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RESUMEN

La germinacion es un proceso que se inicia con la toma de agua por la semilla y
culmina con la salida de la radicula, durante este periodo debe ocurrir una primera
movilizacion de reservas tanto en el tejido que dara lugar a la nueva planta como en
los tejidos mas proximos, que en el maiz son el eje embrionario y el escutelo
respectivamente. Posteriormente a que la radicula emerja, comenzara la hidrélisis de
las reservas almacenadas en el endospermo, segunda etapa de movilizacion.

Pocos estudios se han realizado respecto a la movilizacion temprana de
carbohidratos, por lo que con la finalidad de contribuir al conocimiento en este
proceso, decidimos medir a lo largo de la germinacién los contenidos de glucosa,
fructosa y sacarosa y la actividad de las invertasas acidas, enzimas que al hidrolizar
sacarosa ya sea en la pared celular o en la vacuola, ayudan a establecer gradientes
de carbohidratos, los cuales favorecen la atraccion de carbono a las células para su
crecimiento. Adicionalmente, se conoce que la expresion de la enzima es modulada
por carbohidratos, por lo que en el presente trabajo se determiné el efecto que
producia la imbibicion de tejido embrionario en carbohidratos tanto en su actividad
como en el contenido de carbohidratos solubles.

Se encontré que durante las primeras 8 h de la germinacion, la sacarosa tanto del eje
embrionario como del embridn se reduce alrededor del 60%. Lo que coincide con la
activacion de la invertasas acidas a ese tiempo. Conforme procede la germinacion el
eje sigue degradando sacarosa hasta llegar a un contenido residual del 5%, mientras
que el embrién a partir de las 24 h comienza a sintetizar sacarosa a partir de la
movilizacion de sus reservas de lipidos. Durante el periodo post-germinativo (24 h en
adelante) ambas invertasas acidas aumentan, lo cual indica que el tejido esta
demandando nutrimentos. Por su parte, el embridn si presenta un aumento gradual
de sus invertasas acidas durante el periodo post-germinativo, pero siempre se
encuentra en actividades menores que las encontradas en el eje, lo que correlaciona
con que es un tejido que se encuentra sintetizando de manera activa la sacarosa y
que la exportara al tejido demandante.

Se obtuvieron las Km de las invertasas y encontramos que se encuentran en valores
similares a los reportados en la literatura, de 0.7 mM para la de pared celular e
identificamos dos formas de enzima vacuolar en el embriéon, con Kms de 0.4 mM y
3.5 mM de sacarosa; en el eje solo encontramos la de baja afinidad, por lo que
sugerimos que la segunda enzima corresponde a una forma especifica del escutelo.
La capacidad de ambas invertasas acidas, la de pared celular y la de la vacuola,
pese a que se ha documentado ampliamente que se modifica por la adicion de
carbohidratos, no cambid, excepto para la actividad de la Inv-V de baja afinidad. Se
redujo la actividad de la enzima y proponemos que podria corresponder al producto
del gene Ivr2, que se ha documentado se reprime por carbohidratos en maiz.

Encontramos en este trabajo que las invertasas son importantes para degradar las

reservas en las primeras horas de la germinacion y para demandar nutrientes en el



periodo post-germinativo, y que la invertasa vacuolar del eje es una enzima que

responde a la concentracién de glucosa y sacarosa, al menos a las 24 h.



1. ANTECEDENTES
1.1 La semilla
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.
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Figura 1. Estructura de la semilla de maiz mostrando sus tejidos principales. A) Semilla de
maiz seca; B) dibujo de la semilla de maiz unida a la mazorca (Tomado de Cheng y
Chourney, 1999).

Los elementos basicos de la estructura de una semilla son: un embriéon formado por
un eje embrionario que esta integrado a su vez por la plumula y la radicula, uno, dos
o varios cotiledones; una provision de reservas nutritivas, que pueden almacenarse
en un tejido especializado (albumen o endospermo) o en el propio embrion; una
cubierta externa del endospermo de células especializadas llamada capa de
aleurona y por ultimo una capa exterior dura que recubre a toda la semilla llamado

pericarpio (Figura 1).



Cada una de estas partes tiene una funcién especifica: el pericarpio protege a la
semilla de los cambios ambientales o del ataque por microorganismos; el
endospermo es la reserva de la que se alimenta la nueva planta hasta que sea
autétrofa; el escutelo o cotileddn es una estructura que generalmente se encuentra
entre el endospermo y el eje embrionario y absorbe los nutrimentos ya digeridos en
el endospermo y los transporta a las partes del embrion que estan creciendo durante
el proceso de la germinacion (Black, 2001).

Para que la semilla cumpla con su objetivo de perpetuar la especie es necesario que
el embridn se transforme en una plantula, que sea capaz de sintetizar sus propios
nutrimentos y finalmente convertirse en una planta adulta. Todo ello comprende una
serie de procesos metabdlicos y morfogenéticos cuyo resultado dinamico es el

crecimiento de la planta.

1.2 Composicion quimica de las semillas.

Las semillas contienen cantidades relativamente importantes de reservas
alimenticias, que permitiran el crecimiento y el desarrollo de la plantula hasta que
ésta sea capaz de alimentarse por si misma. Estas reservas se encuentran en su
mayor parte, formando cuerpos intracelulares que contienen lipidos, proteinas,

hidratos de carbono y compuestos inorganicos.

La composiciéon quimica de las semillas es variable y éstas se pueden clasificar en
funcidn del tipo de material que almacena de reserva. Pudiendo existir grandes
diferencias entre las semillas. Asi, en los cereales predominan los carbohidratos,
especialmente almidén, en muchas semillas de importancia agricola como avellana,
almendro, ricino, girasol, soja entre otras se almacenan mayoritariamente, lipidos
(triglicéridos) y por ultimo un tercer grupo de semillas, entre las que se encuentran
las leguminosas, almacenan proteinas junto con cantidades considerables de

almidon, siendo en éstas los lipidos muy escasos (Bewley, 2001).



Por ejemplo, entre las especies en que los carbohidratos alcanzan valores altos
estan el maiz (Zea mays, con 50-70% en la semilla seca, contra 5% de lipidos), el
chicharo (Pisum sativum), con 30-40 de carbohidratos, el castafio (Castanea vesca)

con 42% de carbohidratos contra 3% de lipidos, por mencionar algunas.

Por otro lado, entre las especies con un mayor porcentaje de lipidos en materia seca
esta el cacahuate (Arachis hypogaea), con cantidades entre 8-21% de carbohidratos
del 40-50% de lipidos, mientras que el girasol (Helianthus annuus) y el ricino (Ricinus
communis) no contienen carbohidratos, pero tienen entre 40 a 50% de lipidos el

primero y 64% el segundo.

Son pocos los casos en que las proteinas funcionan como reservas. Esto sucede en
el frijol de soya, por ejemplo, el cual tiene 40% de proteinas, 18% de lipidos y 7% de
hidratos de carbono. Cabe mencionar que muchas de estas proteinas estan inactivas
metabodlicamente y que funcionan como reservas, las cuales varian segun la especie.
Por ejemplo en el arroz (Oryza sativa) contiene las siguientes proteinas de reserva
glutelina en un 80%, globulina 10% y albumina y prolamina 5% cada una. En el maiz

los valores de estas mismas proteinas son 31, 0, 14 y 48% respectivamente.

En cuanto a la localizacion de las reservas, como ya se ha mencionado, se pueden
almacenar en el embrion o en tejidos extraembrionarios, como el endospermo. En
muchas especies, como algunas leguminosas, las proteinas y carbohidratos se
encuentran en los cotiledones. Solo ocasionalmente el propio eje embrionario
funciona como region de almacenamiento, como sucede con la nuez del Brasil. La
mayor parte del almidén y las proteinas de los cereales y otras gramineas se

almacenan en el endospermo.

1.3. Germinacién
El proceso posterior a la formacion de la semilla o embriogénesis es la germinacién y
su establecimiento provee el medio de preservacion y propagacion de la especie, sin

embargo, el concepto de germinacidon es amplio y no hay una definicién sin



ambigledades de este fendmeno, aunque existen varias definiciones que dependen

de la disciplina cientifica que lo estudie, por ejemplo:

La definicién agrondmica define a la germinacién como el surgimiento y desarrollo, a
partir del embrion de la semilla, de las estructuras esenciales como son la raiz, el
tallo y las hojas, lo que indica la capacidad de la semilla para producir una planta

normal en condiciones favorables.

En la definicion botanica, la germinacion incorpora esos acontecimientos que
comienzan con la recepcion de agua por la semilla y termina con la salida de la

radicula o raiz primitiva (Bewley y Black, 1994; Srivastava 2002).

Nosotros tomaremos esta ultima, en la cual germinacién comienza con la toma de
agua por la semilla, proceso denominado imbibicion, fendmeno que sdlo tendra lugar
cuando las condiciones ambientales sean favorables y son basicamente las
siguientes:

1.- Humedad suficiente en el ambiente.

2.- Temperatura favorable.

3.- Posibilidad de intercambio de gases.

4.- Presencia de luz, aunque este factor no es imprescindible para algunas semillas.

La germinacidn termina con la emergencia del eje embrionario en dicotiledéneas o

de la radicula en monocotiledoneas y gimnospermas.

Podemos reconocer tres fases caracteristicas en el proceso de la germinacion
(Figura 2; Bradford, 2004):

o Fase | o de hidratacion: La absorcion de agua es el primer paso de la
germinacion, sin el cual el proceso no puede darse. Durante esta fase se
produce una intensa absorcidn de agua debida a la gran diferencia de

potencial hidrico entre el medio externo y la semilla, proceso que altera la
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estructura de las membranas celulares. Dicho incremento en peso humedo va
acompanado de un aumento proporcional en la actividad respiratoria a los
pocos instantes de comenzarse la imbibicién, siendo anaerobia en las
primeras horas debido a la limitacion de oxigeno y posteriormente aerobia,
cuando las cubiertas seminales se rompen y aumenta la disponibilidad de
oxigeno.

Germinacion Postgerminacion

—— Fase II Fase IIT

— Fase I

Maovilizacion de reservas

del endospermo

Elongacion celular

Aumento

respiracion
Sintesis de nuevas

proteinas

intesis de proteinas
P

, : , a partir de nueve mRHA
Sintesis de proteinas

a partir de mRHA
/ Reparacion de DHA

Toma de agua

Division celular

Sintesis de DHA

Tiempu

Figura 2. Fases de la germinacioén de la semilla. Se indican los cambios mas importantes

que ocurren durante cada una de las fases de la germinaciéon (modificado de Bradford,
2004).

Fase lI: En ella se producen las transformaciones metabdlicas, necesarias
para llevar a cabo la duplicacion celular y comenzar el desarrollo de la
plantula. En esta fase la absorcién de agua se reduce considerablemente y

practicamente no se observa un cambio en la toma de agua por la semilla.

Fase Ill o de crecimiento: Es la ultima fase de la germinacién, aunque en
realidad es la fase post-germinativa temprana y se inicia con la emergencia de
la radicula (cambio morfologico visible). Esta fase se caracteriza porque la

absorcion de agua vuelve a aumentar, asi como la actividad respiratoria.
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Adicionalmente, un cambio importante es el inicio de la movilizacion de las

reservas contenidas en el endospermo (Bewley 1997).

La duracion de cada una de las fases de la germinacion depende de ciertas
propiedades de las semillas, como su contenido en compuestos hidratables y la
permeabilidad de las cubiertas al agua y al oxigeno. Estas fases también se afectan
por las condiciones del medio, como el nivel de humedad, las caracteristicas y

composicion del sustrato, la temperatura, etc.

1.4Metabolismo durante la germinaciéon: Movilizacion de sustancias de reserva.
La semilla esta protegida por el pericarpio en su capa externa y debajo de éste se
encuentra la capa de aleurona, constituida por unas pocas capas de células o sélo
una y ella tiene la capacidad de sintetizar un numero importante de proteinas, la

mayoria de ellas con actividad hidrolitica.

La absorcion de agua por la semilla desencadena una secuencia de cambios
metabdlicos que incluyen un aumento en la respiracion, la sintesis proteinica y la
movilizacion de reservas. A su vez, la division y el alargamiento celular en el embridn
provocan el rompimiento de las cubiertas seminales que generalmente se produce

por la emergencia de la radicula (Bradford, 2004).

Se pueden reconocer dos periodos de movilizacion de reservas, no solo por el
tiempo en el cual ocurren, sino por la localizacion de las reservas utilizadas. Al
comenzar la germinacién de la semilla, el embridn utiliza en gran parte las reservas
nutricias que se encuentran cercanas a él, como la sacarosa y los lipidos, en un
primer periodo de movilizacién. La segunda etapa, ocurre cuando la primeras
reservas se reducen y el embrién lo percibe y responde liberando hormonas,
principalmente giberelinas, que se difunden hacia el endospermo a través del
escutelo y al llegar a las células de la capa de aleurona, inducen la produccion de
enzimas hidroliticas como las a-amilasas. La secrecion de varias isoenzimas de o-

amilasas (productos de los genes Amy1, Amy2 y Amy3) al endospermo provoca un

12



aumento considerable de glucosa libre (Bradford, 2004; Hwang et al., 1998;

Lovegrove y Hooley, 2000).

Las moléculas de glucosa liberadas son utilizadas por el embrién como fuente de
energia, las cuales llegan hasta el mismo por difusion. Adicionalmente, se liberan
proteasas y otras enzimas hidroliticas que favoreceran la hidrélisis de las reservas
produciendo moléculas mas sencillas como aminoacidos, acidos grasos, glicerol, y
nucledtidos. Ademas, las células de la aleurona almacenan fitina, mioinositol y
minerales como K" y Mg?. Ahora, el embrién ya dispone de las moléculas
estructurales y de la energia necesarias para continuar la sintesis de sus propias
moléculas, la semilla entonces se convertira en una joven plantula (Lovegrove y
Hooley, 2000).

Se conocen muchos de los pasos de la movilizacidn de reservas después de la
salida de la radicula (segunda etapa de movilizacidon), como la temporalidad de la
induccion por giberelinas, la reduccidon del acido abscisico en el endospermo, la
sintesis de las diferentes formas de amilasas y su capacidad de degradar al almidén
y su regulacion por carbohidratos (Bewley y Black, 1994; Srivastava 2002), sin
embargo, hay pocos estudios en los cuales se hayan estudiado los eventos que
median el flujo de carbono inicial de carbono hacia el tejido que propiamente crecera
y se transformara en la joven planta. Entre los estudios sobre la movilizaciéon de
carbono durante la germinacion en Arabidopsis thaliana, semilla que contiene como
principal reserva a los lipidos (Pritchard et al., 2002; Pinfield-Wells et al., 2005), se ha
encontrado que la degradacién de los lipidos comienza pocos minutos después de
hidratarse la semilla y es alta antes de que la germinacion concluya. La degradacion
inicial coincide con un aumento en la tasa respiratoria, mientras que la posterior
concuerda con la sintesis de la isocitrato liasa y la malato sintetasa, enzimas clave y
unicas del ciclo del glioxilato y que comienzan a sintetizarse cuando las reservas de
carbono facilmente asimilable, como sacarosa comienzan a decrecer (Eastmond y
Graham, 2001).
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En maiz, se ha detectado a la actividad de la ATPasa de protones en las primeras
horas de la germinacion, aumentando su actividad conforme avanza ésta (Sanchez-
Nieto et al., 1998). La enzima acidifica el apoplasto y establece un gradiente
electroquimico de protones, facilitando asi el alargamiento celular y la toma de
solutos a través de transportadores secundarios. Un hallazgo interesante es que la
enzima se localiza preferentemente en los escutelos de maiz, tejido que
proporcionara los nutrimentos al eje embrionario en crecimiento, tanto antes como
después de que la germinacién ocurra (Enriquez-Arredondo et al.,, 2005). En el
laboratorio se ha encontrado que un transportador de sacarosa es activamente
sintetizado en la germinacion del maiz, los niveles de transcrito en el escutelo son
incluso mas altos que los que hay en una hoja madura (alrededor de 2 veces), asi
como también la expresién de su actividad, lo que indica la fuerte necesidad de
mover sacarosa hacia el eje embrionario (Greaves-Fernandez, 2001; Zavala-
Zendejas, 2001). De manera interesante, se ha encontrado que el transportador de
sacarosa no se encuentra en los ejes embrionarios de maiz, por lo que la sacarosa
que es vertida a los apoplastos desde el escutelo, debe ser degradada por las
invertasas de pared celular del propio escutelo, o del eje embrionario para poder ser
utilizados por éste ultimo. Ademas el patrén de expresion del transportador cambia
cuando se coloca a embeber el eje embrionario en glucosa o fructosa, propiciandose
la induccion del transportador en ciertas zonas del eje como la coleorriza y el tejido

vascular.

1.5 Las invertasas.

En gran variedad de plantas el principal carbohidrato exportado es la sacarosa, la
cual se sintetiza en el tejido fuente (hoja) y es transportada hacia el floema y de alli a
los diferentes tejidos demandantes o que necesitan aporte de nutrientes como los
tallos, raices, semillas u 6rganos reproductivos. La toma de sacarosa por el tejido

demandante puede ser por dos vias, simplastica y apoplastica.

Durante su paso por la via apoplastica, la sacarosa puede ser hidrolizada en glucosa

y fructosa por la invertasa de la pared celular. O bien, puede entrar de manera intacta
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a la célula por via simplastica y es entonces hidrolizada en el citosol, ya sea por la

invertasa citosdlica o en la vacuola por la invertasa vacuolar (Sturm, 1999).

Floema /’ \
l aT Vacuola I

Plasmodesmata
Sac . — B Sac B Sac

—— Sac [~

o7 ®

Inv-N Inv-\

k J
Gluc + Fruct Gluc + Fruct

v

¥ N Metabolismo
: — | Hexosas |1 @ p
Gluc + Fruct ‘ A Regulacion de genes

HT
H A

/

Figura 3. Localizacion de las isoenzimas de invertasas y las vias de descarga del floema. La

invertasa de pared celular (Inv-CW) es capaz de hidrolizar la sacarosa previo a su entrada a
la célula y sus productos seran transportados mediante el transportador de hexosas (HT). Si
la Inv-CW no actia sobre la sacarosa entonces el transportador de sacarosa (ST) la
introduce a la célula. Otro medio por el que la sacarosa llega a la célula es via los
plasmodesmata y en el citosol puede ser sustrato de la invertasa citosélica (Inv-N) o bien en

la vacuola, por la invertasa de la vacuola (Inv-V). Adaptado de Roitsch y Gonzalez 2004.

Las invertasas (EC 3.2.1.26, B-fructosidasa, B-fructofuranosidasa) catalizan de
manera irreversible la reaccion de hidrdlisis de la sacarosa en sus dos
monosacaridos estructurales: glucosa y fructosa. Las plantas poseen tres variedades
de esta enzima, la invertasa de pared celular o extracelular (Inv-CW), la invertasa
vacuolar (Inv-V) vy la invertasa citosolica (Inv-N) y presentan diferencias en su
localizacion subcelular, pH 6ptimo de actividad y solubilidad. (Figura 3; Roitsch y
Gonzalez, 2004).
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Las propiedades de éstas tres formas de invertasa son diferentes, sin embargo, las
invertasas denominadas acidas que son las de pared celular y la de vacuola, tienen
algunas propiedades enzimaticas y bioquimicas semejantes. Ambas son -
fructofuranosidasas y son capaces de aceptar otros fructofuranosidos como
estaquiosa y rafinosa como sustratos, pero con una disminuida eficiencia en su uso.
Comparten un alto grado de homologia, en uno de los motivos conservados, la
secuencia WECP/V, le proporciona la caracteristica de su pH 6ptimo acido y su
especificidad por el sustrato, encontrandose en las invertasas vacuolares el residuo
de valina, mientras que el aminoacido prolina esta presente en las invertasas
extracelulares. Este s6lo aminoacido produce una diferencia entre el pH de las
invertasas acidas, ya que el pH éptimo de actividad de la Inv-V es ligeramente mayor
al de la Inv-CW (Tabla 1; Roitsch y Gonzalez, 2004).

Ambas invertasas acidas son glicoproteinas y su actividad se inhibe por iones

metalicos como el Hg?* y la Ag* (Sturm 1999).

En cuanto a la invertasa citoplasmica, ésta tiene propiedades muy distintas (Tabla 1),
es una enzima con pH neutro, y de la cual la informacién es muy limitada, ya que es
una enzima labil con una actividad baja. Su actividad se inhibe fuertemente por los
productos de su hidrdlisis y no es afectada por metales pesados, lo que sugiere una
marcada diferencia en el sitio catalitico, respecto a las invertasas acidas (Kingston-
Smith et al., 1999; Roitsch y Gonzalez 2004).
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Tabla 1. Propiedades y caracteristicas de las isoformas de Invertasas (modificado de Sturm
y Tang, 1999).

Tipo de invertasa | pH optimo Temperatura

de actividad Optima Pi Funcién
(°C)
o Participa en la respuesta a heridas e
Invertasa de infecciones.
pared celular 6 3.5-5.0 30 Basico e Regulacion de la hidrolisis de la
insoluble Sacarosa.

e Control en la diferenciacion celular y
desarrollo de la planta.

Osmoregulacion y crecimiento celular.

Invertasa vacuolar o Aumenta en respuesta a estrés, hipoxia

5.0-5.5 37 Neutral y gravitropismo.

o Balance del contenido de azucares en
frutos y tubérculos maduros

Invertasa e Probablemente involucrada en canalizar
citoplasmica 6.8-8.0 37 Neutral el catabolismo de la sacarosa.

Si bien las plantas prefieren usar a la sacarosa como forma de transporte de carbono
y energia a distancia, las hexosas son las que en realidad seran utilizadas para el
crecimiento celular, por lo que las invertasas son enzimas importantes a las que se

les han sugerido diferentes papeles (Tabla I).

La Inv-V se ha sugerido que controla el nivel de sacarosa que es almacenada en la
vacuola, siendo responsable de la re-movilizacién de la sacarosa, es decir se ha
planteado que al hidrolizar a la sacarosa, se promueve la salida de las hexosas al
citoplasma, sin embargo la velocidad de salida de hexosas es menor que la de la
entrada de sacarosa, lo que propicia un aumento de esta ultima en la vacuola. Por su
parte, la actividad de la invertasa de pared celular se ha sugerido que es importante
en tejidos de rapido crecimiento, relacionandole con la regulacién de la demanda de
carbohidratos. La Inv-CW hidroliza a la sacarosa que es vertida o transportada por un
transportador en eflujo a los apoplastos de la célula demanda y a través de su
actividad establece un gradiente de sacarosa que favorece su entrada a la célula
demandante (Kingston-Smith et al., 1999; Roitch y Gonzalez, 2004).
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Mucho del papel que se les ha asignado a las invertasas acidas proviene de
evidencia circunstancial, el contar con mutantes ha ayudado a vislumbrar su
relevancia en la fisiologia de la planta. Experimentos en papa en donde se
sobreexpresa una invertasa en el citosol o en el apoplasto, lleva a una disminucion
en el contenido de sacarosa y un incremento en el de hexosas, pero lo mas
importante es que la mayor actividad de las invertasas en el citosol o en el apoplasto
llevan a un cambio en la respuesta fenotipica de la planta. Por ejemplo el incremento
en la actividad de la Inv-CW llevd a un incremento en el tamano del tubérculo de la
papa, pero redujo el numero de tubérculos que se formaba, mientras que el aumento

en la Inv-V llevo a un fenotipo opuesto al anterior.

Cuando se ha realizado la supresion de la actividad de la invertasa, se ha encontrado
una alteracion significativa en la morfologia de la semilla y mucho mas en el indice
de peso hoja a raiz. En zanahoria por ejemplo, el crecimiento de las plantas se
alteré: cuando se suprimié la produccion de Inv-CW, las plantas produjeron mas
hojas y en ellas se acumularon sacarosa y almidon, mientras que en las raices se
redujo el desarrollo y el contenido de carbohidratos disminuyd, lo que llevé a que de
una relacion de 3 a 1 en el peso de hojas a raices, cambiara de 17 a 1. Por su parte
las plantas que expresaban en anti-sentido al RNAm de la invertasa vacuolar,
también tuvieron mas hojas que las plantas silvestres, pero las raices se
desarrollaron de manera normal. Cuando las plantulas transgénicas se crecieron en
un medio que contenia una mezcla de sacarosa, glucosa y fructosa, éstas
recuperaron el fenotipo silvestre, lo que pone de manifiesto la relevancia de controlar

la concentracion interna y externa de carbohidratos (Tang et al. 1999).

Evidencia sobre la temporalidad de la expresion y del papel de la invertasa en el
desarrollo de tejidos en plantas se ha obtenido en diferentes especies, por ejemplo
en maiz se ha estudiado la ruta del transporte de carbohidratos durante el desarrollo
de la semilla, se ha establecido que la semilla en formacion recibe la sacarosa de las
terminales del floema de la planta madre, en las células del pedicelo, células que no

expresan al RNAm para la invertasa. Posteriormente, la sacarosa llega a los
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apoplastos de la parte basal del endospermo y es hidrolizada por el producto del gen
Incw2, el cual se expresa exclusivamente en esta zona, entonces la fructosa y
glucosa producidas son tomadas por transportadores de hexosas de las membranas
plasmaticas de las células del endospermo. Se ha corroborado que la actividad de la
invertasa de pared celular es necesaria para proporcionar las hexosas para la
actividad mitdtica del endospermo y las que funcionan como sefial para el desarrollo
apropiado del embrién (Cheng y Chourey, 1999). Lo anterior fue demostrado en una
mutante denominada miniatura 1 (mn1), en la que se redujo el peso del grano en
alrededor del 30% y contiene sélo trazas de actividad de invertasa en el endospermo
basal. Los autores proveen evidencia de que el locus Incw2, que codifica a la
invertasa de la pared celular se encuentra mutado y que es responsable de la
reduccion en la actividad de la invertasa de la pared celular, ademas de que la
temporalidad de la expresién debe ser importante para el llenado del grano, ya que la

adicion exégena de glucosa no produce fenotipos silvestres.

1.5.1 Regulacion de la actividad de las invertasas.

A pesar del papel central de la actividad de las invertasas en la vida de las plantas,
poco se sabe acerca de su regulacion. La sacarosa se ha reconocido como una
molécula sefial para la expresion de genes de plantas (Rolland et al., 2002) y ya que
la invertasa provee el punto de entrada de la sacarosa hacia el metabolismo celular,
no es de sorprenderse que la invertasa pertenezca al grupo de enzimas reguladas

por carbohidratos.

En un cultivo fotoautétrofo de Chenopodium rubrum, la actividad de la Inv-CW es
regulada positivamente por la adicion de sacarosa o glucosa (Roitsch et al., 1995).
En maiz se ha encontrado que las dos invertasas vacuolares presentes, Ivr1 e Ivr2
no son moduladas por azucares de manera similar. Ivr2 aumenta su transcripcion
cuando aumenta la concentracién de glucosa del medio desde 0.2% hasta 4%.
Mientras que Ivr1 aumenta sélo entre 0.2 a 0.5% de glucosa y disminuye a 2-4%.

Ademas Ivr2 se expresa en la mayoria de los érganos que importan carbohidratos,
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mientras Ivr1 aumenta su expresion durante el desarrollo reproductivo, en las
anteras, y cuando el cultivo de células se ha sujeto a una dieta pobre en
carbohidratos, se mantiene el nivel del RNAm para Ivr1 y la adicion de carbohidratos
al medio produce un incremento en el nivel de su mensajero mas rapidamente que
para el de Invr2 (Xu et al., 1996).

Otra forma de regulacion de la invertasa es a través del inhibidor para la enzima. Se
han encontrado proteinas que co-purifican con la enzima y que reducen la actividad
de la invertasa in vitro. El inhibidor de la invertasa fue encontrado inicialmente en los
tubérculos de papa y anos después se encontro en otros tejidos, demostrando que el
inhibidor era estable al calor y al acido, que presentaba un mecanismo de inhibicion
no competitiva y con un peso molecular de alrededor de 15 a 23 kDa. Debido a que
las preparaciones en donde se encontraba la proteina inhibidora de la invertasa
contenian a otras proteinas, se hizo dificil su caracterizacion y su clonacion. En 1994,
se reportd una posible secuencia de su porcién N-terminal obtenida del fruto de
tomate y de células de suspension de tabaco, ambos secuencias polipeptidicas eran
similares. Sin embargo, cuando se obtuvieron las proteinas de ambas plantas, se
encontré que una inhibia a la invertasa de pared celular y otra a la invertasa de la
vacuola. El significado fisiologico de la presencia de la proteina inhibidora es todavia
controversial, pero en el caso del maiz se ha encontrado que la sobreexpresion de la
proteina en el grano del maiz, produce fenotipos similares al de la mutacién de la
invertasa, mutante mn1, lo que sugiere que la presencia de la proteina en el
endospermo de la semilla silvestre, pudiera estar regulando la actividad de la enzima

in vivo (Rausch y Greiner, 2004).

Se tienen evidencias también de que los RNAm para la proteina inhibidora aumentan
por la adicion exdégena de ABA o concentraciones cambiantes de PEG, sin un
cambio aparente en la cantidad de invertasa de pared celular presente, por lo que la
respuesta al cambio osmotico del medio o a la sequia es la que produciria una

actividad disminuida de la invertasa. Por lo anterior, es probable que la abundancia
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de la proteina se de en procesos muy especificos del desarrollo de la planta o

cuando ha sido sujeta a condiciones de estrés (Rausch y Greiner, 2004).

También se ha observado un incremento en la actividad de invertasa en respuesta a
auxinas o citocininas, sin embargo no esta claro si esta ocurriendo una induccion
especifica de la enzima o a que las hormonas indujeron la proliferacion de las células
demanda (Ehneb y Rotisch, 1997; Sturm, 1999). Sefnales de estrés o de evocadores
fungicos también se han relacionado con la estimulacion de la transcripcion del

mensajero enzima, sin embargo aun se desconoce si es un efecto especifico.

Adicionalmente, a la invertasa se le ha involucrado en una respuesta paralela a la de
la expresion del transportador de hexosas en diversas plantas, tal vez por la
canalizacion de las hexosas producidas, hacia los tejidos demanda. Sin embargo,
aun se desconoce si tiene una relacion directa con la percepcion de las
concentraciones de azucares que modifican el patrén de expresion de otras
proteinas que estan involucradas en el metabolismo de carbohidratos (Ehneb y
Rotisch, 1997; Sturm, 1999).

Siendo relevante para la vida de una planta la regulacion de la actividad de sus
invertasas acidas, es factible que durante la germinacién del maiz, su actividad se
vea modulada y por tanto modifique o participe en la regulacion del flujo de carbono

que se dirige hacia un tejido fuertemente demandante como lo es el eje embrionario.
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2. HIPOTESIS.

Si las invertasas son enzimas importantes en mediar el flujo de carbono hacia los
tejidos demandantes, entonces su actividad se vera modificada al embeber tejido
embrionario en carbohidratos facilmente asimilables y ésto tendra repercusiones en
el contenido acumulado de los azucares solubles en los tejidos embrionarios y por

tanto en su crecimiento.
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3. OBJETIVOS

Objetivo general:
Determinar el efecto de la imbibicion en carbohidratos en los niveles de actividad de
las invertasas acidas y en el contenido de carbohidratos en los tejidos embrionarios

del maiz durante su germinacion.

Objetivos particulares:

1. Medir los cambios en los contenidos de sacarosa, fructosa y glucosa en los
ejes y embriones de maiz durante la germinacion.

2. Determinar los niveles de actividad de las invertasas acidas en la germinacién
de ejes embrionarios y embriones de maiz.

3. Evaluar el efecto que la adicién exdégena de carbohidratos tiene en los perfiles
de los diferentes carbohidratos en los escutelos y ejes embrionarios de maiz
germinado.

4. Determinar el efecto de la imbibicion en carbohidratos en la actividad de las
invertasas acidas de los tejidos embrionarios del maiz.

5. Comparar los contenidos de carbohidratos y los niveles de invertasas en la

germinacioén del maiz.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1. Esquema general de trabajo.

El trabajo experimental que se llevé a cabo en esta tesis involucré la obtencién del
tejido embrionario de maiz, su germinacién en diferentes concentraciones de
carbohidratos y la cuantificacion en este tejido, tanto de algunos carbohidratos
solubles como de la actividad de las invertasas acidas: la de pared celular y la
vacuolar (Figura 4). A continuacién se desglosa el protocolo de cada uno de los

métodos empleados.

Obtencidn del tejido embrionario
de maiz (embriones y ejes embrionarios).

Germinacion del tejido embrionarios a 29°C,
en Agar 1% en ausencia y presencia carbohidratos:
SORBITOL, SACAROSA, GLUCOSA, FRUCTOSAY

MANOSA .
| |
Extraccién etandlica Obtencién del extracto enzimético
de carbohidratos solubles: Invertasas, de Pared Celular y
(GLUCOSA, FRUCTOSA Y SACAROSA) de la Vacuola.
Cuantificacion enzimatica Medicion de actividad enzimatica
de carbohidratos de las invertasas acidas.

Figura 4. Diagrama de flujo que muestra el proceso general que se siguio en este trabajo.
4.2. Germinacion de ejes y embriones de maiz.
4.2.1. Germinacioén del tejido a diferentes tiempos.

Embriones y ejes embrionarios que fueron extraidos manualmente con navaja, se

desinfectaron en una solucién de hipoclorito de sodio al 2% y se enjuagaron dos
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veces con agua estéril. La imbibicion 6 germinacién de los embriones y ejes
embrionarios de maiz a los diferentes tiempos (8,12, 24, 30, 48, 60, y 72 h), se llevo
a cabo en cajas Petri que contuvieron Agar al 1%, por duplicado. Se incubaron a
29°C y en ausencia de luz. Al termind de la germinacion se colocaron los tejidos en

congelacion a -80°C hasta su utilizacion.

4.2.2. Germinacion de embriones y ejes embrionarios en diferentes hidratos
de carbono.

La germinacion de los embriones y ejes embrionarios se llevd a cabo en los
siguientes carbohidratos: sorbitol, sacarosa, glucosa y fructosa a una concentracion
de 50 mM en agar al 1%, manosa se utilizdé a una concentracion de 5 mM en agar
1%. Se incubd el tejido por 24 h a 29°C.

4.2.3. Determinacion del contenido de humedad.

Se realizé una curva de germinacion como se describié anteriormente y al concluir se
tomaron 10 ejes o embriones de cada tiempo, el tejido se secé a 65°C en vacio por 3
dias. El contenido de humedad en el tejido se determiné por diferencia de pesos

entre el humedo y el seco, expresandose en porcentaje.

4.3. Extraccion de lipidos

Se colocaron embriones a germinar por diferentes tiempos y al concluir el tiempo de
incubacion se separaron en dos lotes, a un lote de embriones se le extrajeron los
escutelos y se congelaron tanto escutelos como ejes embrionarios. Al otro lote de
embriones soélo se congelaron en nitrégeno liquido. Los escutelos, embriones y ejes
embrionarios se molieron por separado con nitrogeno liquido en un mortero hasta
obtener un polvo fino. Se tomaron 0.15 g del polvo de cada uno, el cual se

homogeneiz6 con 5 ml de una mezcla de cloroformo- metanol (2:1) a 4°C.
Se centrifugé a 3000 rpm durante 5 min en la Centrifuga Universal 320R, marca

Hettich. El sobrenadante fue separado y vertido en un tubo. El precipitado se lavd

con 2.5 ml de una mezcla de Cloroformo- metanol (relacion 2:1); se volvido a
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centrifugar durante 5 min a 3000 rpm. El sobrenadante obtenido se mezclé con el
sobrenadante del paso anterior. Se evapord el disolvente en un bloque de
calentamiento a 60°C, una vez que los tubos se encontraban sin residuos del
disolvente se pesaron y por diferencia de pesos se obtuvo la cantidad de lipidos

presentes en las muestras.

4.4 Cuantificacion de carbohidratos solubles

4.4.1 Extraccién de carbohidratos solubles: glucosa, fructosa y sacarosa.

El extracto se obtuvo de 100 mg de tejido de embriones y ejes embrionarios, que
fueron previamente molidos en N3 liquido. El polvo del tejido se colocé en mortero
con 1 ml de etanol (80% v/v) a temperatura de ebullicion, moliendo perfectamente, la
mezcla alcohdlica se traspasé a un tubo de ensaye. Al remanente del mortero se le
agrego 1 ml de agua a temperatura de ebullicién y se volvié a moler; este extracto se

mezcld con el del extracto alcohdlico.

Posteriormente, la mezcla alcohdlica se centrifugd en una microfuga por 10 min a
2,500 rpm. El botdn se desechd y el sobrenadante se colocé en un tubo de ensaye y
en un bloque de calentamiento a 70°C por tres dias, el residuo se resuspendié en

100 ul de agua. El extracto se guardo a -20°C hasta su utilizacion.

4.4.2 Cuantificacion de los carbohidratos solubles: glucosa, fructosa y

sacarosa.

La cuantificacion de glucosa y fructosa, se hizo a través de un método enzimatico,
utilizando el protocolo del kit de fructosa de SIGMA (catalogo FA-20) pero modificado
por Ramirez-Palma (2007). Brevemente, para la determinacion de glucosa y/o
fructosa, la muestra problema (no mayor de 10 pl) se puso en contacto con 200 pl de
una mezcla enzimatica que contuvo 1.0 U/ml de hexocinasay 1.0 U/ml de glucosa-

6P deshidrogenasa (G6PDH), se incubd 20 min a temperatura ambiente.
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En la muestra, tanto la glucosa como la fructosa se fosforilaron y sélo la Glucosa-6P
continud reaccionando ya que la mezcla enzimatica contiene G6PDH; los productos
finales son 6-fosfogluconato y el NADPH. Se leyo la absorbancia a 340nm, la cual es

directamente proporcional a la concentracion de glucosa en la muestra.

Después de la primera lectura, al mismo pozo en donde se midi6 glucosa, se le
anadio 1.2 U/ml glucosa-6P isomerasa, la cual cataliza la conversion de la fructosa-
6P en glucosa-6P (que no reacciond en el paso anterior) y entonces la G6PDH ya
puede usar este sustrato, se hizo una segunda lectura y ahora el incremento en
absorbancia a 340 nm corresponde a la sumatoria de la glucosa de la primera

determinacion mas la concentracion de fructosa.

Para la determinacion de sacarosa se realizé una hidrélisis en medio acido (100 mM
de buffer de acetatos pH 4.5) de la sacarosa de la muestra (12 uL maximo) usando
invertasa de levadura de SIGMA (numero de catalogo 1-9253, 4uL de una solucion de
80 mg/ml de invertasa disuelta en 100 mM de acetato de magnesio, pH 4.5) se
incubd por 2 h a 37°C y posteriormente se determinaron la glucosa y fructosa con el

método descrito en el parrafo anterior.

El calculo se realizé segun la siguiente férmula:

(4bs, — Abs, )*0.00614F *Vol.
Vol “susp *g tejido

Abs : absorbancia ,,,,,,

F . factor de dilucion

Vol : volumen de alicuota

Glucosa =

=mglg tejido

Vol  :volumen de resuspension

susp

4.5. Medicion de la actividad de las invertasas acidas
4.5.1 Obtencién del extracto.
Los extractos se obtuvieron segun se describe en Pelleschi et al., 1997. Brevemente,

200 mg de tejido se molieron en mortero y con N liquido. Después se afiadieron 350
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ul de amortiguador de extraccion (HEPES/KOH pH 7.5, 5 mM MgCl,, 1 mM
Na,EDTA, 2.6 mM Ditiotreitol, 0.02% Triton X-100) y se homogeneizé.
Posteriormente se centrifugd a 12,000 Xg por 3 min a 4°C, el boton contenia a la
invertasa de pared celular, mientras que en el sobrenadante se encontraban las
invertasas solubles. El sobrenadante se desalé y concentré usando tubos Amicon

Ultra-4 marca Millipore.

Para obtener la invertasa de la pared celular, el botdn obtenido se resuspendié en
1000 pul de agua, posteriormente se centrifugd a 12,000 Xg por 3 min, el botén se
volvié a lavar tres veces mas con agua. Al concluir el ultimo lavado, al boton se le
afiadié amortiguador de extraccion adicionado con 1 M de NaCl, se homogeneiz6 y
se dejo incubando a 4°C en agitacidn rotatoria durante toda la noche. Al dia siguiente
se centrifugd nuevamente segun se describi6 antes y ahora el sobrenadante
contenia a la invertasa de la pared celular y se desalé y concentré usando tubos

Amicon Ultra-4 marca Millipore.

4.5.2 Determinacion de proteina.
El contenido de proteina en la muestra se determiné por el método de Ghosh et al.

1988, usando suero de alblimina bovino como estandar.

4.5.3 Actividad de invertasa.

La actividad de invertasa acida se determin6 segun Bergmeyer y Bernt (1974). En un
tubo eppendorf se acidifican 25 ul del extracto desalado con 25 ul de 200 mM de
acetato de sodio (pH 4.8). La reaccion enzimatica se realizé afiadiendo 10 ul de 600
mM de sacarosa (para una concentracion final de 100 mM) e incubando a 30°C por
15 min. Para determinar los productos de la reaccion, primero se ajusta el pH a 7.0
anadiendo 50 ul de 0.5 mM de NaH,PO, y las muestras son inmediatamente
calentadas a ebullicién por 5 min para desnaturalizar a la enzima. La glucosa y la
fructosa se determinaron enzimaticamente adicionando a la mezcla anterior 750 pl
del medio de reaccién que contuvo 50 mM de HEPES/KOH pH 7.0, 2 mM MgCl,,
1mM EDTA, 1TmM ATP, 3.5 U de fosfoglucosa-isomerasa, 2 U de glucosa-6 fosfato-
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deshidrogenasa y 4.2 U de hexocinasa y 0.5 mM NADP*. Se incubé por 20 min a
30°C y por ultimo se centrifugdé a 12,000Xg por 2 min; el NADPH formado se midi6 a

340 nm en un espectrofétometro Beckman Coulter DU 530.

El célculo de actividad de las invertasa se llevo a cabo mediante la siguiente férmula:

ADS 340
6220 * tmin * mgprateina

nmolGlu

Actividad = ( J* 1X10° =

minmg

4.5.3.1 Determinacion de las condiciones éptimas para medir la actividad de las

invertasas acidas.

Se realizd el ensayo de actividad de la invertasa acida vacuolar de embriones
incubando a dos diferentes concentraciones de proteina por diferentes tiempos
(Figura 5). Al analizar las absorbancias obtenidas se observa que la actividad es
lineal desde 10 hasta los 60 minutos. Al usar 100 ug de proteina, la maxima
absorbancia alcanzada fue de sélo 0.3, por lo que decidimos usar 200 ug de proteina

para realizar las determinaciones de actividad de invertasa vacuolar de embriones.
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Figura 5. Curso temporal de actividad de invertasa vacuolar en embriones de maiz a dos
diferentes concentraciones de proteina. Se muestran las absorbancias obtenidas de la
lectura a 340 nm, ya que para la determinacién se usé un método enzimatico acoplado en el
que la glucosa y fructosa producida es usada por la hexocinasa, la fosfoglucosa isomerasa y

la glucosa 6 fosfato deshidrogenasa dependiente de NADP” para producir NADPH.

Para la invertasa acida de pared celular de los embriones de maiz se utilizaron tres
diferentes concentraciones de proteina: 50, 100 y 200 ug. En la Figura 6 se muestra
que usando 200 pg de proteina nos permite obtener lecturas entre 0.2 y 0.8 de
absorbancia y que la curva que se describe usando esta concentracion de proteina

es lineal entre los 10 y lo 80 min.
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Figura 6. Curvas temporales de la actividad de la invertasa de pared celular de embrion de

maiz embebidos 24 h a diferentes concentraciones de proteina.

Usamos como condiciones de trabajo para medir a las invertasas en el tejido

embrionario, 200 ug de proteina y 45 min de incubacion.

4.5.3.2. Rendimiento proteico de las fracciones de invertasas acidas de vacuola

y pared celular de embriones y ejes embrionarios de maiz.

Como se aprecia en la Tabla 2, el contenido de proteina que se obtuvo tanto de la
invertasa vacuolar como de la de pared celular es suficiente para determinar la
actividad de ambas enzimas, partiendo de 3 g o 1.5 g de tejido embrionario de maiz.
Cabe destacar que a pesar de que el peso de ejes embrionarios era sélo la mitad del
que se uso en embriones, es suficiente para obtener una cantidad comparable o aun
mayor de proteina que la que se obtiene de los embriones completos. Lo anterior se
puede explicar debido a que el embridon contiene una gran cantidad de lipidos de
reserva, 80% de su peso, y el eje no, por lo que el rendimiento en proteina en el

primero €S menor.
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Tabla 2. Rendimiento proteico para la obtencion de invertasas acidas. Se utilizaron 3 g de

embriones y 1.47 g de ejes embrionarios de maiz germinados 24 h.

Fraccion de embriones Mg/ul | Volumen (ml) | Proteina (mg) | % Rendimiento
Extracto crudo 16 6 96 100
Invertasa de Vacuola 8 2 16 16.66
Invertasa de Pared Celular 2 1.4 2.8 6.94
Fraccion de ejes embrionarios
Extracto crudo ND 5 ND ND
Invertasa de Vacuola 42 0.6 25.2 ND
Invertasa de Pared Celular 12 0.5 6 ND

ND= No determinado

Obtencion de los parametros cinéticos de las invertasas acidas.

Se midio la actividad de invertasa segun se describid, pero a 0.5, 1, 2, 3, 4, 6, 8, 10,
14 y 30 mM de sacarosa. Para obtener los parametros cinéticos de una enzima hay
varias estrategias, nosotros seguimos dos, en la primera, el programa MicroCal
Origin version 3.0 realiza el calculo literando varias posibilidades, hasta que los
valores mas cercanos a la Km y Vmax son los que mejor describen la curva de los
datos experimentales. Otra forma es regraficar los datos experimentales, convirtiendo
la ecuacion de Michaelis-Menten a una forma lineal, de la cual se pueden obtener la
Km y la Vmax directamente de la grafica o después del calculo obtenido de datos de
la grafica. Para obtener la forma lineal existen varias opciones, elegimos la grafica de
Hanes, en la que se grafica en el eje de las ordenadas al indice [s]/velocidad y en el
de las x la [s]. Este es un grafico que se usa en el manejo de datos de enzimas,
aunque no es tan popular como el de dobles reciprocos o Lineaweaver-Burk, es una
representacion que es mas confiable y en la que el error es constante a lo largo de la
curva, contrario al de Lineaweaver-Burk en donde a concentraciones de sustrato
bajas el error aumenta grandemente, generando una curva que se desvia con mucho

de los valores reales de Vmax y Km (Eisenthal y Cornish-Bowden, 1973).
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La ecuacion linealizada de Michaelis, segun Hanes es:
[s] = Km + 1 [s]

v Vmax Vmax

De donde la pendiente de la curva es 1/Vmax y el intercepto en X es la Km.

Se compararon los valores de ambos tratamientos matematicos y observamos que
las Vmax obtenidas con el programa de MicroCalOrigin generalmente son mayores
que las obtenidas de la grafica de Hanes y al comparar con los datos de actividad de
la enzima medida a concentracién alta de sacarosa (100 mM), encontramos que
generalmente se parecian mas a los datos obtenidos en la grafica de Hanes, por lo

anterior, los valores que se reportan fueron los obtenidos por este ultimo método.
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5. RESULTADOS.

5.1 Contenido de humedad de tejido embrionario de maiz

Para establecer los tiempos en los que se medirian los contenidos de carbohidratos y
la actividad de las invertasas acidas en los tejidos embrionarios de maiz, se realizd
una curva de contenido de humedad de ejes y embriones de maiz durante la
germinacién y el periédo temprano post-germinativo. La tendencia de las curvas es
similar para ejes y embriones de maiz (Figura 7). Durante las primeras 8 h de la
germinacién el contenido de humedad aumenta entre el 60 al 70%, posteriormente
se mantiene en este valor hasta las 24 h, comportamiento denominado fase Il. Por
ultimo hay un ligero aumento en el contenido de agua que nos indica el inicio de la
fase lll o estado post-germinativo. Con estos datos, se decidié tomar muestras a los
0, 8 (fase 1), 12, 24 (fase Il), 30, 40, 48 y 60 horas de germinacion (fase lll), para

cubrir las tres fases de la germinacion del tejido embrionario del maiz
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Figura 7. Curso temporal de acumulacién de agua de tejidos embrionario de maiz.
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5.2 Contenido de carbohidratos solubles en tejidos embrionarios de maiz

durante la germinacion.

La movilizacion de carbohidratos solubles es uno de los eventos tempranos durante
la germinacién, ya que éstos son la fuente de carbono facilmente asimilable por los
tejidos embrionarios. Al determinar los contenidos de glucosa en el eje embrionario
encontramos que entre 0 y 8 h hay una disminucion de aproximadamente el 60%,
posterior a este tiempo el eje embrionario mantuvo el contenido de glucosa en

aproximadamente 0.4 mg/g de eje hasta las 60 h de la germinacién (Figura 8).

Conjuntamente la fructosa va aumentando conforme avanza el tiempo de
germinacion, pero siempre en valores menores a los la concentracién de glucosa. La
acumulacioén de fructosa nos sugiere que podria estar ocurriendo la hidrélisis de la

sacarosa.
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Figura 8. Contenido de glucosa y fructosa durante la germinacion de ejes embrionarios de
maiz. La determinacién de carbohidratos se realizé mediante un método enzimaticamente

segun se describié en Materiales y Métodos.
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Analizando el perfil de concentracién de sacarosa en el eje embrionario (Figura 9),
encontramos que inicia con 9.7 mg Sacarosa/g de tejido, alrededor de 9 veces mas
que el maximo de glucosa encontrado en el eje embrionario, posterior a este tiempo
y hasta las 24 h su concentracion diminuye mas de un 75%, sin embargo tiende a
disminuir gradualmente para mantenerse a una concentraciéon similar a la que se
encuentra de glucosa, alrededor de 0.6 mg/g de tejido. Si comparamos los
contenidos de los tres carbohidratos durante la germinacion del eje embrionario
podemos observar que a las 40 h las concentraciones de glucosa, sacarosa y
fructosa se encuentran a niveles similares y se mantienen asi hasta las 60 h (Figura
9), lo que hace suponer que se requiere un contenido basal de los tres carbohidratos,

probablemente para regular la osmolaridad del medio celular.
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Figura 9. Contenido de glucosa, fructosa y sacarosa en ejes embrionarios de maiz durante

la germinacion.

Por otra parte, en el embrion completo, el contenido de glucosa comienza en 0.8
mg/g de tejido y durante las primeras 12 h de la germinacion no cambia (Figura 10),
y comienza a disminuir a las 24 h (57%), posteriormente aumenta hasta alcanzar

una concentracion ligeramente mayor a la del tiempo cero. En cuanto al contenido
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de fructosa durante el proceso de germinacion, el embridon presenta un sostenido
aumento llegando al doble de su concentracion inicial a las 60 h, tendencia que

también presentd el eje embrionario.
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Figura 10. Contenido de carbohidratos solubles en embriones de maiz durante la

germinacion.

Este comportamiento puede indicarnos que durante la germinacion del embrion, la
glucosa y la fructosa son la fuente para el metabolismo de carbono, sin embargo, el
incremento en ambos carbohidratos también puede ser un indicativo de la actividad

de enzimas hidroliticas sobre la sacarosa.

Al medir los contenidos de sacarosa en el embrion podemos claramente encontrar
dos fases: de las 0 a las 24 horas, los contenidos de sacarosa disminuyen 80%,
mientras que de las 24 a las 60 horas hay un aumento en el contenido de sacarosa, y
aun cuando no se llega a contenidos de sacarosa similares a los del tiempo 0, el
incremento es importante, 160%, si comparamos los valores de las 24 h con los de
las 48 h (Figura 11).
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Figura 11. Contenido de carbohidratos solubles en embriones de maiz durante la

germinacion.

La disminucién de sacarosa en el embridn en la fase germinativa puede deberse a la
utilizacion de este carbohidrato por los dos tejidos embrionarios del maiz, el escutelo
y el eje embrionario. Mientras que el aumento del carbohidrato que se observa
posterior a las 24 h solo podria darse en los escutelos, ya que como se observoé en la
Figura 10, en el eje embrionario los contenidos de sacarosa disminuyen de manera

continua.

Para evaluar lo anterior se embebieron embriones por 8, 12, 24, 36 y 48 h en agar y
pasado el tiempo de incubacién se les extrajeron los escutelos y el eje embrionario, y
en ellos se determind el contenido de sacarosa (Figura 12). El escutelo a las 0 horas
contiene 3.2 mg de sacarosal/g tejido, posteriormente se reduce el contenido de
sacarosa 2.6 veces a las 8 hy 9 veces a las 12 h, pero a las 24 h encontramos que
la sacarosa aumento y continia en aumento para llegar a un valor similar al inicial a

las 36 h de imbibicidon. Por su parte el eje presenta una curva de disminucion en el
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contenido de sacarosa hasta las 24 h de germinacion, para permanecer constante
hasta las 60h.
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Figura 12. Contenido de sacarosa y lipidos totales en escutelo y eje embrionario de maiz
durante la germinacion. A. Contenido de sacarosa y B. Contenido de lipidos totales (Datos
obtenidos por Castafion-Contreras, 2007). El experimento se realiz6 por triplicado, las

desviaciones estandar no se aprecian debido a que representan menos del 1% del valor.

El escutelo cuenta con una reserva de lipidos importante que puede ser canalizada al
ciclo del glioxilato para producir carbohidratos, fuente de carbono que sustentaria el

crecimiento de la plantula hasta que se convierta en un organismo fotosintéticamente
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activo y que antes de que la germinacidon ocurra se utiliza para la produccion de
sacarosa. Cuantificamos el contenido total de lipidos y encontramos que
efectivamente hay una disminucién en el contenido de éstos en el escutelo conforme
avanza la germinacién y hasta las 36 h (Figura 12B). A las 48 h se incrementa,
probablemente debido a la nueva formacion de tejido en la joven plantula. El tiempo
en el que encontramos la maxima reduccion en el contenido de lipidos coincide con
el tiempo en el que existe la mayor cantidad de sacarosa en el escutelo, las 36 h
(Figura 12).

5.3 Perfil de la actividad de las invertasas acidas a lo largo de la germinacion.

La movilizacién de la sacarosa en los tejidos embrionarios podria ocurrir a expensas
de las invertasas acidas localizadas en la vacuola y en la pared celular, por lo que
nos propusimos determinar los niveles de actividad de ambas enzimas durante la

germinacion y el posterior periodé temprano post-germinativo.

En la Figura 13 se muestran los resultados de actividad de la Inv-V a lo largo de la
germinacién en tejido embrionario de maiz. Conforme aumenta el tiempo de
imbibicion, aumenta la actividad de esta enzima tanto en eje y embrion de maiz, sin
embargo, después de las 24 h cuando ya la radicula emergié es cuando se observa
el mayor incremento en la actividad para ambos tejidos. La Inv-V del eje presenta
mayor actividad respecto a la del embrion completo tanto en la fase germinativa
como en la postgerminativa, en la primera es 2.5 a 2.8 veces mayor y en la segunda
llega a ser en el punto maximo (30 h) de 5.6 veces mas. También los perfiles son
diferentes, en el embrion el aumento es gradual durante todo el tiempo del
experimento, mientras que en el eje se alcanza un maximo de actividad a las 30 h
para después disminuir. Es probable que el incremento en la actividad de la invertasa
vacuolar del eje embrionario sea necesaria para demandar la entrada de mas

carbono para continuar su crecimiento.
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Figura 13. Perfil de la actividad de la Inv-V durante la germinacion de los tejidos

embrionarios de maiz.

Por su parte, la actividad de la Inv-CW también es baja en las dos primeras fases de
la germinacion tanto en ejes como embriones, aunque a las 24 horas comienza a
aumentar la actividad en el eje embrionario, siendo 4.8 veces mayor que la actividad
encontrada en el embrion (Figura 14). La curva de actividad del eje presenta su
maximo a las 40 h, 30 veces mas actividad que a las 24 h, aun con la disminucion
posterior en la actividad, estos son mayores que los del embridn. En cuanto a la
actividad de la Inv-CW en el embrion a diferentes tiempos de imbibicidn,
encontramos que aumenta gradualmente, al comparar la maxima actividad que hay
en el embrién (60 h) con la actividad encontrada entre las 8 y 24 h, resulta que se
alcanza 6 veces mas actividad. El perfil de actividad de la Inv-CW en ejes
embrionarios sugiere que éste es el tejido que esta fuertemente demandando

nutrientes a partir de las 24 h de la germinacion.
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Figura 14. Patron de la actividad de la Inv-CW durante la germinacion de tejido embrionario

de maiz.

5.4. Imbibiciéon del tejido embrionario de maiz en diferentes carbohidratos y su

efecto en el contenido de carbohidratos solubles.

Para medir el efecto que los carbohidratos tienen en la regulacion del flujo de
carbono en los tejidos embrionarios, se incubaron los ejes y embriones en diferentes
carbohidratos y se analizaron primero los contenidos de carbohidratos solubles en
ellos, para después analizar el efecto que se produjo en la actividad de las invertasas
acidas. Debido a que a partir de las 24 h la actividad de la enzima es alta respecto al

tiempo cero, realizamos los experimentos en tejido embrionario embebido 24 h.

Los tejidos fueron embebidos en diferentes carbohidratos, en agar sélo o en
presencia de sorbitol, estos dos ultimos los usamos como controles y la descripcion
de los efectos de los carbohidratos siempre estan referidos a los valores que se

encontraron en los controles.
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Se encontr6 que la imbibicion del tejido embrionario en glucosa produce una
acumulacién de ésta tanto en el eje como en el embrién (Figura 15A), 3.6 veces en
ejes y 2.4 veces en embriones comparado con la concentracion que se obtuvo en
Agar. Probablemente 50 mM Glucosa es una cantidad en exceso para las
necesidades del tejido embrionario, esto produce que el eje prefiera usar glucosa y la
fructosa se llegue a acumular (4.5 veces mas fructosa, Figura 15B), aunque ésta
elevacion en el contenido de fructosa no altera el contenido de sacarosa en el eje
(Figura 15C). Contrario a los ejes, los embriones no llegan a producir un aumento
alto en el contenido de fructosa cuando el tejido es embebido en glucosa (Figura
15B), probablemente se use como sustrato para la sintesis de sacarosa, aunque no

observamos que éste ultimo carbohidrato se acumule (Figura 15C) en el embrion.

La imbibicion del eje embrionario en fructosa produce una acumulacién en éste
carbohidrato (Figura 15B) y también promueve la acumulacion de sacarosa, es poco
probable que a este tiempo el eje embrionario sea capaz de sintetizar sacarosa con
la fructosa disponible, por lo que el efecto que observamos de la incubacién con
fructosa podria ser una alteracién en la utilizacion de la sacarosa, posiblemente
alguna de las invertasas disminuyo su actividad, por lo que observamos un aumento

en el contenido de sacarosa (Figura 15C).

Al embeber el eje embrionario en sacarosa, encontramos una acumulacién de la
sacarosa (5.5 veces) en el eje embrionario pero no en el embrion (Figura 15C), es
posible que el eje embrionario tenga un abasto suficiente de carbohidratos, por lo
que no utiliza toda la sacarosa que se le afadio. El eje degradd la sacarosa y ésto
produjo un aumento de 4 y 3.6 veces en el contenido de fructosa (Figura 15B) y
glucosa (Figura 15A) respectivamente. EI comportamiento del embridon embebido en
sacarosa es diferente al del eje, pues el embrion si fue capaz de usar la sacarosa
afiadida sin acumularla (Figura 15C), no acumuld fructosa (Figura 15B), aunque si

aumentd en 2 veces su contenido de glucosa (Figura 15A).
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En resumen, comparado con el embrion completo, el eje embrionario responde de
manera diferente en cuanto a la acumulacion de glucosa, fructosa y sacarosa. Al
parecer, el primero es capaz de modular su actividad metabdlica de una manera
diferente a la del eje, lo que le permite mantener sus concentraciones de
carbohidratos solubles, en cierto intervalo, independientemente, de si es expuesto o

no a carbohidratos.

5.5 Niveles de actividad de la invertasa vacuolar de tejido embrionario

embebido en diferentes carbohidratos.
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Figura 16. Actividad de la Inv-V de tejido embrionario de maiz embebido en diferentes
carbohidratos. A) Ejes embrionarios y B) embriones. Ambos tejidos se embebieron por 24 h

en 50 mM de los diferentes carbohidratos.
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La incubacion de los ejes embrionarios en carbohidratos sélo modifico la actividad de
la Inv-V cuando el carbohidrato anadido fué glucosa y produjo un decremento del
50% en la actividad de la Inv-V al compararla con la actividad que se encontr6 al
embeber el tejido en sorbitol (Figura 16A). Mientras que en los embriones, la
reduccién en la actividad solo ocurridé cuando se embebid el tejido en sacarosa,

observandose 32% menos actividad que en el control (Figura 16B).

Para obtener mayor informacién sobre cual era el efecto de la incubacion con
glucosa en la actividad de las invertasas acidas, se realizaron cinéticas de saturacion
de la enzima con su sustrato, la sacarosa: tanto en ejes embrionarios como en
embridn fueron incubados con glucosa, sacarosa y agar. En la Figura 17A se
muestra que la actividad de la enzima obtenida de cualquiera de las condiciones en
las que se incubaron los ejes embrionarios, presenta una cinética de actividad de tipo
Michaeliano, es decir las curvas describen una hipérbola cuadratica. Las curvas
descritas mediante la versidn linearizada de Michaelis hecha por Hanes, nos
proporcionaron lineas rectas que presentan un valor de regresién lineal cercano a 1,
lo que nos sugiere nuevamente que tenemos una invertasa acida con cinética de tipo

Michaeliano (Figura 17B).
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Figura 17. Curvas de saturacién con sacarosa de la actividad de Inv-V de ejes embrionarios
de maiz. A) Cinética de la actividad de Inv-V a diferentes concentraciones de sustrato. B)
Regrafico de Hanes de los datos en A. Las rectas que pasan por los puntos experimentales
fueron obtenidas mediante regresion lineal, misma que se muestra para cada tratamiento.
Cuando en el grafico de Hanes los datos se ajustan a una linea recta, se sugiere que la
enzima presenta un comportamiento Michaeliano. El reciproco de la pendiente de la curva es

la Vmax Yy la interseccién en el eje de las abcisas es la Km.
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Tabla 3. Efecto de la glucosa y sacarosa en los parametros cinéticos de la Inv-V de los ejes
embrionarios de maiz. Los valores de Km y Vmax fueron obtenidos de los datos que arrojo la
regresion lineal de la grafica de Hanes (Figura 17B).

Km Vmax

Incubacion en: (mM) (nmolGlumin*mg™)
Agar 0.47 27.17
Glucosa 0.31 16.61
Sacarosa 0.98 23.59

Los valores de Km y Vmax se presentan en la Tabla 3, se observo que la Vmax de la
enzima es menor (39% menos que el control) cuando se embeben los ejes
embrionarios en glucosa, como ya habiamos notado cuando se media la actividad a
100 mM de sacarosa, pero la Km de la enzima no cambia, esto sugiere que hay una
reduccion en la cantidad de proteina o bien a que pudiera haber ocurrido una mayor
sintesis de la proteina inhibidora de la invertasa vacuolar y entonces ésta se esta
uniendo a la enzima, disminuyendo asi la cantidad de enzima disponible para la
catalisis. Mientras que, aun cuando no detectamos cambios en la actividad de la Inv-
V al embeber el tejido en sacarosa, si observamos que la Km para la enzima

aumenta.

Se analizé también el efecto de la incubacion de los embriones en carbohidratos en
los parametros cinéticos de la Inv-V. Se midié la actividad de la enzima a diferentes
concentraciones de sustrato y los datos experimentales fueron ajustados a una
hipérbola cuadratica utilizando el programa MicroCal Origin 3.0 (Figura 18A). Como
se observa los datos no se ajustan bien a esta curva. Al realizar el regrafico de
Hanes, se observa, que no describen con claridad una sola recta, sino dos, lo que
sugiere que hay mas de una enzima en la preparacién o que la enzima no presenta
un comportamiento Michaeliano. Se sabe que la enzima no presenta cooperatividad
ni respuesta a ningun efector alostérico natural, pero en maiz se ha reportado que
existen dos genes para las invertasas vacuolares (Xu et al., 1996), por lo que es

probable que ésto es lo que estamos observando en los datos cinéticos de la enzima.
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Figura 18. Curvas de saturacion con sacarosa de la actividad de Inv-V de embriones
de maiz. A) Cinética actividad de Inv-V a diferentes concentraciones de sustrato. B)
Regrafico de Hanes de los datos en A. Los valores de regresiéon de las dos rectas
que se describen para cada una de los tratamientos de los embriones se muestran
en la grafica. Con el anterior tratamiento se obtuvieron los valores de Km y Vmax de

las dos posibles enzimas, las cuales se muestran en la Tabla 4.
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El embridn se encuentra formado del eje embrionario y el escutelo, es probable que
estemos observando que el escutelo presenta otra enzima diferente a la encontrada
en el eje embrionario. Por lo anterior, se trazaron dos lineas rectas sobre los datos
que fueron graficados segun Hanes, la primera desde 0.5 hasta 6 mM de sacarosa y
otra de 6 a 20 mM del sustrato. A partir de los datos de regresion de cada una de las
curvas se obtuvieron los parametros cinéticos para las dos posibles enzimas

presentes en la preparacion de tejido embrionario de maiz.

Tabla 4. Efecto de la incubacidon con glucosa y sacarosa en los parametros cinéticos de las
Inv-V de los embriones de maiz. Los valores de Km y Vmax de dos enzimas en cada extracto
enzimatico, fueron obtenidos de los datos de regresion lineal mostrados en la grafica de
Hanes (Figura 18B).

Incubacion Km Vmax
en: (mM) (nmolGlumin™mg™)

Agar Enzl 0.36 9.80

Enz2 3.55 14.27

Glucosa Enzl 0.49 9.74

Enz2 5.0 15.10

Sacarosa Enzl 0.53 6.20

Enz2 9.85 14.77

La Enzima1 de cada preparaciéon de embriones presenté una Km en el intervalo de
0.36 a 0.53 mM, un valor similar al encontrado en la preparacion de ejes
embrionarios de maiz (Tabla 3). La Enzima 2 presentd valores de Km al menos 10

veces mayores al de la Enzima1 encontrada en los tres tratamientos examinados.

La imbibicion de los embriones en sacarosa produce una disminucion en la actividad
maxima de la Inv-V (Figura 18A), tal y como observamos cuando se midio la
actividad a 100 mM del sustrato (Figura 16B). Al comparar los parametros cinéticos
de las enzimas presentes en esta preparacion con las encontradas al embeber el
tejido en agar y glucosa, encontramos que la diferencia se encuentra en la Vmax que
presenta la Enzima1, que es 2.8 veces menor a la encontrada en la enzima de

embriones embebidos en Agar.
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5.6 Niveles de actividad de la In-CW de tejido embrionario embebido en

diferentes carbohidratos.

La actividad de la invertasa acida de la pared celular de ejes fue mayor a la
encontrada en los embriones de maiz, tal y como observamos anteriormente en la
Figura 14, sin embargo, en ninguno de los dos tejidos se encontré que la invertasa
de la pared celular cambiara en actividad al ser embebido el tejido en diferentes

carbohidratos (Figuras 19A y B).
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Figura 19. Actividad de In-CW de tejido embrionario de maiz embebido en diferentes
carbohidratos. A. Ejes embrionarios y B. Embriones de maiz, embebidos en 50 mM de

sorbitol, sacarosa, glucosa o fructosa.

51



30
25 s w =
20

15

-
o
|
—

1

Actividad de Inv-CW
(nmolGlumin™'mg 1)

[6)]
1 |

o
|

v T
0 5 10
Sacarosa (mM)

20

y eje= 0.0361x + 0.0253
R%=0.9932

y embrién = 0.1658x + 0.1235
R? = 0.9962

H Eje
@ Embridn

= Lineal (Embrion)

—Lineal (Eje)

—

20 25

Figura 20. Curvas de saturacion de sustrato las In-CW de tejido embrionario de maiz. A.

Cinética de actividad de las Inv-CW, B. Grafico de Hanes de los datos en A. A partir de los

datos de regresion lineal se obtuvieron los datos cinéticos. En ejes embrionarios la Km es de

0.7+ 0.2 mMy la Vmax de 27.7 + 1.2 nmol Glumin'1mg'1; en embriones, la Km es de 0.75 +

0.06 mM y la Vmax de 6.03 + 0.11 nmolGlumin'mg™.

52



Se determinaron los parametros cinéticos de la Inv-CW de los ejes y embriones de
maiz solo cuando fueron embebidos en agar, encontrandose que ambas enzimas
presentan comportamiento Michaeliano. La afinidad por el sustrato es similar entre la
enzima de ejes y embriones, 0.7 mM; pero la Vmax de la enzima en los ejes
embrionarios es 4.6 veces mayor a la de los embriones. Lo anterior sugiere que hay
una mayor cantidad de la enzima en los ejes o bien a que no hay cantidades

similares del inhibidor natural de la enzima en ejes que en embriones.
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DISCUSION.
Movilizacion de carbohidratos solubles y lipidos durante la germinacion del

tejido embrionario de maiz.

La germinacion es un proceso que esencialmente comienza y necesita del aporte de
agua, ya que la semilla seca se encuentra generalmente con contenidos de humedad
bajos (5 a 15%) y la entrada de agua permite la rehidratacién de los componentes
celulares y la activacion de los procesos bioquimicos para conducir a la semilla hacia
la formacién de una nueva planta. El final del proceso de germinacion se ha definido
como la aparicion o emergencia de las estructuras de la nueva plantula, que en el
caso del maiz es la radicula. La movilizacion de reservas de la semilla se ha descrito
que ocurre en tiempos cercanos a la emergencia de la radicula, pero que en realidad
corresponde a la movilizacidon masiva de las reservas generalmente almacenadas en
tejidos extraembrionarios y que es el abasto importante de nutrimentos en el periodo
comprendido desde la salida de la radicula hasta que la plantula se transforma en un

organismo fotosintéticamente activo (Bewley y Black, 1994; Bewley, 2001).

Sin embargo, durante la etapa germinativa, también se requerira de la movilizacién
de reservas para la produccion de energia, la sintesis de nuevos compuestos como
los nucledtidos, proteinas, pared celular, y membranas entre otros. Las moléculas
que funcionan como reservas durante la germinacion son la sacarosa, la glucosa, la
fructosa, la estaquiosa, la rafinosa, las proteinas, aminoacidos y los lipidos que
generalmente se encuentran en el propio tejido en crecimiento o en la vecindad de

éste.

Examinamos la movilizacion de reservas durante la germinaciéon y el estadio
temprano posgerminativo, principalmente como la movilizacion de algunos
carbohidratos solubles. Encontramos que esencialmente la sacarosa es el
carbohidrato que es movilizado rapidamente durante el periodo germinativo, el eje
embrionario desnudo es capaz de movilizar alrededor del 57% de la sacarosa en las

primeras 8 h, similar a la velocidad de degradacidon de la sacarosa por el embrion,
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64% en 8 h. Sin embargo, el eje embrionario llega a consumir a las 40 h el 94% de la
sacarosa que contenia desde el dia 0, mientras que el embrion degrada el 85% del

contenido inicial de sacarosa en 24 h, tiempo después empieza a acumular sacarosa.

A pesar de que en general se minimiza el papel de la movilizacion de reservas en el
periodo germinativo, algunos autores colocan en sus medios de imbibiciéon o
germinacion a la sacarosa como fuente carbonada (Eastmond et al., 2000; Stacey et
al., 2006). En un estudio en maiz, encontraron que los ejes embrionarios de maiz son
capaces de alcanzar el 75 a 80% de germinacién en ausencia de sacarosa y aun
cuando se aumente la concentracion de sacarosa en el medio (0.1 a 10%) el
aumento en el porcentaje de germinacion es minimo. Pero lo que si se modifica al
colocar a los ejes embrionarios en sacarosa es que éstos acumulan un mayor peso
seco, sobre todo a concentraciones mayores de 1% de sacarosa. También la
longitud de la plantula que se produce es mayor si se coloca al eje embrionario a
embeber en sacarosa, desde concentraciones tan bajas como 0.1%, aunque
concentraciones de 10% de sacarosa en el medio disminuyen la longitud de la
plantula, probablemente debido a efectos osmoticos (Styer y Cantliffe, 1984). Lo
anterior sugiere que el uso de la sacarosa en el eje embrionario es un requisito no

para una germinacion exitosa, sino para la produccién de una plantula vigorosa.

En Arabidopsis se demostré que la adicién de glucosa mas aminoacidos al medio de
cultivo es capaz de atenuar la inhibicion que el acido abscisico produce en la
germinacion, lo que corrobora que la movilizacidon de las reservas durante el periodo
germinativo es necesaria para continuar con la emergencia de la radicula y llevar al

desarrollo vigoroso de la plantula (Garciarrubio et al., 1997)

In vivo, la fuente de la sacarosa adicional en el eje embrionario de maiz durante la
germinacién es el escutelo, ya que como observamos, el embrion es capaz de
empezar a acumular sacarosa después de las 24 h, resultado del equilibrio entre su
sintesis y uso (transporte y metabolismo). Corroboramos que la sacarosa se

encontraba en el escutelo, observando que después de las 12 h comienza su
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acumulacion y que la sintesis puede ocurrir a través del uso de los productos de la

degradacion de los lipidos.

La degradacion de lipidos es un evento temprano en la germinacion, comienza aun
antes de que la hidratacion llegue al 30% ya que las lipasas son activas a
concentraciones de agua tan bajas como el 3% (Bewley y Black, 1994). En este
estudio observamos que antes de las 24 h hay una degradacion activa de lipidos, es
decir la degradacidon comienza antes de que observemos la acumulacién de

sacarosa.

Los triacilgliceroles son una de las fuentes de carbono del tejido embrionario, su
hidrdlisis produce glicerol y acidos grasos. El primero entra a la via glucolitica a nivel
de la dihidroxiacetona-fosfato, mientras que los acidos grasos se transformaran por
la B-oxidacion en acetil-CoA. La acetil-CoA puede ser utilizada en varios procesos,
precursor de la sintesis de nuevos acidos grasos para las membranas, sustrato
respirable en la mitocondria y del cual se podran obtener moléculas con enlaces de
alta energia y poder reductor, o bien como sustrato para la formacion de nuevas
moléculas de carbono como sacarosa, a través del ciclo del glioxilato y la

gluconeogénesis (Eastmond y Graham, 2001).

A pesar de que se ha postulado que la degradacion de lipidos se usa esencialmente
para la sintesis de sacarosa, se ha observado en diferentes especies que al inicio de
la germinacion el carbono es utilizado en la respiracion, que seria una de las fuentes
iniciales de poder reductor y energia. Eastmond y colaboradores (2000), sugieren
que lo anterior esta ocurriendo, ya que semillas de Arabidopsis denominadas icl-1 e
icl-2, mutantes que son incapaces de sintetizar a la isocitrato liasa, son capaces de
germinar y presentan una degradacion de lipidos y produccién de CO (respiracion)
ligeramente mayor a la de las semillas silvestres, ademas de un decremento entre 5
a 10 veces en los carbohidratos solubles. No obstante el desarrollo posterior de la

plantula se detiene si no hay una fuente adicional de carbono en forma de azucares.
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El ciclo del glioxilato es una variante del ciclo de Krebs, en el que se utilizan dos
unidades de acetil-CoA para la produccién de 1 molécula de 4 carbonos, el
succinato. Posteriormente, el succinato es usado en el ciclo de Krebs para la
formacién de malato, el cual sale de la mitocondria en forma de oxalacetato, sustrato
de la gluconeogénesis. La preservacion de las moléculas de carbono del acetil-CoA
son las que llevaran al final a la sintesis de novo de carbohidratos. Los transcritos de
las dos enzimas clave en este proceso, la isocitrato liasa y la malato sintasa, se
incrementan en tiempos cercanos a la protrusién de la radicula, permaneciendo
transitoriamente hasta que la plantula es fotosintéticamente activa (Eastmond y
Graham, 2001). En escutelos de maiz se ha medido la actividad de las dos enzimas
regulatorias del ciclo del glioxilato, iniciando su actividad a las 24 h, después
aumentan para alcanzar un maximo a los 4 dias, pero a los 7 dias las actividad es
exigua (Longo y Longo, 1970). Sabemos que los embriones germinan alrededor de
las 24 h y que es a partir de este tiempo en el que encontramos un aumento en el
contenido de sacarosa. Seria interesante conocer si la sacarosa se sigue
incrementando y es semejante a lo que Longo y Longo observaron respecto a la
actividad de la isocitrato liasa y la malato sintetasa, ademas de conocer si la
concentracion tan baja que se encuentra en los ejes a las 24 h, es una de las senales
que le permite al escutelo comenzar la sintesis de sacarosa en el embridén. Lo
anterior lo sugerimos, ya que varios trabajos han encontrado que la degradacién de
lipidos de reserva o la de la actividad de las enzimas del ciclo del glioxilato se retarda
cuando se anade sacarosa 0 glucosa al medio en donde germina el tejido

embrionario (Longo y Longo, 1970; To et al., 2002).

La In-CW en la movilizacion de sacarosa del tejido embrionario de maiz.

La utilizacion de la sacarosa como fuente de carbono y energia, depende de su
hidrolisis hacia hexosas. Se han involucrado a las invertasas como enzimas
importantes en el control de la diferenciacién de las células y en el desarrollo de las
plantas, a través de su capacidad de regular los niveles de hexosas en ciertos tejidos

especificos, coordinando la capacidad de aporte de las células fuente con la de la
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toma de las células demanda (Sturm, 1999). En este estudio tenemos que los ejes
embrionarios son un tejido fuertemente demandante de nutrimentos, mientras que el
escutelo es un tejido fuente, por lo que las invertasas son enzimas que deben estar
funcionando activamente durante la germinacion. Adicionalmente, era interesante
conocer la capacidad de las invertasas durante la germinacion del tejido embrionario
de maiz, debido a que en experimentos previos en el laboratorio han demostrado que
a pesar de que el eje embrionario requiere de nutrimentos, no es capaz de tomar la
sacarosa del medio, debido a que no contiene transportador de sacarosa (Greaves-
Fernandez, 2001; Zavala-Zendejas, 2001), por lo que serian las hexosas producidas
de la hidrdlisis de la sacarosa en los apoplastos, las que estarian transportandose y

soportando la actividad de las células del eje embrionario.

Observamos que la actividad de la invertasa de la pared celular es baja y similar en
ejes y embriones en las primeras 12 h de imbibicién, pero a las 24 h el eje
embrionario aumenta su actividad rapidamente alcanzando su maximo a las 40 h,
que fue 16 veces mas alta que la actividad en el eje embrionario seco. Por su parte el
embridn, aumentoé su actividad a partir de las 40 h pero no logra alcanzar la actividad
que se presenta en el eje embrionario. Lo anterior es sugerente de que el eje
embrionario se esta comportando como un tejido fuertemente demandante de

nutrimentos, a través de una actividad alta de su invertasa de pared celular.

El valor de Km para la enzima presente en ejes y embriones es de 0.7 mM, su alta
afinidad le permitiria hidrolizar la sacarosa que las células del escutelo se encuentran
transportando a los apoplastos. Debido a que la velocidad de la enzima en el eje
embrionario es 4.6 veces mayor a la del embridn, sugerimos que la sacarosa que se
le llega a escapar a la invertasa de pared celular del escutelo, es transportada hacia
el floema que conecta al eje embrionario y ya en el apoplasto del eje embrionario es
hidrolizada. Postulamos lo anterior debido a que esto ocurre en las plantas adultas,
en donde la actividad de la invertasa de pared celular de las hojas es nula o baja,
mientras que después de que la sacarosa es movilizada a través del floema, los

tejidos demanda presentan una actividad alta de su invertasa apoplastica, lo anterior
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para abastecer de las hexosas al tejido demanda, para incrementar la fuerza de
demanda del tejido y también para la produccidn de las senales del desarrollo
(Roitsch et al., 2003).

En el proceso del desarrollo de semillas de avena se observd que la invertasa de la
pared celular aumenta al cuarto dia después de la antesis', para posteriormente
disminuir gradualmente y llegar al dia 12 con una actividad minima. La mayor
actividad se encuentra en el tiempo preciso en el que el tejido se encuentra en la
fase de rapido crecimiento y la alta concentracidn de hexosas podria ser la
responsable del avance de la actividad mitotica del embridn en desarrollo (Weschke
et al., 2003). Durante la germinacion de los ejes embrionarios de maiz, observamos
que la actividad de la invertasa de pared celular se incrementa desde el tiempo cero
hasta las 8 h, pero la mayor actividad se encuentra a tiempos posteriores a la salida
de la radicula, 30 a 40 h, que es el intervalo de tiempo en donde hay mayor actividad
de las invertasas, tiempos en los que probablemente el eje esta solicitando el aporte

mayor de nutrimentos del escutelo.

Lo anterior también se ha observado durante el desarrollo de la semilla de maiz, en
donde la invertasa de pared celular tipo 2, INCW2, se expresa temporalmente y
coincidentemente con las células del endospermo en division (Cheng y Chourey,
1999).

¢ Cuales serian las senales para solicitar el aporte de mas nutrimentos?, sugerimos a
los carbohidratos y las hormonas, ya que se ha postulado que la expresion de las
invertasas acidas es regulada por estos factores. En Arabidopsis, la adicion de GA4
(giberelina tipo 4, una giberelina activa) induce a las invertasas tanto vacuolares
como a una de pared celular (Mitsuhashi et al, 2004). En nuestro sistema

experimental, la germinacion, se conoce que a tiempos cercanos a la salida de la

' Antesis. Fase de expansion de una flor en la cual se libera el polen de las anteras. (Quijada Rosas 1992)
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radicula se incrementa la sintesis y transporte de giberelinas, lo que ayuda a la
movilizacion del almidon de las reservas del endospermo (Thomas y Rodriguez,
1994). Por lo que es de esperarse que la induccion de la sintesis de a-amilasa no
sea la unica que responda al giberélico y que las invertasas podrian también verse
afectadas por la presencia de la hormona, sola o en conjunto, al nivel de
carbohidratos presentes en ese estadio del desarrollo. El nivel de carbohidratos se
conoce que es necesario, ya que la reduccion de carbohidratos en los escutelos de
avena durante la germinacion lleva a la estimulacion de la sintesis y liberacion de GA
y cuando el nivel de carbohidratos se incrementa por el aumento en la degradacion
de almidén o por la actividad metabdlica del tejido, se reduce la sintesis de GA
(Thomas y Rodriguez, 1994).

En cuanto a la regulacién de la Inv-CW del tejido embrionario de maiz por azucares,
encontramos que 24 h de imbibicion del tejido embrionario en sacarosa, glucosa o
fructosa no modifican la actividad de la invertasa de la pared celular tanto del eje
como del embrion. Es probable que la concentracidn o el tiempo de exposicion en los
carbohidratos solubles no sea la adecuada para inducir la expresion de la enzima, o
bien de reprimir a su inhibidor natural, ya que en cultivos de maiz en desarrollo se ha
encontrado que cuando se mantienen por 14 a 16 dias en un cultivo sin carbohidrato,
la actividad de la Inv-CW1 es 5.1, 5.3 y 4.1 veces menor que cuando se afade 15%
de sacarosa, fructosa y glucosa, respectivamente (Cheng y Chourey, 1999). Otra
explicacion podria ser que a las 24 h la actividad ya sea la maxima para la
concentracion de carbohidratos que se encuentra en ese momento, y que la adicion
de mas carbohidratos no muestre un impacto en la produccion de mas enzima y por
tanto mayor actividad. Aunque también podria necesitarse un efecto conjunto de
cierta concentracién de GA y de carbohidratos para estimular la transcripcion de los
genes de la invertasa de la pared celular, y que con 24 h de exposicion al

carbohidrato todavia no se alcanza.

Lo que si observamos cuando el tejido se embebe en carbohidratos, es el cambio en

el contenido de carbohidratos, lo cual era sugerente de un cambio en la actividad de
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uso de sacarosa. Por ejemplo, la imbibicion de los ejes embrionarios en sacarosa y
fructosa ocasiono un incremento en sacarosa y fructosa de mas de 2 veces, aunque
glucosa también da aumento ligero. Lo que indica que el eje embrionario se
encuentra en un estado metabdlico distinto que cuando se embebe el tejido en agar.
Cuando se embebe en sacarosa, el tejido debe degradar mas sacarosa, por lo que
produce mas glucosa y fructosa, siendo glucosa un metabolito mas facilmente
asimilable, el tejido empieza a acumular la fructosa. Esto lo postulamos ya que la
mayor parte de las hexocinasas presentan Kms por glucosa en el rango micromolar,
30-100 uM, mientras que la Km para fructosa se encuentran en el intervalo milimolar,
2.5 a 26 mM (Tabla | en Lépez-Hernandez, 2007). Al embeber el tejido en fructosa, el
eje disminuye su actividad de hidrdlisis de sacarosa, ya que es un tejido que a las 24
h no tiene la capacidad de sintetizar sacarosa, lo que lleva a una acumulacién de
sacarosa y de la propia fructosa. Ya que en el eje la actividad de la invertasa de
pared celular no se afecta por la imbibicion de carbohidratos, la otra posible
explicacion es que se encuentre modificado el metabolismo de la sacarosa en el

interior de las células y no en los apoplastos.

La Inv-V en Ia movilizaciéon de sacarosa.

Durante las fases | y Il de la germinacién (0 a 24 h) las Inv-V se activan, en las
primeras 8 h la actividad de invertasa vacuolar en el embrién es mayor que la del eje
embrionario, sin embargo a las 12 h el patron cambia y el eje embrionario es el que
presenta la mayor actividad. La actividad de la invertasa responde a la necesidad de
movilizar la sacarosa almacenada en la vacuola y coincide con la disminucién en el
contenido de sacarosa que se detectdé durante esta etapa en el eje y el embridn, 42 y

37.5% menos sacarosa a las 8 h, respectivamente.
En la fase Ill o posgerminativa, la actividad de la invertasa vacuolar del embrion

aumenta gradualmente, mientras que la actividad en el eje presenta un maximo a las

36 h. Durante todo el tiempo examinado de las 24 a las 60 h, el eje embrionario
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presenta mayor actividad que el embrion, o que coincide con la escasa cantidad de
sacarosa que se detecta en este tejido a estos tiempos, 5% de la que presentaba al
tiempo 0 y sugiere que el eje embrionario se encuentra, atrayendo nutrientes para

potenciar su crecimiento a través de su actividad de Inv-V.

En semillas de maiz se ha descrito la presencia de dos isoformas de invertasas
vacuolares, aunque en otras plantas como en avena se han descrito no solo
invertasas sino también fructosiltransferasas. En arroz se han encontrado 19 genes
putativos de invertasas, 9 de ellos de pared celular, 2 de enzimas vacuolares y 8

alcalinos o neutros (Ji et al, 2005).

En los ejes embrionarios de maiz detectamos una Inv-V con una Km para sacarosa
de 0.3 mM y en los embriones completos encontramos una Inv-V mas con una Km
10 veces mayor 3.5 mM. La invertasa puede presentar valores de Km variados
dependiendo de la isoforma en una misma planta o en diferentes plantas, de 5 mM
en Arabidopsis para la INV1 e INV3, en fresa de 3.5 mM, en avena de 8.1, 1y 1.7
mM para las invertasas |, IIA y IIB, en azucena 1, 6.4 y 6.6 mM para IT1, [T2e IT3 y
en la pera japonesa 3.3 y 4.6 mM AIV | y AIV Il (Hashizume et al., 2003; Miller et al,
1994; Obenland et al., 1993; Randwala et al., 1992, Tang et al, 1996). Por lo
anterior, el valor de Km encontrado en el embrién del maiz es semejante a los
encontrados en otras plantas y podria corresponder a una forma especifica
localizada en el escutelo o bien a una forma de enzima que aparece en el eje
embrionario cuando se encuentra en el embrion completo. Mientras que la forma

presente en el eje embrionario, presenta una Km ligeramente menor a las descritas.

La actividad de la invertasa soluble durante la primera parte del desarrollo del maiz
es critica, aunque también se ha sugerido como necesaria en muchas estructuras
que se encuentran en el proceso de alargamiento como los tallos, vainas, flores y en
ciertos estadios del crecimiento de las hojas (Xu et al., 1996). En maiz se han
identificado dos genes para invertasas, Ivr1 e Ivr2, con un nivel de expresion

diferente tanto en diferentes tejidos como en el desarrollo, el transcrito de Ivr1 tiende
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a encontrarse en estructuras reproductivas (antera madura, corona del grano),
mientras que Ivr2 se distribuye en un espectro mas amplio de tejidos no so6lo los

reproductivos sino también los tejidos demanda (Xu et al, 1996).

Ambos genes responden a la disponibilidad de carbohidratos, pero de manera
diferente, el transcrito para Ivr1 disminuye gradualmente conforme las células estan
sujetas a condiciones de ayuno a carbohidratos, llegando a no ser detectado a las 48
h. Concentraciones elevadas de glucosa (2 y 4%) reprimen su transcripcion, mientras
que Ivr2 responde de manera opuesta, el transcrito de Ivr2 drasticamente se degrada
después de 12 h sin el suministro de carbohidratos, pero se induce con
concentraciones tan bajas de glucosa como del 0.2% y mantiene ese nivel aun con
4% de glucosa. Lamentablemente no se tiene informacion en la literatura de la Km
para sacarosa de las dos invertasas vacuolares que nos pudiera ayudar a asignarles
el nombre adecuado a las enzimas que encontramos. Sin embargo, por el efecto de
la incubacion en carbohidratos sobre la actividad las enzimas, sugerimos que la
forma de enzima que se encuentra en el eje embrionario podria ser producto del gen
Ivr2, ya que con 24 h de exposicion a glucosa, la actividad de la enzima disminuye un
39% y al embeber a los ejes en sacarosa, a pesar de no ocurrir un cambio en la
Vmax de la enzima, la Km se incrementa ligeramente. Cuando se midi6 la actividad
de Inv-V en el embridn, la forma con la Km baja que corresponderia a la enzima que
se encuentra en el eje se ve afectada en su actividad maxima cuando el embrién es
embebido en sacarosa, disminuyendo la actividad un 37%. Lo que es indicativo de
que la forma de enzima en el eje es mas sensible a la exposicion de carbohidratos
que la forma que se encuentra en el embrién completo y que podria corresponder al

escutelo.

Generalmente se ha observado que las invertasas se modulan por carbohidratos, en
este trabajo se encontré que la invertasa vacuolar que corresponde a la de alta
afinidad por sacarosa se inhibe por glucosa y por sacarosa, aunque en este ultimo
caso solo cuando se encuentra cubierto el eje por el escutelo, debido a que la Vmax

disminuye y su Km no cambia, el efecto de la incubacién podria deberse a un cambio
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en la cantidad de enzima que se sintetizo o bien a que el inhibidor proteico especifico
de la enzima se incrementd en numero y por lo tanto la enzima despliega menor
actividad. Una de las maneras de conocer si la cantidad de enzima es menor es
realizando ensayos con anticuerpos especificos. Otros experimentos que se podrian
realizar es la deteccion de la enzima in situ para conocer si efectivamente la enzima
vacuolar que presenta baja afinidad por sacarosa es la que se encuentra de manera
especifica en el escutelo, o bien si la enzima del eje se encuentra uniformemente
distribuida en el tejido o hay zonas en las que se tiene una actividad mayor como

podrian ser la radicula y el hipocétilo o coledptilo.

En resumen, encontramos que efectivamente las dos invertasas acidas, la soluble o
vacuolar y la insoluble o de pared celular se encuentran activas durante la
germinacidon del maiz, aunque mas durante el periodo post-germinativo temprano.
Siendo el eje embrionario el que presenta la mayor actividad de las dos invertasas
acidas, lo que nos corrobora que el eje es el tejido fuertemente demandante de
nutrimentos y que el intervalo maximo de demanda es a partir de las 30 h. El
escutelo es un tejido que no sélo usa sino que sintetiza sacarosa a partir de su propia
reserva de lipidos o bien de la glucosa que el endospermo proveera, es por ello que
el excedente de sacarosa es transportado, mediante el transportador de sacarosa

para proveer de carbono al eje embrionario (Figura 21A).

A pesar de que se ha postulado que los carbohidratos alteran la expresion de las
invertasas, sélo se encontré que la invertasa de la vacuola era afectada por éstos y
solo cuando el tejido se incuba en glucosa o sacarosa. Al parecer, sélo una de las
Inv-V, la de alta afinidad, es la que disminuye su actividad con la imbibicién en
glucosa y sacarosa. Probablemente sea el producto del gen Ivr2 el que se altera por
la exposicién del tejido a glucosa, ya sea por su union de la Inv a la proteina

inhibidora o bien al aumento en la transcripcién del gene (Figura 21B).
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Figura 21. Modelo sobre el reparto de carbohidratos en los embriones de maiz a las 24
h de germinacion. A. El escutelo presenta una alta actividad metabdlica, mediante su Inv-V
lleva a cabo la hidrélisis de sacarosa, aunque también sintetiza sacarosa al usar los
productos de degradacion de los lipidos o la glucosa que proviene del endospermo. El
exceso de sacarosa se exporta al eje embrionario quién no tiene transportador de sacarosa,
por lo que la sacarosa es usada por las Inv-CW de ambos tejidos. El eje puede sobrevivir un
tiempo sin el aporte de sacarosa ya que su Inv es activa B. La imbibicidn en glucosa
disminuye la actividad de la Inv-V, pero sélo la del eje, ya que no es necesaria mas Inv por el
abastecimiento suficiente de carbohidratos al eje embrionario. Se sugiere un aumento en la
unién a su inhibidor natural (inh-Inv) o a la disminucién en la transcripcion del gene Ivr2.
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7. CONCLUSIONES.

1.

El eje embrionario presenta una actividad de degradacién de sacarosa alta
durante el periodo germinativo (0 a 24 h), llegando a un 5% de la sacarosa
inicial a las 60h de germinacion.

El embrion degrada a la sacarosa durante las primeras 12 h de imbibicion y
posteriormente a este tiempo comienza a sintetizar sacarosa, el balance entre
sintesis y degradacién es favorable para la sintesis después de las 24 h.

La invertasa acida de la pared celular del eje embrionario es 4.6 veces mas
activa que la del embridn, sugerimos que esta enzima es la que produce la
mayor parte de las hexosas que son transportadas hacia el eje embrionario.

La Inv del eje embrionario es activa al inicio de la germinacion, probablemente
ayuda a la movilizacién del carbono almacenado en la vacuola para sustentar
el metabolismo en las células del eje, y es probable que esta sea la
responsable de la actividad de degradacién alta que observamos en las
primeras 24 h de germinacion.

La Inv del embrién y posiblemente del escutelo se encuentra poco activa,
sugiriendo que el embridén no se encuentra acumulando reservas, sino que las
esta transportando hacia el exterior.

La mayor actividad de ambas invertasas acidas se produce después de la
salida de la radicula, alrededor de las 30 h. Sin embargo, el eje embrionario es
el que presenta un maximo de actividad entre las 30 y 40 h en ambas
enzimas, maximo que no se presenta en el embrion completo y que podria
sugerir que es el tiempo en el que el eje se encuentra demandando mas
nutrientes del escutelo.

La Inv-CW no cambia por la exposicion del tejido embrionario a carbohidratos.
Pero la invertasa acida de la vacuola si. La glucosa y la sacarosa modifican a
la forma de la enzima con afinidad alta por la sacarosa (0.4 mM) presente en
el tejido embrionario y sugerimos que podria ser a la forma descrita en la
literatura como Ivr2. Mientras que la forma con una Km alta (3.5 mM) podria
provenir del gen Ivrl, ya que no es sensible a la adicion exdgena de

carbohidratos.
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PERSPECTIVAS

Identificar si las isoformas de Inv de baja y alta afinidad por sacarosa y que
encontramos de manera diferencial en ejes y embriones, corresponden a los
productos de los genes Invrl e Invr2. Lo anterior mediante ensayos de
RTPCR.

Con la finalidad de determinar si el cambio en la Vmax corresponde a un
cambio en la cantidad de proteina, se realizaran immunoréplicas tipo Western
tanto de extractos totales o citoplasmicos de ejes como de embriones
expuestos a glucosa o sacarosa.

Deteccion in situ de la actividad de la Inv usando diferentes concentraciones
de sustrato, para determinar si la forma con baja afinidad por sacarosa es la
que se encuentra confinada a los ejes embrionarios de maiz, mientras que la
forma de alta afinidad se expresa en el escutelo.

Determinar si la actividad de las enzimas del ciclo del glioxilato, la malato
sintasa o de la isocitrato liasa aumentan conforme aumenta el proceso
germinativo y paralela el curso temporal de aumento en la contenido de
sacarosa en el escutelo. Planeamos realizar lo anterior mediante la deteccion

in situ de ambas actividades.
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