la cantidad de muestra por
centimetro cuadrado del frea bajo la curva graficada en el
registrador, se hicieron varias pruebas obteniéndose los =
resuitados que se presentan en la tabla 2, Se observa que
se necesitan valores elevados de maltosa y fructosa para -
obtener un centimetro cuadrado de 4rea, este reSultadé se
debe probablemente a diferencias en los coeficientes de ex
tinciétn de los productos de reaccibn obtenidos con el reac
tivo de orcinol & al rearreglo molecular de carbohidratos
debido a las condiciones alcalinas del buffer de elucidn,

(Walborg y Lantz, 1968).

d) Carbohidratos solukles en otros tipos de mafz.
Con el fin de comparar algunas variedades en el
contenido de carbohidratos solubles durante la germinacibn

Se hicieron los experimentos mostrados en las figuras 9 vy
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10, utilizando las razas Dulce de Jalisco y Cristalino de

Chihuahua. En ambos casos se cbserva el patrfn ya encon--
trado en maiz H28, respecto al contenido total de carbohi-
dratos solubles en agua; hay una disminucldn inicial segui
da de un importante incremento a partir del gegundo dia de
germinacidn. ﬁl contenido de sacarcsa aumenta ligeramente

en el embrifn de mafz Crigtalino de Chihuahua pero dismi--

nuye en el embrifn de mafiz Dulce de Jalisco. Los niveles

de glucosa y fructosa aumentan en ambas razas siendo la sa

carcsa el carbohidrato soluble mis abundante.

La figura 11, nog muestra la cromatografia de in

tercambio ifnico de una muestra de mafz Dulce de Jallsco;

ge ohserva en la regifn del pico de la glucosa la sobrepo-
sicifn de un carbohidrato gue por su posicifn podria ser -
xilosa, se hizo la cromatograffa del extracto en papel y -
no se comprobd la presencia de xilosa, por otra parte, se

observé que cuando la concetracién de carbohidrato es ele-
vada, los picos tienden a desplazarse hacia el inicio del

cromatograma, es decir que se adelanta la salida de los -
componentes de las muestras, asi gue muy probablemente se
adelant® el pico de glucosa hasta la posicibn de éalida de

xilosa en esta muestra, el frea total mostrada en la figu-
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ra se tomd para calcular el porcentaje de glucosa.

&) Componentes‘no identificados.

Es interesante hacer notar gue en todos los cro-
matogramas desarrollados, tanto con muestras del embribn -
come del endospermo, se observan plcos de baja movilidad -
que salen despufs de la glucesa; no se hicleron pruebas pa
ra la identificacifn de estos componentes; sin embargo, se
observé que la glucosa pura, no importa la marca (Merck, -
Baker & Monterrey), produce picos en la misma posicibn,
Estas observaciones nos hicleron pensar que la glucosa se
oxida en su paso por la columna de cromatografia y se for-
ma probablemente algfin producto de descomposicidn que se -

retiene fuertemente por ser mis polar gque la glucosa.

Se pensS due los correspondientes picos de las -
muestras son probablemente produgidos por la glucosa pre--
sente en esos tejidos, sin embargo, también se observ® que
las muestras de embrifin de cero dias de germinacifn gue no
contienen glucosa, producen el mismo pico caracteristico,
Estas ideas no se demostraron por no ser el objetivo de es
te trabajo, pero podemos afirmar que el tratamiento con -
cloroformo-agua-metancl de las muestras del embrifn, ex—--

trae .componentes de baja movilidad. Se penst gque esos pi-
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cos fuerén producidos por glicerina obtenida por hidrSli--
sis de triglicéridos, pero se vi8 gue este alcohol sale -~
antes de la maléosa excluyé&ndose dicha posibilidad. Las =«
ohservaciones mencionadas en el p&rraﬁo anterior, se mues-—

tran en la figura 12,

£) Carbohidratos solubles totales en embrifn y endospermo
de mafz H28.

Con el objeto de buscar la relacifbn entre la prg
duccibn de carbohidratos solubles en el embrifn y el endog
perme durante la germinacidn, se realizaron las determina-
clones descritas previamente con el hfbrideo H28, La figu-
ra 13, nos muestra los resultados obtenidos. Se observa -
una disminucifn inicial en el embrifn seguida de un incre-
mento despufs del segundo dia de germinacibn, y por obser-
vacifn de las barras gque indican desviacifn estandar, se -
puede pensar que las diferencias encontradas son significa
tivas, en el endospermo se detecta un continuc incremento
desde el inicio de la germinacifn. En cualguier momento,
el contenido de carbohidratos solubles e menor en el en--
dospermo que en el embrifn, calculfndolos como porciento -

en base seca.
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g) Cuantificacibn de azficares individuales en mafz H28.
Con el objeto de medir la produccifn de los prin
cipales carbohidratos solubles del embrifn en maiz H28, se
realizd el experimento mostrado en la figura 14; se puede
chservar un patrén similar al obtenide con mafz Cristalino
de Chihuahua; hay una disminucibn inicial en el porciento
de sacarosa seguida de un incremento a partir del segundo
dia de germinacién. También se observan incrementos conti
nuos de glucesa y fructosa desde el inicio de la germina--
cibn. Contrariamente a lo que acontece en el grano de -
arroz, (Palmiano y Juliano, 1972), el carbohidrato soluble
m&s importante es la sacarosa. La disminuci®fn iniciai en
el porciento de sacarosa que se muestra en la figura 14, -
podrfa ser consecuencia del incremento en el peso del ém-w
bribn, asi que se decidib observar si el contenildo total ~-
de sacarosa experimentaba una disminucifn. En la figura -
15, se muestran los resultados de la figura 14, expresfn-=-

dolos como miligramos de carbohidrato por embrién.

Posteriormente se hicieron determinaciones de -
los niveles de carbohidratos solubles en el endospermo., Se
habia ya detectado la presencia de maltosa y sacarosa. la

figura 16, nos muestra las concentraciones obtenidas, se -
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.puede ver una disminucifn inicial en el contenido de saca-
rosa seguida por un incremento contlinuo a partir del segun
do dfa de germinacifn; los niveles de glucosa, aumentan -
desde el inicio de la germinacifn mientras gque los niveles
de fructosa vy maltosa aumentan a partir del segundo dfa =~
del preoceso., La importancia de estos cambios, en especial

la produccibn de maltosa se discutird m&s adelante.

h) Contenido de sacarosa en diversos tejidos embrionarios.

Para conocer el contenide de gacarosa en losg di=
versos tejidos del embrifn del mafz H28, se detérminﬁ este
carbohidrato por cromatograffa de intercambio ifnico. Los
resultados pueden verse en la tabla 3, obgerv&ndose los va

lores més bajos en la plfmula.

i) Actividad de invertasa.,

Por cbservacifn de los resultados de la tabla 3,
donde se pueden ver bajas concentraciones de sacarosa en -
la plimula y pensando que las enzimas implicadas en la pro
duccibn de hexcsas fueran responsables de hidrolizar la sa
carosa para produéir.glucosa y fructosa, se hicleron expe-
rimentos para detectar actividad de invertasa al inicio de

la germinacién. Utilizando el método de Bergmeyer no se -
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detectd hidr6lisis de sacarosa en la plfimula afin incubando
el extracto.-a 30°C, sin embargo, en el centro del embribn

se obtuvo el reéultado mostrado en la figura 17. Se ob--
servd una disminucibn en la intensidad de la mancha de sa-
carosa a2 medida gue aumenta el tiempo de incubacibn. Se-
gfin se mencion® en materiales yrmétodos, el revelador usa-
do fué€ una solucibn de orcinol~HCl. Se observd que para--—
lelamente a la desaparicifn de la intensidad de la mancha

de sacarosa, ¢omienza a aparecer una mancha de fructosa a
medida que aumenta el tiempo de incubacifn. Se hicieron -
las mismas pruebas utilizando sacarosa pura, se observa -
que la intensidad de la mancha de sacarosa es constante; -
sblamente hasta los 90 minutos de incubacibn aparece una -
mancha de fructosa; este filtimo experimento se realizf pa-
ra excluir la posibilidad de que la fructosa que aparece -~
.en el cromatograma de la muestra sea el resultado de una -~
hidrSlisis no enzimftica de la sacarosa debido a la tempe-
ratura de 50°C v las.condiclones Scidas de la solucifn re~-

guladora de acetatos.

j) Determinacibn de almidfn, amilosa y amilopectina.
Se hicieron pruebas para medir los componentes =~

del almiddén en el embrifn y en el endospermo durante la -
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germinacifn del mafiz H28. La figura 18 nos muestra los -
resultados obtenidos, se puede ver que los niveles de es—=
tos polisaciridos en el embrifn, no cambian notoriamente a
pesar de gue pareg¢e haber una disminucifn en el contenido
de amilosa en el segundc dia de la germinacifn; sin embar-
go, el contenido de almidbn no se modifica. En el endos--
permo el contenido de émilosa permanece constante. Hay -
gin embargo un ligero aumento en el contenide de almidén -
hagta el cuarto dfa y después zse presenta una disminucisn,
Estos cambios no se deben al error experimental & a la va-
riabilidad genética segfin se puede ver por observacifn de

las barras que indican desviacifin estandar.

A fin de observar los resultados expresados como
miligramos de carbohidratos por endospermo y por embribn,
se presenta la figura 19, en donde se puede ver una conti-
nua degradacifn del almidén en el endospermo habiendc una
disminucifn simulténea del contenido de amilosa y amilopeg
tina. En ellembrién por el contraric, se chserva una dis-
minueibn inicial seguida de un continuc incremento después
del segundo dfa de germinacibn, es importante hacer notar
que los niveles de amilosa en el embridn, permanecen cons-

tantes hasta el sexto dfa de germinacifn., Bn el endosper-
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mo se observa por el contrario una disminucibn gradual en

el contenido de este polisacdrido, lo cual era de esperar-
se, puesto que ﬁa sideo demostrada la actividad de alfa-ami
lagsa en este tejido durante la germinacibn; perco ¢por qué

los niveles de amilosa son constantes en el embrifn? ¢no

existe actividad de amilasa y ?or lo tanto, 8ste polisacé-
ride no se degrada? ¢Hay degradacifin vy formacifn simults-
nea, de tal manera gque gu velocidad de formacibn es igual

a su velocidad de degradacifn y asi los niveles permanecen
constantes durante la germinacién? A fin de responder es
tas preguntas se llevaron a cabo mediciones de actividad -
de amilasas, teniendc como antecedente el reporte de gue ~
la actividad amilolftica total se incrementa en gxano ente
ro a partir del primer dla de germinacifn (Blanco, E., -

1378).

k) Actividad de amilasas.

Con objeto de conocer gi existe actividad de ami
lasas en el embrifn, se realizf el experimento mostrado en
la figura 20, en donde se puede ver que la actividad de a-
milasas del embrifin es tan importante como en el endosper-—
mo durante los primeros dfas de germinacibn, a pesar de -

las diferencias en tamafio, pero despu&s del cuarto dfa dis
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minuye la actividad en el embrifn mientras que en el endos
permo continfia increment@ndose. La misma figura, nos mues
tra una actividad de amilasas similar en el embrifn y el ~

endospermo a los dos dfas de germinacidn,

Para conocer cual es la actividad de amilasas en
el primer dfa de germinacibn en ambos tejidos, ¥ con el ~
fin de diferenciar por el proceso de sensibilidad a la tem
peratura, se desarrcllaron los experimentos mostrados en -
las figuraé 21 y 22, Previamente se habla detectado que ~
los extractos de endospermo obtenidos con buffer de succi~
nate 40 mM de pH 5.0 contienen almid®n, mientrasgs gue los
extractos obtenidos del embrifn no producen coloracilbn -
azul con yodo, estas observaciones nos hicleron pensar gque
la actividad de amilasas es mayvor en el embrifn gue en el
endospermc en el primer dia de germinacifn o que la presen
cia de almiddn en los extractos endospérmicos se debe a su
elevada concentracifn en este tejido. La figura 21, nos ~
muestra los resultados obtenidos en el endospermo., Se ob-
serva que no existe actividad de amilasas en el primer dfa
de germinacibn. La actividad de amilasas estables al ca--
lor se incrementa continuamente desde el primeroc al quinto

dia de germinaci®n y despufs experimenta una disminucién -
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importante. Las amilasas sensibles al calor presentan va-
riaciones durante la germinacifn observéndose valores mini

mos entre el cuarto Yy quinto dfa del proceso y despufs au-

mentan su actividad.

La figura 22, nos muestra 105 resultados obteni-
dos en embribn. Las actividades de amilasas estables y -
sensibles al calér tienden a aumentar desde el inicio de -
la germinacifn, Es importante cbservar que la actividad -
totalrde amilasasres mis alta en el embrifn a los dos dias

de germinacibn pero a partir del segundo dfa del proceso -

‘predomina la actividad de amilasas en el endospermo, En -

ambos tejidos es mayor la actividad de amilasas estables -

al calor.
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V.~ DISCUSION

a) Niveles de carbohidratos solubles.

_Las observaciones de la figura 2 y la tabla 1, -
en donde se puede ver un importante incremento en el conte
nido de carbohidratgs solubles en agua, encontrindose las
concentraciones mis elevadas en los tejidos embrionarios,
nos permiten pensar en la existencia de una gran actividad
metab&lica que se traduce en el crecimiento de una nueva -
planta. Adem&s podemog pensar en un efecto importante de
presidn osmStica en el granc de mafz durante la germinacién,
puede decirse qué es el embrifn en donde aparece principal
mente este incremento de presifn, la cual es generada por
ia produccibn de componentes solubles en agua siendo gluco
sa y sacarosa los principales carbohidratos implicados en
el proceso, Las concentraciones de carbchidratos solubles
en agua del endospermo y cutlcula son baétante bajos; pues
to gue estos tejidos del grano no est8n destinados a cre--
cer, si no gque al contrario, su peso disminuye considera~-
blemente durante los primeros seis dfas de germinacibn, se
puede sugerir que la elevada produccibn de carbohidratos ~
solubles que aparecen durante la germinacifn es propia de

los tejidos en crecimiento.
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Eg interesante observar en la figura 3 la pre—---~
sencia de glucosa y sacarosa en embridn de malz H28 de -
seis dias de gefminaci6n, pero tambi&n es importante men--
¢ionar que no se detecta maltosa. Se esperaba encentrar -
eske filtimo disacfirido en el embrién debido a la actividad
de las amilasas sensibles al calor. Estas enzimas se iden
tificaban como beta amilasas cuyo producto de reaccifn es
maltosa (Goldstein y Jennings, 1975, Mayer y Poljakoff, -
1975}, pero la ausencia de este disaclride en el embrifn,-
nos permite pensar en que un importante proceso de hidréli
sis de maltosa se encuentra funcionando en el grano de -
malz durante la éerminacién; que el procesc sea endospérmi
co 6 embrionaric no se dilucidb en este trabajo; sin embar
go se puede mencionar a partir de los resultados obtenidos
en esta investigacibn, gue la existencia de maltosa difie-
re de la existencia de almidfn y sacarosa en que el primer
carbohidrato es endosp&rmico mientras gue los doé Gltimos

se detectan en el embrifn y en el endosperme (figuras 15 y

16).

Para dar un grado mayor de generalizacifn a las
observaciones hechas con anterioridad, se decidif estudiar
la produccibn de carbohidratos solubles en diferentes ra--

zas de maiz, por tal motivo, se desarrollaron los experi--
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mentos mostrados en las figuras 9 y 10, empleando embrio--

nes de las razas Dulce de Jalisco y Cristalino de Chihua--

hua; encontrindose también que el principal carbohidratc -
.soluble del embribn es sacarosa, cuyos niveles se determi-
naron durante la germinacifn siendo del 15% aproximadamen-—
te al inicic del proceso. Sé encontrS también gue el por-
centaje de glucosa aumenta continuamente desde el inicio ~
de la germinacifn y teniendo en cuenta gue durante la ger-
minacibn las c&lulas é&brionarias se van diferenciando con
tinuvamente para dar lugar a la formacifn de nuevos tejidos
podemos proponer con clerto grado de generalizacifn que la
aparicifn de glucosa en el grano de maliz puede ser un Indi
c¢e apropiadc de diferenciacifbn celuylar. Ademis se puede -
tambi&n decir que el principal carbohidrato solubie en el

~grano de malz es sacarcsa y su localizacibn es embrionaria.

b) Sintesis y degradacitn de la sacarosa.

En el hibrido H28 se realizaron los experimentos
mostrados en la figura 13 a partir de los cuales se puede
concluir gue tanto en el endospermo come en el embrifn hay
un incremento continuc en el contenlido total de carbcohidra
tos solubles en agua, pero siempre es mayor el contenido -

de carbohidratos solubles en el embrifn durante la germina
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citn tal como se habfa visto va en la tabla 1 discutida -
con anterioridad. Las figuras 3, 4 y 5 revelan que existe
una importante aiferencia en el contenido de sacarcsa en--—
tre el embrifn y el endospermo de malz H28, -Puede afirmar
se que el contenido de sacarosa del embribn es mucho mayor

gue el del endospermc, perc ademis de sacaroga hay produc~

cifén de glucosa en ambos tejidos. Ahora bién, ide dbnde

|

proviene la glucosa del embrifn? -Sabemos que durante la
.germinacidn del granco de mafz hay un incremento continuo -
en los niveles de este carbohidrato, tal como se muestra -~
en la figura 14; esta glucosa puede provenir del endosper-
mo ¢ producirse en el embrifn a partir de la sacarosa gque

se encuentra en grandes cantidades segfin ya hemos visto' -
con anterioridad. BEn la figura 14, también se muestra que
los niveles dé sacarosa experimentan una disminucidbn en -
los primercs dfas de germinacifn, lo cual sugiere la exis-
tencia de un proceso de degradacibn de sacarosa. Esta su-
gerencia puede hacerse también por observacibn de la figu-
ra 15, en donde se presentan los resultados expresfndolos

como miligramos de carbohidrato soluble por embrifn.

Por lo tanto, se hicieron pruebas para detectar

actividad de invertasa al inicio de la germinacidn. El ex
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perimento mostrado en la figura 17, nog permite confirmar
la existencia de esta actividad enzimftica al menos en el
primer dfa de germinacidn, pero ademfs es importante obser
var que después del segundo dfa del proceso, el contenido
de sacarcsa por embrifn se incrementa en relacidn con los
niveles iniciales (figuras 14 y 15); esta observacifin per-
mite hacer la siguiente sugerencia: sl la actividad de in-
vertasa no cambia durante la germinacifn, en las etapas in
termedias del proceso-parece que hay un predominic de la ~
formacién de sacarosa sobre su degradacifn. En otras pala
bras, a partir del segundo dfa de germinacifn parece que -
existe un interesante fenfmeno de produccifn de sacarcoga =
en el embrifn del maiz H28, este fenbmeno podria continuar
hasta el cuarto dia de germinacifn a partir del cual podrfa
ser constante vy entonces seria poéible proponer gue la ve-
locidad de sintesis de sacarosa es igual a su velocidad de

dégradacién en las etapas finales de la germinacién.

Como se detect6 una importante actividad de inver~-~
tasa en el primer dfa de germinacibn (figura 17), pode-
mos ademfs hacer la siguiente sugerencia, la glucosa produ
c;da en el embrifn puede provenir en parte de la sacarosa

que estd en ese mismo tejlido y la importante disminucifn =
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en los niveles de sacarosa en las primeras etapas de germi
nacisn se podria originar parcialmente debido a la activi-
dad de invertasé en el embribdn Zcudl es la razén por la -
cual se produce glucosa desde los primeros dias de la ger-
minacibn?, probablemente los tejidos embrionarios en for--
macibén requieren un substrato mis ficilmente utilizable, -
la obtencibn del cual se puede generar répidamente por ac~

cibn de la invertasa.

Ahora bién, ¢de dbnde proviene la sacarosa que -
se forma en el embrifn?. Sabemos que los niveles de este
carbohidrateo en el endospermc son bastante bajos y que la
sintesis de sacarosa ha sido demostrada en el embribn de -
varias semillas (lLeloir, 1953, Edelman, 1959 y Delmer, -
1972)., Tambifn se sabe que la sacarosa puede provenir de
log l1lipidos (Beevers, 1961). El aumento de sacarosa al -
cuarto dfa gque se observa en la figura 14, corresponde con
las observaciones de que la malato sintetasa y la isocitra
tasa tienen un aumento de actividad al cuarto dia de germi
nacifin en el escutelc de malfz (Longo y Longo, 1970). Con
base en estas ideas podriamos sugerir que el sitio princi-
pal de sintesis de sacarosa en el grano de malz es embrio-

naric.
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c) Transporte de carbohidratos solubles.

También es posible pensar en la existencia de un
impoftante proceso de transporte de carbohidratos solubles
del endospermo al embribn; este procego se puede iniciar ~
en los primeros dfas de germinacitn v si bien es clerto -
que este trabajo no demostrd la existencia del fendmenc, -
la observacibn de que los niveles de carbohidrato soluble
son bajos en el endospermo, afin en los granos de mafz de -
seis dfias de germinacibn, parece Indicar gue de alguna ma-
nera los carbohidratos solubles en agua que se producen en
" el endospermo contribuyen al incremento en el peso del em~
bridn. En otros té&rminos, la elevada actividad de amila--
sas debe producir material‘que pasa del endospermo al em--
bribn, puesto gue en todos los estadios de 1la germinacibn,
se observan niveles bajos de carbohidratos solubles en el
endospermo, (figura 16). Adem&s, los datos de la figura -
20 indican que la actividad de amilasas es baja en los pri
meros dfas de germinacifin y aumenta a partir Qel segundo -
dfa del proceso y por observacibn de los granos germinados
se sabe que al segundo dfia de germinacibn existe un consi-
derable incremento en el peso del embrifn tal como se ve -

en las figuras 9 y 10.
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Por otra parte, el transporte de polisac8ridos -
del endospermo es improbable, debido al peso molecular de
dichos componenfes ¥ la mayor parte del crecimiento del em
brifn se tiene que realizar a expensas del endogspermo: -
pues bien, si la produccifn de carbohidrato soluble es al-
ta en este tejido, debido é la actividad de las amilasas -
y log niveles de estos carbohidratos solubles son bajos ég_
glin se puede ver en la figura 16 entonces lo m&s probable
es que se movilicen ripidamente hacia el embri®n para uti-

lizarse en el crecimiento de la pl&ntula.

d) SiIntesis y degradacién de almiddn., Localizacifin em——-
brionaria de amilasas.

El siguiente aspecto que se tocS en esta investi
gacibn, fué la relacibn existente entre los niveles de po-
lisaciridos y la actividad de las enzimas que los degradan.
Las figuras 18 y 19 nos muestran los resultados obtenidos
al medir los niveles de estos polisaclridos gxpfeséndolos
como porciento en base seca y en miligramos de carbohidra-
to por grano individual. En la figura 19 se observa una -
disminucifn en la cantidad total de almidfn en el endosper
mo; no asi en el embrifn, en el que se presenta un fenbme-

no interesante de disminucibn inicial, seguida por un im--



portante incremento después del segundo dfa de germinacifn;
com® se supone gue el transporte de almidfn desde el endos~
permo hasta el embribn es improbable, debilido a su alto peso
molecular, se puede sugerir gue sus niveles en el embriSn -

aumentan debido a formacifn por sintesis de novo.

Otra observacifn interesante respecto a los nive-
les de estos polisaciridos es que el contenido total de ami
losa por embribn es constante durante la germinacibn: se ha
demostrado gue la enzima alfa amilasa se produce en el escu
telo v su principal sitio de accibn es en el endospermo, -
mientras que la enzima beta amilasa se encuentra preformada
en este ltimo tejido afin en semillas latentes (Dure, 1960).
Se puede establecer ahora la sigulente pregunta: <chay de--
gradacitn de almidbn en el embrifn 6 es este fenfmeno exclu

sivo del endospermo?

La figura 20, nos muestra los resultados obteni=~-
dos al medir actividades de amilasa en el embrién y en el -
endospermo; se observa un importante incremento en esta ac-
tividad enzim&tica en ambos.tejidos, pero la actividad de -~
amilasa en el embrifn disminuye después del cuarto dia de =
germinacifn, sin enbargo el contenido de almidén aumenta a -~

partir del segundo dfa del proceso {figura 19), afin cuando
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existe actividad de amilasas, por lo tanto, podemos suge—-
rir que al mismo tiempo que el almidbn se esti degradando
en el embribn, éambién existe un proceso de formaci®én de -
almidén simulténeo, por el cual tambi&n los niveles tota-—-
les de amilosa en el embrifn podrfan permanecer consténtes
{figura 12), en otros términos, parece que las velocidades
de sintesis y degradacifn de amilosa en el embrifn son si-~

milares durante la germinacifn.

Una vez obtenidos los resultados que se muestran
en la figura 20, se realizaron experimentos para conoger -—
cuales son los principales tejidos del embrifn gque contri-
buyen a su elevada actividad de amilasas, para lo cual se
tomaron granos de mafz de 6 dfas de germinacifn, observin-
dose que las plfimulas no poseen esta actividad enzimftica
mientras que el escutelo presentf una actividad de -
1.11 ¥ 0.135 miligramos/min/escutelo; pudiendo decirse a -
partir de esta informacibn, gue la actividad de amilasas -
radica fundamentalmente én el centro del embridn (escutelo
y eje embrionario) el cual es tambi8n el tejidec en donde -

se detectd actividad de invertasa tal como se muestra en -

la figura 17.
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Tal como acontece con la actividad amilolftica,
se localiz$ el almidfn en el centro del embribn ¥ norse de
tectarcn cantidades apreciables en la plGmula; este era el
resultado esperado va que no parecerfa lbgico gque existie-
ra actividad amileolftica en un tejido que no contiene almi
dén, El almidén y la sacarosa presentan un comportamiento
similar porgue sus niveles disminuyen en el embrién duran-
te los primercs dfas de germinacifn, pero difieren porque
el almidbn se encuentra ausente de la plfimula mientras que
la sacarosa se detecta en cantidades apreciables‘en este -
tejido. Suponiendo que este comportamiento se debe a 'que
la sacarcsa o sus componentes Se translocan desde el cen--
tro del embrifn hacia la plfimula, mientras gue la amilosa
no se moviliza debido a su peso molecular elevado, podemos
decir gue el presente trabajo muestra la posible existen--
cia de un proceso de sintesis de novo de almidfn en el em~

bribn.

La aparicién de actividad de amilasas despufs -,
del primer dia de germinacibn en el endospermo se explica
'sabiendo qgue la produccifn de alfa amilasa es por medic de
un mecanismo de sintesis de novo {Filner y Varner, 1967).

Sabemos que este fenfmeno es relativamente lento porque se
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necesita el desarrollo de todo el sistema reguerido para -
la sintesis de proteinas. En el embrifn, por el contrario
la aparicibn de actividad de amilasas se inicia réipidamen—
te; pérece ser entonces gue el mecanismo de liberacifn de

amilasas en el embrifn ¥y en el endospermo es diferente y -
que probablemente la actividad de amilasas en el embrifn ~
no se realice por sintesis de novo, siendo probable que la
imbibicifn permita la liberacifbn de enzimas preformadas, -
lo cual l1llenaria el reguerimiento del embrifin para la pro-
duccibn r&pida de carbohidratos solﬁbles utilizados en las

primeras etapas de su crecimiento.

e) Produccibn ri3pida de carbohidratos solubles en el em--
bribn. '

Los datos de las figuras 21 y 22 implican que la
velocidad inicial de produccibn de carbohidratos sclubles
en el endospermo es menor gue en el embribn, y parecerfa -
que al inicic de la germinacifn, este tejide hidroliza sus
propios carbohidratos de reserva para dque pueda crecer la
nueva pl&ntula. Al hacer la extraccibn de amilasas con so
lucifn reguladora de succinato 40 mM se puede demostrar -
una elevada concentracifn de almidbn soluble en el endos--

permo, mientras que los extractos embrionarios no contie~-
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nen almidén. Estos datos permiten pensar gue la alta con-
centracién de almiddn gue se detecta en los extractos en--
dospérmicos se debe a la elevada concentracifn de almidén
almacenado en este tejido (figuras 18 y 19), o que la acti.
vidad de amilasas del embrifn es mayor que la actividad -
de amilasas del endospermo en los primeros dlas de germina
¢cibn, por tal motive, el almidér del endospermo no se de--
gradaria ripidamente y seria posgible detectar su presen---
cia en los extractos enzimiticos, mientras que en el em—--
brifn, el almiddn se podrfa hidrolizar rfipidamente. Las -
figuras 21 y 22 nos muestran gue en el primer dia de germi
nacién no se detectf actividad de amilasas en el endosper-
mo, mientras que la actividad de amilasas del embrién exls
te en niveles apreciables, adem8s se puede ver gue en el -
segundo dia de germinacifbn la actividad de amilasas en el
embrifn es mayor que en el endospermo, este comportamiento
esté& en contraste con la mayor actividad de amilasas en el
endospermo durante las etapas finales de la germinacifn.
Parece ser gue estos experimentos sugleren la existencia -
de un mecanismo inicial de produccifn de carbohidratos so~
lubles para que el embrifn puéda crecer en las primeras -~
etapag de germinacifn, este mecanismo serfa embrionario ¥y

se establecerfa antes gue el sistema amilolftico para la -
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degradacibdn del almidSn en el endospermo alcance su miximo
desarrollo. Podemos sugerir entonces gue la produccidn de
carbohidrato soluble en el endospermo es un evento tardio

durante la germinacil®n.

f) Posible hidr6lisis enzimitica de la maltosa.

Una observacifn respecto a las grificas 21 y 22,
es que después del quinte dia de germinacifn hay una impor
tante disminucidn en la actividad de amilasas estables al
calor, mientras gue la actividad de las amililasas sensibles
al calor se incrementa después de dicho pericdo. La pre--
sencia de estas enzimas es congruente con la existencia de
maltosa en el endospermo, en otras palabras si suponemos -
que una fracciﬁn de las amilasas sensibles al calor (beta
amilasa) producen maltosa, entonces la existencia de malto
sa en el endospermo a partir del segundo dia de germina---
cifn se explica por la presencia de amilasas sensibles al
calor. 8Sin embargo en el embrifn a pesar de gue existe un
incremento en la actividad de estas enzimas no se detectd
maltosa, por lo tanto es posible suponer la existencia de
un importante proceso de hidr6lisis de maltosa en el em—--
brifn. La actividad de maltasa se ha demostrado en el en-

dospermo (Mayer, 1975), lo cual es congruente con
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los niveles bajos de maltosa en este tejido y existe asi--
mismo una importante produccifn de glucosa (figura 16).

Entonces, si bien es cierto que el presehte trabajo no de-
mostrf la existencia de maltasa en el grano de malz permi-
te suponer sin embargo la existencia de esta actividad en-

zimdtica en el embribn.

En resumen, los resultadecs anteriorés parecen in
dicar gue existen eventos propiamente embricnarics fntima-
mente relacionados con la produccifn de substrato disponi-
ble para gue el embrifin se pueda desarrollar en.los prime=
ros dfas de germinacifn; es decir, la disminucifn en el -
contenidec de almidén v sacarosa en los primerbs dias de -
germinacitn en el embrifn, podrla tener el fin de propor--
cionar carbohidrato. soluble para que el embrifn se pueda -
desarrollar antes que la actividad de amilasas del endos--
permo se desarrcolle completamente, en esta forma el creci-~
miento del embrifn %e podrfa llevar a cabo desde los pri--
meros dias de germinacibn y asi el proceso ya iniciado no
se detendrla porque si el endospermc nc estuviera prepara-
do para proporcionar substrato utilizable en los primeros

dfas de germinacién, el embrifn proporcionarfa los mate---



riales regueridos para su propic crecimiento.
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e)
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Durante la germinacibn, el grano de malz experimenta -
un importante incremento en la concentracifn de carbo
hidrdtos solubles.

La mayor ¢oncentracifn de carbohidratos solubles se lo
caliza en los tejidos embrionarios y parece que es prg
pia de las partes en crecimiento.

El principal carbchidrato soluble al tercer dIa de ger
minacifn es la sacarosa, siendo su concentracifin 10 ve
ces mayor en el embribn gue en el endospermo. Tambign
se detectt fructosa en el embrifn y el endoépermo, pe-
ro el disac8rido maltosa finicamente se encontrf en el
endospermo.

Los niveles de glucosa en el embridn se incrementan =~
constantemente desde el inicio de_la.germinacién y pa-
recen proporcionar un Indice apropiado de diferencia~-~
cién celular.’

Existe una importante actividad de invertasa en el em-
brién al inicio de la germinacifn, asi gue, la glucosa
detectada en ese perfodo podrfa provenir parcialmente
de la degradacibn de sacarosa.

Se propone la existencia de un fenbmeno de sintesis y
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degradacién de sacarosa en el embrién. Parece que e--
xisten 3 estadios en la germinaci®n del grano de mafz:
en el primero de ellos (hasta el segundo dfa de germi-
nacidn) parece gue hay. un predominio de la degradacifn
de sacarosa; en el estadic intermedio (del segundo al
cuarto dia de germinaci®n) parece que predomina la sin
tesis sobre la degradacifn v en las etapas finales del
proceso es posible gue la velocidad de sfntesis gea -
igual a la velocidad de degradacibfn de sacarosa,

De los datos experimentales se deduce que existe trang
porte de carbohidratcs solubles desde el endospermo al
embridn,

Existe una importante actividad de amilasas tanto en -
el embrifin como en el endospermé durante la germina---~
cifn

Los niveles de amilosa en el embrifin son constantes du
rante la germinacidn, mientrasg que el almiddn disminu~
yé inicialmente y luego se incrementa a partir del se-
gundo dfa del proceso., Si a pesar de la gran activi--
dad de las amilasas, los niveles de almidbn se incre--
mentan en el embrifn, se puede deducir qué existe un -
mecanisme de sintesis de almidBn en ese tejido,.

Un corolario de la anterlor afirmacibn es gque la velo-
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cidad de sintesis de amilosa en el embrifn podria ser
igual a su velocidad de degradacidn, peor lo tanto, el
incremento en los niveles de almiddn se podrfa deber -
a la formaciftn de amilopectina.

En determinadas etapas de la germinacifn, entre los te
jidos embrionarios, el centro del embrifn contiene la
m8xima ¢concentracifn de almidén, la m&xima actividad -
de amilasas y la méxima actividad de invertasa.

En el embridn parece que existe un mecanismo inicial -
para la produccifn de carbohidratos solubles, los cua-
les pueden formarse a partir de almiddn y sacarosa.
Por otra parte, no se detectd maltosa en el embridn a
pesar de -la existencia de enzimas sensibleg al calor;
estas observaciones parecen indicar que la glucosa pro
veniente de la sacarosa y del almiddn embrionarios pro
porcicna la energia requerida para crecer en las prime
ras etapas de la germinaci®n, probablemente hasta que
el mecanismo endosp&rmico para la degradacitn del almi
dén se encuentre proporcionando los carbohidratos solu

bles requeridos para el crecimiento del embridn.

A continuacifn se presentan algunas de las prin<=

cipales sugerencias obtenidas, a fin de intentar localizar
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las esquemfticamente en log diferentes tejidos del grano -

de mafz.

éMBRwN _
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4 dexirinas™ pjmidon

///

Peoteasas

|
Lipidos :,//.:51 S Maltoso p amilasag
Qacardsd _, Feoutosod 1 Almidsn

Malteso.

Fructosa ‘
Glucosa ¢ amilasa
Sacavosa — T ole ostc.&ﬁdos '
: extrinos
Copa de ENDOSPER MO 3 .
Aleurona, N e— :

Hip6tesis de la movilizacifn de carbohidratos que podrfa -
estar ocurriendo durante la germinacibn del grano de mafz.
La presencia de log componentes quimicos representados ha.
gido demostrada. Hay algunas interrocgantes sin embargo, .
respecto a las flechas que indican formacibn y transporte
de enzimas y carbohidratos, El presente trabajo suglere -
que los eventos embrionarios de formacibn de glucosa apare
cen primerc en embribn gue en el endospermo aundque la pro-
duccibn de carbohidratos solubles posteriormente es mayor
en este Gltimo tejido.
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TESIS CON
VII.~ PERSPECTIVAS FALLA DE ORIGEN

El trabajo realizado proporciona muchas sugeren-

cias en relacifn con fenfmenos que no se conocen detallads
mente en el degarrollo de la germinacifin, log cuales se po
drfan confirmar utilizando diversas metodologlfas, Una de
las invesfigaciones més importantes serfa la demostracifn
del proceso de sintesis de almiddn en el embridn, utilizan
do isbtopos radicactivos; el experimento podrfa realizarse
incubande el embrifn de malz en presencia de sacaroaa-ldc
y observando la incorporacifn de radiocactividad en el almi
dén embrionario, este planteamiento supone la uﬁilizaci&n
de sacarcsa., 8i la formacibn embrionaria de almidén re---
gulere monosaciridos & maltosa, el experimenﬁo se podria -

realizar germinando el embrifn en presencia de glucosa-14c

fructosa—14c & maltosa 140.

Los resultados obtenidos en este trabajoc con sa-
carosa y almiddn respecto a su degradacién embrionaria en
las primeras etapas de la germinacifn, podrian ampliarse -
a otrés carbohidratos; serfa conveniente por ejémplo, estu

diar la velocidad de hidrb6lisis de maltosa en el embrién.
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Tal come acontece con la actividad de las amilasas, se es-
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perarfa encontrar una importante actividad de maltasa en -
los primeros diés de la germinacifn. Si se encuentran re-
sultados similares, se confirmarfan las ideas expresadas -
previamente en relacifn con el metabolismo de los carbohi-
dratos vy de acuerdo con las cuales el embriin es esencial-
mente catab8lico en los primeros dias de germinacifn. En
lugar de medir niveles de carbohidratos y actividades enzi
miticas, tal como se realizb en la presente investigacién,
otro.enfoque de utilidad podrfa ser la cbtencibn de extrac
tos enzimiticos e incubacifn en presencia de maltosa, saca
roga y almidén para ver la velocidad de produccifin de glu-

CoSa.

Otrc de los resultados obtenidos es la presencia
de actividad amilolftica en el embrifn; esta actividad en-
zimftica es tan importante come en el endospermo durante -
los cuatro primeros dfas de germinaci®n. La actividad de
amilasas ha sido ampliamente estudiada en el endospermo, -
perc en el embrifin reguiere m&s investigacifn. Este traba
jo plantea la necesidad de investigar si el mecanismo de -
liberacifn de amilasas en el embrifn es diferente gque en -

el endospermo ¥ si la aparicifn de esta actividad enzim&ti
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ca requiere la sintesis de protefnas. Los experimentos en
caminados a la solucilén de este problema podrian realizar-
se utilizando alfa-amanitina & actinomlcina-D que inhiben
la transcripcifn } si el incremento de actividad se origi-
na a un nivel post-transcripcional, podrian emplearse inhi

bidores como cordicepina o ciclcheximida.
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Figura 3.- Cromatografia en papel de carbohidratos so--
lubles. El método empleado consiste en elulr los carbo-
hidratos con isopropanocl-agua (4:1), el revelador emplea
do para sacarosa es un reactivo de orcinol-HC1l (0) y el
revelador de glucosa es ftalato de anilina (FA). Entre
paréntesis se indica el tiempo de germinaci®n en dfas.
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TEJIDO % EN BASE SECA

1.- Rafz principal 34.73 (2 0.41)
2,- Ralces adventicias = . 59,18 (t 4,32)
3.- PlGmula 27.57 ¢ 0.16)
4.- Escutelo | 18.56 (¥ 4.30)
5.= Endogpermo 5.2 (t 1.10)
6.- Cuticula 5.00 (t 0.89)

Tabla 1.~ Medida de carbohidratos solubles en diferentes
tejidos del grano de malz H28 a los 3 dias de germina—--
¢ibén. Las determinaciones se realizaron por el mé&todo -
de fenol-sulffirico; los nfimeros entre paréntesms son des

viaciones estandar.




Carbohidratos
solubles

Fructosa
Maltosa
Sacarosa
Glucosa

Microgramos
por cm2

6.24 (£ 1.19)
2.06 (¥ 0.55)
3.11 (X 0.06)

1.88 (¥ 0.44)

I+

carbohidratos solubles.

Tabla 2.- C8lculo de.la cantidad de microgramos de carbo
hidrato por centimetro cuadrado de Area obtenida en el -~
registrador del equipo automitico de c¢romatografla para
-Los nfimeros entre paréntesis in
dican desviacifn estdndar de tres repeticiones.




Tejido $ de sacarosa
plimula 6.23
Epicbtilo 11.88
Centro del

embrifn ' 15.46
Rafces ' . 15,18

Wébla 3.- Contenido de sacarosa en diversos tejidos em—--
prionarios de malz H28, 6 dfas de germinacifn. Los resu
tados se reportan como porciento en base seca.




Presifn: 250 psi
Flujo: 1.0 ml/min
Altura de la columna 75 cm
Temperatura de la

columnas: 54°C -
Temperatura del hafio

de reaccifn: 85°C

Resina: §-Cromo Beads-Technicon
Reactivo: Orcinol al 0.1% en H,50,; al 70%
Fuerza ibnica inicial: 0.003562

Fuerza ibnica final: ' 0.330070

Soluciones stock para

formar el eluyente:

Solucidn I.~ Beido bérico 0.1 M pH 8 fuerza iBnica 0.005562
" II.- Acido bdrico 0.1 M, NaCl 0.05 M pH 8

fuerza i6nica 0,055562

" IIT.- Acido bbrico 0.1 M, NaCl 0.1 M pH 8

fuerza idnica 0.105562

" IV.~ Acido hbrico 0.2 M pH 8 fuerza ifnica 0.130070
v V.~ Acido bbrico 0,2 M, NaCl 0.2 M pE 9.5 '

Eluyente:
Cémara L.— 50
" 2.- 50
"oo3.- 25
de

ml
ml
mj
la

fuerza ifnica 0.330070

solucitn I, fuerza ifnica de 6.005562
golucldn I, fuerza ifnica de 0.005562
golucibn I + 25 ml solucibn II, fuerza iSnica
mezcla 0.030562

" 4.~ 33.3 ml selucibn IITZ + 16.7 ml solucidn IV, fuerza
ifnica de la mezcla: 0.074130

" 5.~ 25

de

‘v g, 25
de

" 7.- 25

de

" 8.~ 50

" 9.~ 50

ml
1a
ml
la
ml
la
ml
ml

solucifn IV + 25 ml solucibn V, fuerza ibnica
nezela: 0.131366

solueibn IV + 25 ml solucisn V, fuerza ifnica
mezcla: 0.131366

splucidn IV + 25 ml solucidn V, fuerza ibnica
mezcla: 0.1313686

solucibn V, fuerza ifnica de 0.330070
solucidn V, fuerza ifnica de 0.330070

Takla 4.~ Condicicnes de trabajo del analizador automftico de -
carbohidratos marca Technicon. Las 9 cdmaras que forman el gra
diente, estln dispuestas segfin el esguema adjunto.
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