TSIDAD NACIGNAL AYTONOMA 5

Q! - LT
I ) /
56 S

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

FACULTAD DE QUIMICA

DETECCION in situ DE LA EXPRESION DIFERENCIAL DE LOS
TRANSPORTADORES DE AZUCARES EN LOS TEJIDOS
EMBRIONARIOS DE MAIZ Y SU POSIBLE REGULACION POR
CARBOHIDRATOS.
T E S | S
QUE PARA OBTENER EL TITULO DE
QUIMICA FARMACEUTICA BIOLOGA
PRESENTA

SONIA ALELY RAMIREZ VERDEJO

MEXICO D.F. 2009



JURADO ASIGNADO:

PRESIDENTE RAQUEL ORTEGA MUNOZ

VOCAL MARIA EUGENIA TORRES MARQUEZ

SECRETARIO SOBEIDA SANCHEZ NIETO

ler. SUPLENTE  JOSE IGNACIO PARAMO RAMIREZ

2do. SUPLENTE LAURA CARMONA SALAZAR

ESTE TRABAJO SE LLEVO A CABO EN EL LABORATORIO 114, DEPARTAMENTO DE
BIOQUIMICA, EN EL CONJUNTO E DE LA FACULTAD DE QUIMICA, UNAM, BAJO LA
DIRECCION DE TESIS DE LA DRA. SOBEIDA SANCHEZ NIETO.

DRA. SOBEIDA SANCHEZ NIETO Q.F.B. CONSUELO ENRIQUEZ ARREDONDO

Asesor Supervisor Técnico

SONIA ALELY RAMIREZ VERDEJO

Sustentante



AGRADECIMIENTOS

Doy Gracias a Dios por existir, por todo cuanto tengo y por permitirme vivir
rodeada de mis seres queridos.

A la UNAM agradezco por su invaluable legado de conocimientos y cultura. Por
transmitir el incansable espiritu de lucha y el orgullo de ser universitaria.

Agradezco a la Facultad de Quimica por darme los conocimientos necesarios
para desarrollarme en mi vida profesional, por ser una institucion comprometida y
por ser mi segunda casa durante los afios que cursé mi carrera.

Gracias a la Dra. Sobeida Sanchez Nieto, quién ademas de ser mi asesora en
este proyecto ha sido un gran apoyo, gracias por brindarme su confianza,
paciencia y sabiduria, por transmitir sus conocimientos y por ser una maravillosa
persona.

Gracias a todos mis profesores de la Facultad, quienes son excelentes
profesionistas y aportaron la parte mas importante durante mi formacion
académica.

Gracias a mis compafieros del Laboratorio 114, Norma,Tania, Aida, Victor, Eric,
Adriana y Saul por su amistad, apoyo y comprension.

Se agradece a la QFB Maria Consuelo Enriquez Arredondo por su asesoria
técnica en la deteccidén del transportador de sacarosa en tejido embrionario de
maiz.

Gracias a a Dra. Marina Gavilanes y a todos mis comparieros del Laboratorio 101
por las facilidades brindadas durante la realizacion de este trabajo

Se agradece al MVZ Atonatiu Edmundo Gomez Martines el apoyo técnico para la
inmunizacién de conejos y la obtencion de anticuerpos que fueron usados en
este trabajo.

Este trabajo se realiz6 con apoyos :
PAPIIT IN218505 y PAPIIT IN203708 DGAPA, UNAM.
PAIP 6290-12 de la Facultad de Quimica.

Gracias a mi mama por su amor infinito, por todos sus sacrificios, por que todo su
esfuerzo ha sido mi principal fuerza para salir adelante, por que este logro es tan
Suyo como mio.

Gracias a mi Amor Fernando por todo su amor y cuidado, por cada momento
juntos, por toda su ayuda y por que en realidad no existen palabras para



agradecer todo lo que haz hecho por mi, por ser parte de mi vida y de este
trabajo. Te amo.

Gracias a mis Hermanas Marili y Gaby por ayudarme a entender la vida, por
entenderme y soportarme, por ser mi apoyo en todo y por su carifio.

Gracias a mi Papa por toda su generosidad, por el apoyo y carifio que siempre me
ha brindado.

Gracias a mis Tias Ligia, Rosa y Rafa, por todo el apoyo y carifio que han
brindado a mi y a mi familia.

Gracias a toda la familia Berdejo Centeno por toda su ayuda y carifio

Gracias a mis amigos de toda la vida Alondra y Fidel por su amistad y por estar
siempre conmigo.

Gracias a mis amigos y comparieros de toda la carrera por su amistad y por todos
los momentos compartidos: Abigail, Lorena, Zuzuki, Judith, Erika, Daniel, Eder,
Paullete, Kenia, y los demas que no mencioné pero que igual han sido
importantes.



DEDICATORIAS

Dedico esta tesis con todo mi amor, respeto y admiracién a quienes para mi
son la prueba mas grande de que Dios existe:
A mis papas: La Sra. Ubalda Berdejo y el Sr. Joaquin Ramirez
A mis hermanas: Marila y Gaby

Y a el amor de mi vida: el QFB Luis Fernando Contreras de la Cruz



CONTENIDO

Pagina
INGICE & fIGUIAS ....vvvovvecveesveeeees e 7
ADFEVIALUIAS ....vvvviiiisisieiee sttt 8
RESUMEBIN ..ttt 9
INEFOTUCCION. ... oot 11
Descripcion de la semilla de MaiZ.........cooevviririnnieeceeses s 11
ESIUCIUIA ... 11
CONEENIAO 0B TESEIVAS.......coiveirieiriiieis s 13
GRIMINACION. .....cvoviiiicie bbb 14
Fases de 1a germinacion.........ccccvvevereeeeseeeee s 15
MOVIliZACION 0B TESEIVAS.......vrevrvrireiririireieisiereisie s 17
Transporte de carbONIdratos..........ccccvererereeiiice s evererennns 19
Transporte de carbohidratos a través de membranas.............cccoceeeereiiinnnnn,s 22
Transportador e SACAIOSA............covvrererereieierereieeisisiss e, 22
Transportador de NEBX0OSAS. ...t 25
Carbohidratos como moléculas Sefial............coourrernnnnnenneeene 28
Antecedentes directos al trabajo ... 31
Caracterizacion de la toma de sacarosa en la germinacion del maiz......... 31
Regulacion del simportador sacarosa/H* por azucares en la
germinacion del MAIZ..........cvirerireree s 32
HIPOTESIS. ..o 34
ODJELIVOS. ... 34
ODJEtIVO GENETAL. . ... 34
ODjetiVOS PAItICUIAIES. ......cucvevevereirisiiiseeee e 34
MaterialeS Y MELOUOS. ........cvvvvcreieicieieie e 35

DiSefo eXPerimental.............covveereeeennssss e 35



Material DIOIOGICO. ....evvvrireirisiicies s
Crecimiento de €jeS Y MDIIONES........ccovvvrrnniiieeeee e v
Imbibicion de tejidos (ejes embrionarios y embriones) en diferentes
CarDONIATALOS. ... s
Obtencion de fraccion MICrOSOMAL..........cccvvvrereriireeisieee s
Determinacion de Proteingas..........cccvrereninenneseseeeseseeeseeeenes
INMUNOTEPICa tIPO WESEEIN.......eviiciicee s
Anticuerpos contra los diferentes transportadores de
carbohidratos de la membrana plasmatica..............cccoevrvrererveenseenennnns
Transportador de SACAIOSA. ..........ouvrererererererererninesesrseseseseseseesesesees
Transportador de NEX0SAS..........covevreererreereeiree s
Deteccion in situ de los transportadores de azlcares por la técnica
de tissue printing (Impresion sobre papel de nitrocelulosa)............c.cceveveee.
RESUITAAOS. ...
Deteccion del transportador de sacarosa en tejido embrionario de maiz........
Efecto de la imbibicion de tejido embrionario de maiz en diferentes
carbohidratos sobre la expresion del transportador de sacarosa..............cc......
Deteccion del transportadores de hexosas en el tejido embrionario de maiz.....
Efecto de los carbohidratos en la expresion del transportador de hexosas en
tejido embrionario de MAIZ.........ccoievriicnice s
DISCUSION. ..ottt
CONCIUSIONES. .....oeiiieieieieieisie sttt
PEISPECTIVAS. .....cvveiii b
0] (T =] 0T - LT
APENAICE L. e e e
APENAICE ... e s

35
36
36
36
36
37
37

38
38
38

40
42
42

42
47

50
95
62
63
64
69
70



indice de figuras

Figura
Figura 1. Seccion vertical de una semilla madura de maiz mostrando sus principales partes
(Modificado de Leszek y VINCent, 2002)..........couiiriiiiirie it
Figura 2. Fases de la germinacion de la semilla.............coooriiiiiniie e,
Figura 3. Esquema del transporte de sacarosa a través del floema (Lalonde et al., 2004).....
Figura 4. Caricaturas de la topologia de los transportadores de carbohidratos de plantas.......
Figura 5. Diagrama de flujo que muestra el proceso experimental general que se siguié para
determinar el efecto de la incubacion en carbohidratos de ejes y embriones de maiz en el
contenido de los transportadores de carbohidratos. .............cvvvvveiieieeiei e,
Figura 6. Deteccion de los transportadores de carbohidratos mediante inmunoréplica tipo
WV BSEIM . .. e e e et e et e e
Figura 7. Localizacion del transportador de sacarosa en tejido embrionario de maiz mediante
HISSUB PIINTING. ...ttt e e e e et
Figura 8. Efecto de la imbibicién en diferentes carbohidratos del tejido embrionario de maiz,
en la localizacion del transportador de SACAIOSA. ... .. .vuvevieeiriiiiriie e e iie e e e
Figura 9. Efecto de la incubacion de embriones de maiz en diferentes carbohidratos.............
Figura 10. Efecto de la imbibicion de ejes embrionarios de maiz en manosa........................
Figura 11. Efecto de la imbibicion de ejes embrionarios de maiz en diferentes
concentraciones de glUCOSA Y SACAIOSA. .. ... ..uverererrrererieeee et ittt tee e e et retes e e e
Figura 12. Deteccion in situ del transportador de hexosas de la membrana plasmaética en
embrion (A) y eje embrionario de MAIZ (B).........uvvveriiiieii it
Figura 13. Inmunodeteccion del transportador de hexosas de la membrana plasmaética en
fracciones microsomales de embriones germinados. .........uvuvrveevreieeieeiee e
Figura 14. Efecto de diferentes concentraciones de glucosa y sacarosa en la localizacion y
cantidad del transportador de hexosas en los ejes embrionarios de maiz................c.cc..c.....
Figura 15. Efecto de la incubacion en sacarosa en la expresion del transportador de hexosas.
Figura 16. Efecto de la manosa en la localizacion y cantidad del transportador de hexosas
en ejes embrionarios de MAZ............uvivriiiiiiiiie e e e
Figura 17. Efecto de la imbibicion de ejes embrionarios de maiz en manosa........................

Figura 18. Modelo esquemdtico de la ruta celular del transporte de carbohidratos...........................

Pagina

13

16

20

23

35

39

41

43

44

46

47

48

49

50
51

52
54
58



ABREVIATURAS

HALC Alta afinidad-baja capacidad

Km Constante de Michaelis

LAHAC Baja afinidad-alta capacidad

MFS Superfamilia de Facilitadores Mayores

PVDF Membrana de fluoruro de polivilideno

SDS Dodecilsulfato de sodio
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RESUMEN

La germinacion es el proceso que inicia con la entrada de agua y concluye con la
salida de la radicula. Con ello se activan una serie de cambios morfologicos y
bioquimicos que llevan a la transformacion de un embrion en plantula. Para el
desarrollo y crecimiento de esta plantula, las semillas tienen almacenados
nutrimentos como almidoén, proteinas y lipidos. Al inicio de la germinacion el eje
embrionario del maiz utilizara las moléculas mas facilmente asimilables y de corto
alcance, sabemos que usa rapidamente la sacarosa y que al acabarse, el escutelo

es capaz de donarle mas a partir de los lipidos de reserva (Bewley, 1997).

Trabajo previo en el laboratorio demostré que la membrana del eje embrionario no
tiene transportador de sacarosa, por lo que no puede importar sacarosa
directamente. Las invertasas de la pared celular, enzimas que hidrolizan la
sacarosa en glucosa y fructosa se encuentran activas tanto en el eje embrionario
como en el escutelo, por lo que el carbono de la sacarosa puede importarse en
forma de hexosas. El eje embrionario debera contar con un sistema de transporte
de hexosas durante la germinacion y al menos durante el periodo temprano

germinativo.

En este trabajo se compardé la expresion tejido especifica, asi como el efecto de
carbohidratos en la expresion de los transportadores de carbohidratos en tejido
embrionario de maiz germinado. Se detectaron los niveles de los transportadores
de hexosas y sacarosa tanto como proteina total membranal (fraccion microsomal)
como en el tejido embrionario. Para la determinacion los niveles de cada proteina
se utilizaron anticuerpos especificos, realizando la deteccibn de los

transportadores por inmunoréplica tipo Western o bien por improntas del tejido.



Se encontré que el eje embrionario contiene transportadores de hexosas,
aungue no son exclusivos del eje, ya que también se encuentran presentes en la
capa de células que rodea al embrion y que es la que estad en contacto con el

endospermo (Greaves-Fernandez, 2001).

Probablemente sean activos los transportadores de hexosas durante la fase
[ll de la germinacién, cuando la degradacion del almidon es alta. Por otro lado, al
analizar el efecto de la imbibicién del tejido embrionario en carbohidratos sobre el
perfil de expresion de los transportadores de hexosas no se encontré ningun

cambio.

Por su parte, el transportador de sacarosa si se modificé al embeberse el
tejido en carbohidratos. En el embrion se reprimié por la presencia de 100 mM
hexosas, contrario a lo que ocurri6 en el eje embrionario que se indujo y a
concentraciones de 5 a 10 mM. El aumento en la concentracién de sacarosa Yy por
tanto de hexosas en el apoplasto de los ejes embrionarios puede ocurrir in vivo,
sobre todo cuando comienza la movilizacion del almidon, es entonces cuando los
escutelos se encuentran mas activos, utilizando los esqueletos carbonados
provenientes de los lipidos de reserva o bien del almidon que se hidrolizo, lo cual
corresponde al final de la fase Il de la germinacion y el inicio de la fase Ill. Debido
a que no determinamos la concentracion umbral a la cual existe represion del
transportador de sacarosa no podemos sugerir si in vivo se alcanzaran

concentraciones de 100 mM para que la represion se produzca.

Los efectos opuestos en la expresion del transportador de sacarosa; en ejes
y embriones, a la imbibicidbn en hexosas, esto se podria deber a que existen
proteinas distintas en el mecanismo de transduccion de la sefial por carbohidratos
en dichos tejidos. Esto debido a la funcion contraria de los tejidos, el escutelo
como tejido fuente y el eje embrionario como tejido demanda. Asi la interpretacion

de la abundancia de carbohidratos en el eje proponemos podria llevar a un
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incremento en la toma de carbohidratos y mayor crecimiento. Mientras que para el
escutelo, planteamos que, al igual como sucede con la represion de la
movilizacion de lipidos cuando hay abundancia de sacarosa, el transportador se

reprime al reducir su metabolismo biosintético.

INTRODUCCION

DESCRIPCION DE LA SEMILLA DE MAIZ.

Estructura

Una semilla madura de maiz (Zea mays L.) cuenta con tres partes
principales: el pericarpio, el endospermo y el embrién. El pericarpio es la capa
externa rigida y transparente y esta fundida con la cubierta de la semilla para
formar ambas de manera conjunta la pared del fruto. EI endospermo y el embrion
estan unidos por el pericarpio, ambos contienen material genético de los tejidos
materno y paterno y estos propiamente son los tejidos que formaran la siguiente

generacion (Zimmermann y errn, 2005).

El endospermo contribuye aproximadamente con el 85% del peso de la
semilla y es la zona mas importante de almacenamiento de los carbohidratos y de
las proteinas, ambos seran la fuente de nutrimentos para el embrién, aun por
varios dias después de la salida de la radicula. La estructura del endospermo del
maiz es muy variable y le da al grano distintas apariencias, el contenido y estado
de agregacion de los carbohidratos son los que principalmente contribuyen a esta
variabilidad. En los maices denominados duros o dentados el almidén que
corresponde alrededor del 80% del endospermo y se encuentra constituido de un
70% de amilopectina y 30% de amilosa, mientras que en el maiz ceroso el almidén
contiene esencialmente amilopectina (Ching, 1978).
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La capa externa del endospermo estad constituida por células especializadas
llamada capa de aleurona (Figura 1), células importantes durante la etapa
posterior a la germinacion de la semilla, ya que se encargaran de liberar enzimas
que llevaran a cabo la hidrélisis de las reservas nutrimentales de la semilla 'y que

estan sujetas a control hormonal (Leszec y Vincent, 2002).

La arquitectura de las semilla de las monocotiledoneas como el maiz es muy
compleja. El eje embrionario esta colocado lateralmente en relacion al escutelo
(Figura 1), esté ultimo considerado como un cotiledon modificado ya que nunca
funciona como un follaje, pero sirve para absorber y digerir al endospermo durante

el crecimiento del embrion y la plantula (Leszek y Vincent, 2002).

En el eje embrionario se distinguen las estructuras caracteristicas de una plantula
de maiz, el tallo apical del meristemo (SAM del inglés “stem apical meristem”;
Figura 1) que se establece en posicion lateral al sitio estado de transicion del
embriébn y opuesto al escutelo. El tallo comprende cinco o seis internodos
pequefios y cada nodo sostiene una pequeia hoja. Mientras, que en las puntas
del tallo y la raiz del eje embrionario se encuentran protegidos por el coleodptilo y

la coleorriza, respectivamente (Figura 1; Zimmermann y Werrn 2005).
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Seccidn vertical de una semilla madura de maiz

Pericarpio

Endospermo

Escutelo
Coleoptilo

SAM
Eje embrionario

Coleorriza

Figura 1. Seccion vertical de una semilla madura de maiz mostrando sus principales partes (Modificado de
Leszek y Vincent, 2002).

Contenido de reservas

La razon principal del cultivo del maiz en el mundo es la produccién de grano, ya
que contiene compuestos nutrimentales altos, sin embargo todas las partes de la
planta: hojas, tallos, panojas y olotes- son utilizadas para diversos fines. El maiz
es usado en mas formas distintas que cualquier otro cereal; las formas principales
en que se utiliza es como alimento humano, ya sea doméstico o industrial;
alimento para animales y fermentado para varios productos industriales. Por lo que
el mejoramiento de los granos de maiz ha sido motivo de estudio desde la
antigiiedad.

La semilla acumula reservas durante la Ultima fase de su formacién en forma de

lipidos, carbohidratos y proteinas, en diferentes proporciones y tejidos, estas
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reservas se acumulan porque seran requeridas para la posterior etapa del
desarrollo del embrién, la germinacién. La mayor reserva nutrimental en la semilla
de maiz es el almidon siendo el 80% del peso de la semilla y localizada
principalmente en el endospermo, mientras que en el embrion la reserva de

carbono mas importante son los lipidos, siendo el 37% de su peso.

Otra reserva que encontramos en el maiz son las proteinas, las cuales son
denominadas de baja capacidad nutrimental, ya que contienen bajas
concentraciones de lisina, metionina y triptéfano, y altas concentraciones de
leucina, esto ultimo ocasiona una disminucion en la asimilacion de niacina. La falta
de niaciana puede producir enfermedades como la pelagra. Esto ha motivado la
blusqueda de variedades de maiz en donde se busca mantener su contenido de
almidén, pero aumentar la calidad de sus proteinas (http://www.botanical-

online.com/maizpropiedades.htm).

GERMINACION

La germinacién de una semilla es un proceso fisioldgico que inicia con la toma de
agua, y culmina con la salida de la raiz. La semilla madura y seca se encuentra
en contenidos de humedad entre el 6 y 12%, lo que induce un estado metabdlico
escaso, Yy el contacto de la semilla con el agua da lugar primero a la hidratacion de
los componentes celulares y posteriormente induce la reestructuracion de las
membranas celulares. Después se reinicia la actividad metabdlica como: la
respiracion para la sintesis de ATP; la glucdlisis; la reparacién y sintesis de los
acidos nucléicos, las proteinas y los lipidos membranales; todo ello contribuira a la
elongacién y la divisién celular (Bewley, 1997). La serie de procesos descritos se
encuentran restringidos a tiempos determinados y que coinciden con la curva de
velocidad de toma de agua de la semilla y que se describird en la siguiente

seccion.
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Fases de la germinacion

En algunas semillas las cubiertas impermeables previenen la toma de agua
extendiendo el periodo en que la semilla permanece seca, hasta que la hidratacién
o la accion biologica de microorganismos en el suelo las vuelve permeables al
agua. La velocidad inicial de imbibicion puede variar en un rango muy amplio
dependiendo de las caracteristicas de la testa y/o el pericarpio. La toma de agua
por la semilla describe tres caracteristicas fases, las dos primeras corresponden al
periodo germinativo, mientras que la tercera es parte del periodo temprano post-
germinativo y en ella ocurre el desarrollo de la pequefia plantula para convertirse

en un organismo autétrofo (Bewley, 2001).

La fase inicial de toma de agua, Fase | (Figura 2) es un proceso fisico y que lleva
a equilibrar el potencial hidrico de la semilla con el del medio ambiente. La entrada
rapida de agua permite que se revierta la estructuracion denominado de gel de la
membrana al estado de liquido cristalino, tiempo en el cual se experimenta una
salida de electrolitos de la semilla. La hidratacion de los componentes celulares
permite reanudar la actividad metabdlica, un claro indicio de la actividad de la
semilla es el aumento rapido en el consumo de oxigeno de las células. Seguido a
la fase inicial de toma de agua, el contenido de agua en la semilla usualmente se
mantiene relativamente constante o se incrementa sélo lentamente, periodo
conocido como la “fase lag” o Fase Il de la germinacién de la semilla; durante
esta fase los procesos metabdlicos requeridos para la elongacion celular y la
posterior division celular se encuentran muy activos, se lleva a cabo la
movilizacion de las reservas de corto alcance, es decir, las que se encuentran en
el propio embrién, como la sacarosa y la rafinosa. El final de la fase Il marca el

final de la fase germinativa o de germinacion (Bradford, 2004).
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Fases de la germinacion de la semilla

Germinacion Postgerminacion

Fase II Fase III

Movilizacidn de reservas

—— Fase I

Elongacion cclular

Respiracion y
sinteziz de nuevas

proteinas Sintesiz de proteines

a partir de nuevo mRHZ

Sintesiz de proteinas
a partir de mRH4

Toma de agua

Divizién eclular y
Sintesiz de DHA

Tiempﬂ

Figura 2. Fases de la germinacion de la semilla. Se indican los procesos que tienen lugar durante cada una
de las fases de la germinacion en funcion del tiempo de inicio de la toma de agua (Adaptado de Bradford,
2004).

En la Fase lll hay un incremento pronunciado en el contenido de agua de la
semilla debido a la absorcién asociada con la iniciacion del crecimiento de la
radicula. Una vez que el crecimiento a iniciado, la semilla rapidamente pierde su
tolerancia a la deshidratacion. La emergencia de la radicula marca un punto de
“no regreso “ a semilla. Este es uno de los puntos mas criticos de la planta por ser
altamente vulnerable a las condiciones del medio ambiente. A partir de este punto
los eventos son considerados post-germinativos. Los eventos subsecuentes,
incluyendo la movilizacion de las reservas acumuladas en tejidos no embridnicos,
como el almidén; estan asociados con el crecimiento de la plantula (Bewley,
2001).
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Movilizacion de reservas

Dos etapas de movilizacion ocurren para que una semilla se convierta en un
organismo autotrofo, la primera sucede cuando la hidratacion de la semilla
comienza, fase | y concluye en la fase Il de la germinacién. Mientras, que la
segunda etapa corresponde a la movilizacién de las reservas localizadas fuera del
embrion, en el caso del maiz provienen del endospermo (Bewley y Black, 1994).
Sea que provengan del embrion o del endospermo, las reservas de carbono
generalmente convierten la glucosa o los lipidos en sacarosa, la forma en la que la
planta madura suele transportar el carbono desde los tejidos fuente hacia los
tejidos demanda (Bradford, 2004).

Por ejemplo, desde el inicio de la fase | ocurre la movilizacion de lipidos, carbono
respirable y util en la formacién de ATP o compuestos de alta energia, pero
también para la formacion de carbohidratos. Se ha medido la actividad de dos
enzimas clave en el metabolismo de lipidos durante la germinacion, la isocitrato
liasa y la malato sintasa, ambas enzimas participan en el ciclo del glioxilato y es un
indicador de que los lipidos estan siendo utilizados para la sintesis de
carbohidratos. En el maiz estas dos enzimas tienen su punto maximo de actividad
a los 2.5 dias de iniciada la germinacion y exclusivamente en el escutelo de maiz
(Longo y Longo, 1970). Ademas, se ha encontrado que en el maiz la movilizacion
de sacarosa ocurre muy temprano, 8 h después de embeberse el embridén con una
disminucién del 60% de su contenido respecto a la semilla seca (Martinez-
Marcelo, 2008).

Durante la germinacion también se establecen estas relaciones fuente y demanda,
en donde en la fase netamente germinativa, el eje embrionario es el tejido
demanda, los nutrimentos son aportados en parte por los que almacend el eje
embrionario en forma de glucosa o sacarosa y posteriormente se los requerira el

escutelo, tejido rico en lipidos (Martinez-Marcelo, 2008). En la fase posterior, la lll,
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ocurre la movilizacion del almidon a expensas de que las sefiales metabdlicas
como la disminucion en el contenido de sacarosa y el aumento en el indice acido
giberélico/acido abcisico (Bewley, 2002). Se conoce que la regulacion hormonal
juega un papel importante la salida de la radicula y la promocion de la hidrélisis de
las reservas como el almidon, ya que se induce la sintesis de enzimas que
degradan la pared celular y el almidon como mananasas, glucanasas y extensinas
y amilasas (Bradford, 2004).

La sintesis de acido giberélico y su liberacion por el embrion hacia la aleurona,
lleva hacia la sintesis de un conjunto de enzimas hidroliticas que son secretadas
hacia el endospermo. La secrecion usualmente inicia en el escutelo y se extiende
a través de la capa de aleurona alrededor de la periferia del grano. La a-amilasa
es la méas estudiada de las enzimas secretadas, esta rompe los enlaces internos
a-1,4 de las cadenas glucosidicas, liberando cadenas mas cortas de amilosa, las
cuales mas adelante seran hidrolizadas a maltosa por B-amilasa. La mayoria de la
B-amilasa esta previamente presente en el endospermo, pero no puede actuar
sobre el almidon del grano sino hasta que funciona la a-amilasa. Ni a-amilasa ni
B-amilasa pueden hidrolizar los enlaces a-1,6 en las ramificaciones de la
amilopectina; enzimas especificas des-ramificantes son requeridas para hidrolizar
estos enlaces liberando cadenas adicionales de amilosa para su posterior
degradacion; la maltosa es convertida a glucosa por la a-glucosidasa, la secrecién
de amilasas al endospermo provoca un aumento considerable en los niveles de
glucosa. La glucosa transportada al escutelo o al embrién y alli es convertida a
sacarosa via UDP-glucopirofosforilasa y la sacarosa-6-P-sintetasa (Bradford,
2004).

Aunqgue también las moléculas de glucosa liberadas del almidén son utilizadas por
el embrion como fuente de energia. A partir de que ocurren los eventos anteriores,
el embrion dispone de las moléculas estructurales y de la energia suficientes para

sintetizar sus propias moléculas para convertirse en joven plantula.
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TRANSPORTE DE CARBOHIDRATOS

Debido a que la mayor parte de los tejidos en una planta son heterotréficos, es
necesario que los tejidos que llevan a cabo la fotosintesis les provean de estos
carbohidratos, por lo que se ha establecido un sistema para movilizarlos desde los

tejidos fuente de nutrimentos hacia los tejidos demanda.

La acumulacion de carbohidratos en el floema debido a la actividad fotosintética
que ocurre en las células del mesofilo da como resultado una toma osmatica de
agua proveniente del xilema y que funciona eficazmente en el reparto de
carbohidratos a través del floema, teniendo como ultimo destino las células

demanda (Figura 3).
Se ha planteado que la entrada de sacarosa al floema desde las hojas depende de

al menos dos mecanismos de transporte, el simplastico y el apoplastico, aunque

también puede haber un tipo mixto (Lalonde et al., 1999).
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Esquema del transporte de sacarosa a través del floema

XILEMA FLOEMA

J Células Células
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" (Célula de hoja)
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! acompafiantes demanda
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Figura 3. La sacarosa se sintetiza en las hojas, el 80% de ésta es transportada hacia las células
acompafantes y los elementos cribosos del floema, la concentracion alta de sacarosa en la vecindad del
tejido fuente favorece el movimiento de agua desde el xilema hacia el floema, la sacarosa llega a las células
demanda y el agua regresa al xilema ( Adaptado de Lalonde et al., 2004)..

El transporte simplastico se caracteriza por el paso de solutos a través de
los plasmodesmata, que son conductos de membrana y proteinas que conectan a
dos 0 mas células para formar un solo compartimiento, asi los metabolitos en el
citosol pueden moverse entre varias ceélulas, por difusion, sin ver nunca el
apoplasto. Los plasmodesmata permiten el paso de moléculas de una masa
molecular de 800- 900 Da. Una célula sencilla puede contener de 1000 a mas de
10,000 plasmodesmata, aunque no en todos los estadios del desarrollo (Hans-
Walter, 1997).

20



Mientras que el transporte apoplastico se da entre células cercanas al
floema que no poseen conexiones entre si, generalmente las células demanda no
presentan este tipo de conexiones o las pierden poco antes de una demanda alta
de carbohidratos. EIl transporte ocurre mediante proteinas membranales, entre
ellas el transportador de sacarosa y el de hexosas, ambos miembros de la
Superfamilia de Facilitadores Mayores (Del inglés “Major Facilitator Superfamily”,
MFS). Estos transportadores presentan como caracteristica comdn doce
segmentos transmembranales, con una estructura de a-hélice (Lalonde et al.,
1999). En 1998 la MFS se subdividié en 17 grupos con base a la secuencia de las
proteinas entonces disponibles en las base de datos (Pao et al.,, 1998). Los
transportadores de sacarosa y glucosa de plantas estan incluidos dentro del
primer grupo formado por el uniportador de carbohidratos de animales, los
simportadores carbohidrato/H* de bacterias y el simportador de glucosa de
levadura (Pao et al., 1998).

Se pueden clasificar a los transportadores de acuerdo a la direccion y
estequiometria del proceso de transporte en uniportadores, simportadores y
antiportadores. EI movimiento en uniporte de un soluto involucra el transporte de
una molécula a la vez. El transportador de tipo simporte transporta
simultdneamente dos moléculas diferentes en la misma direccion. En el transporte
antiporte se transportan simultaneamente  dos moléculas diferentes en
direcciones opuestas. El simportador y antiportador son transportadores
secundarios de tipo activo, mientras que el uniportador es de tipo pasivo. Los
transportadores de carbohidratos pueden ser de cualquiera de los tipos descritos,
aungue los que se han descrito en la literatura caen casi exclusivamente dentro de

los transportadores en simporte con protones( Voet y Voet, 1995).
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TRANSPORTE DE CARBOHIDRATOS A TRAVES DE MEMBRANAS

Transportador de sacarosa

La sacarosa, tiene una importancia central, ya que es la principal forma de
transporte de carbono en las plantas, gracias a su naturaleza de azucar no
reductor, por lo que no reacciona con otros compuestos en su trayectoria hacia los
tejidos demanda a través del floema. Ademas, su solubilidad es dos veces mayor
que la de la glucosa y por tanto al transportar sacarosa la célula obtiene mas

carbono por molécula de carbohidrato.
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Esquemas de la topologia de los transportadores
de carbohidratos en plantas
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Figura 4.. A. Transportador de sacarosa de apio B. Transportador de hexosas de Chlorela. Ambos muestran
similitudes en el nimero de cruces transmembrana (12), la localizacién citoplasmica de la regiéon amino,

carboxilo y el asa mayor que conecta a los 6 cruces transmembrana (Modificado de Lemoine, 2000).



Las proteinas transportadoras de sacarosa tienen un papel crucial en el transporte
de sacarosa. Los transportadores de sacarosa (SUTs del inglés “Sucrose
Transporter”) pertenecen a la MFS y se caracterizan por la presencia de doce
regiones transmembranales arregladas en una configuracién de 6-a-hélice + 6a-
hélice separados por una asa citoplasmica (Figura 4). La estructura del
transportador de sacarosa se ha postulado que se originé por la duplicacion
“ancestral” y una fusion de un gen que originalmente codificaba para una proteina
con seis dominios transmembranales y el asa central estaria fungiendo

estrictamente como una unién (Lalonde et al, 2004).

Los SUTs son sustrato-especificos; siendo maltosa (glucosa-glucosa) el Unico
disacarido susceptible de competir con la sacarosa por el sitio activo de unién
(Aldape et al. 2003).

Todos los transportadores de sacarosa son sumamente sensibles al pH, muestran
incremento en la velocidad de transporte a pH bajos, por ello son denominados
simportadores sacarosa con protén (Weber et al. 1997). A la fecha, se conocen
dos familias de simportadores sacarosa/H" en plantas y son definidas como
sistemas de transporte alta afinidad-baja capacidad (HALC) y baja afinidad-alta
capacidad (LAHAC).

Los transportadores de sacarosa de la familia HALC poseen valores de Km
en un rango entre 0.3-2 mM y se les a atribuido la capacidad de descarga de
sacarosa al floema y el transporte de sacarosa distancia, lo que permite mantener
el gradiente de concentracion de sacarosa dentro del floema, asegurando el flujo

de sacarosa hacia los tejidos demanda.
El sistema de transporte LAHC se caracteriza por una débil atraccion por la

sacarosa, teniendo valores de Km entre 6.0 y 11.7 mM. Los valores de Km para

los transportadores de carbohidratos (de ambos subgrupos) son dependientes del
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pH (Weise et al. 2000). Es probable que los diferentes transportadores presenten
diferentes funciones en la carga y descarga del floema tanto en tejidos

fotosintéticos como en tejidos demanda.

Los transportadores de alta afinidad son especialmente importantes para la
recuperacion de carbohidratos. En contraste, podria proponerse que los
transportadores de tipo LAHC estan presentes s6lo en zonas en las que hay una
alta velocidad de transporte en el floema, como podrian ser las venas menores
(Weise et al., 2000).

Los cDNA clonados de diferentes especies para transportadores de
sacarosa con un marco de lectura de aproximadamente 1,611bp corresponden a
una proteina de 521-537 aminoacidos, los cuales predicen un peso molecular de
entre 55- 56.1 kDa y un pl de 8.53 (Aoki et al., 1999, Hirose et al., 1997, Lemoine,
2000). Con una similitud de 76.8-82% entre los diferentes transportadores
clonados.

Lalonde y colaboradores (2004) realizaron un esfuerzo por clasificar a los
transportadores de carbohidratos y encontraron que para el transportador de

sacarosa la familia podia dividirse en tres ramas o subfamilias.

En la subfamilia | se encuentran los transportadores de las especies de las
solanaceas y que corresponden en general a transportadores de tipo SUT1/SUC2
los cuales muestran una alta afinidad por sacarosa con valores de Km entre 0.5y
2 mM; se localizan principalmente en hojas, pétalos, tallos, tejidos fuente y tejidos
demanda a lo largo de la via de translocacién de sacarosa en la planta. La
subfamilia Il corresponde a los SUT4 los cuales estan integrados por varios
miembros que funcionan como sistemas de transporte HALC y en general se han
encontrado en especies de plantas dicotiledoneas y de localizacion casi exclusiva

en tejidos demanda. La tercera subfamilia se encuentra dividida en dos subgrupos
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clasificados segun la presencia o ausencia de una asa citoplasmica, debido a que
su funcion de transporte reside en los dominios hidrofébicos transmembranales de
la proteina. La presencia de una asa citopldsmica en estos transportadores
sugiere una funcion especifica que no esta relacionada con la actividad de
transporte, por ejemplo la de interaccionar con otras proteinas, funcién postulada
como sensora (Lalonde et al., 2004). Los transportadores de sacarosa para maiz
(ZmSUT1) de acuerdo a la clasificacion anterior se encuentran dentro de ésta

subfamilia.

La existencia de varios transportadores de sacarosa en plantas superiores
sugieren funciones dependientes del tipo de tejido y célula en que se encuentren
(Lim et al. 2006). A partir de la obtencion de la secuencia completa del genoma de
Arabidopsis se ha obtenido un panorama global del contenido de genes de lo
transportadores de sacarosa, alrededor de 23 genes. Sin embargo, de ellos pocas
proteinas se han caracterizado. Todas transportan sacarosa, pero difieren en sus

propiedades cinéticas, especificidad hacia el sustrato y patrones de expresion.

Transportadores de hexosas

La sacarosa transportada desde los tejidos fuente hacia los tejidos demanda
puede ser tomada mediante el transportador sacarosa/H", sin embargo es muy
posible que la sacarosa sea hidrolizada por una invertasa extracelular en sus dos
hexosas; entonces el transportador de hexosas llevaria el importe de estos
carbohidratos en el tejido demanda (Weschke et al., 2003). El transportador de
hexosas es capaz de transportar otros carbohidratos como manosa, xilosa y
galactosa, lo que amplia las posibilidades de nutricion de las células vegetales
(Buttner y Sauer, 2000).

La clonacion del transportador de hexosas en Chlorella kessleri sirvié de base

para obtener el gen para el transportador en Arabidopsis thaliana (Sauer y Tanner,

1989), actualmente se cuentan con las secuencias para una gran cantidad de
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transportadores de carbohidratos en diferentes plantas, algunas dicotiledéneas
como por ejemplo Arabidopsis thaliana presentan al menos 26 genes diferentes, 8
en Ricinus communis y 7 en Chenopodium rubrum; también se han identificado los
transportadores en algunas monocodiledéneas como Hordeum vulgare, Oriza
sativa y en Zea maize (Delrot et al, 2001). En este ultimo el transportador es de

localizacion vacuolar (Weber et al., 2000).

El patrén de expresion de varios de los transportadores de hexosas sugiere que su
funcidn primaria es la de introducir hexosas a los tejidos fuente, por ejemplo en
Arabidopsis thaliana, se han analizado la localizacién de algunos de los miembros
de los transportadores de hexosas como AtSTP2 (Transportador de azUcares tipo
2, del inglés “Arabidopsis thaliana sugar transporter protein”), que solamente se
expresa en granos de polen durante un periodo corto del desarrollo, mientras
AtSTP4 se expresa especificamente en las puntas de la raiz y en polen y AtSTP1
parece ser responsable del importe de carbohidratos en las células guarda,
ademas de encontrarse altamente expresada en semillas en desarrollo, sugiriendo
que puede ser responsable de la toma de glucosa. En otras especies como en
Ricinus communis, HEX3 se expresa predominantemente en las raices y las hojas
inmaduras, mientras HEX1 se encuentra de preferencia en raices, hipocotilos y

hojas fuente (Bltner y Sauer, 2000).

La caracterizacion cinética de los transportadores de hexosas se ha logrado para
11 de ellos, la mayoria por expresidn heteréloga en levadura, ya que la
caracterizacion in vivo es dificil debido a la variedad de transportadores de
hexosas presentes en una misma célula. Se ha demostrado que la actividad de
transporte del carbohidrato depende del ApH o del Ay, ademas todos los
transportadores caracterizados son capaces de transportar tanto hexosas como
pentosas, aun cuando la afinidad del transportador por el azlcar difiere en
magnitud. El transportador de sacarosa en Arabidopsis, AtSTP1,se obtuvé por
Sherson y colaboradores en el 2000, y demuestran que una mutante deficiente en

AtSTP1 no es letal, pero la semilla de Atstpl exhibe una disminucién en la
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sensibilidad a la inhibicidon de la germinacién por manosa (epimero de la glucosa,
fosforilado por la hexocinasa), ademas demuestra que la manosa esta siendo
transportada en la planta silvestre principalmente a través del transportador
AtSTP1.

Los transportadores de hexosas al igual que los trasportadores de sacarosa son
candidatos ideales a presentar una funcion dual, la de transportadores y la de ser
moléculas receptoras y transductoras de la sefial por azlcares, debido a su
similitud con los transportadores de glucosa en levadura, que tienen esa funcion.
No obstante, no hay evidencia alin de que un transportador de carbohidratos lleve

a cabo tal funcion.

Carbohidratos como moléculas sefial.

En afos recientes, se ha reconocido que, en plantas, los azucares solubles no
solo son moléculas que proveen esqueletos carbonados y energia para el
metabolismo, sino también tienen un papel importante como mensajeros primarios
que regulan procesos fisiolégicos como el desarrollo, la floracion y la fotosintesis
(Gibson 2000; Rolland et al., 2002). Aun, cuando todavia no se reconocen
precisamente cuales son los procesos que son regulados por azucares, se
conocen los efectos que los azlcares tienen por ejemplo incrementando el
proceso de floracion, o la inhibicion del efecto del acido abscisico por sacarosa en
la germinacion, el establecimiento de un gradiente de azlcares y su correlacion
con el aumento de la actividad mitética, o bien las evidencias de un probable
control positivo 0 negativo de la expresién de un nimero significativo de genes por
la presencia de sacarosa (Koch, 1996; Finkelstein y Gibson, 2001; Rolland et al.,
2002; Yu, 1999).

Los transportadores de carbohidratos son proteinas que pueden ser reguladas por

las concentraciones de sus sustratos, lo anterior ha sido ampliamente

documentado para el transportador de sacarosa y poco en el transportador de
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hexosas, aunque las concentraciones de carbohidratos y el tipo modifica la
expresion de manera diferente dependiendo de la isoforma y la especie de planta

gue se haya examinado (Delrot et al., 2000; Lalonde et al., 1999).

Existen evidencias a favor de que tanto glucosa como sacarosa pueden llevar a
un aumento en la expresion tanto del transportador de sacarosa como el
transportador de hexosas, por ejemplo la transcripcion del gene para el
transportador de hexosas en células en suspensién de uva se incrementa, al
colocar el cultivo en 58 mM de cualquiera de los dos carbohidratos, encontrandose
el nivel maximo de transcrito para el transportador de hexosas a las 24 h de
incubacion con glucosa y a las 48 h de incubacion con sacarosa (Atassanova et
al., 2003). En embriones de arroz incubados con 100 mM de glucosa o sacarosa
se induce el incremento en la transcripcion del gene para el transportador de
sacarosa OsSUTL1, a partir de las 72 h, aunque el nivel de expresidn es mayor

cuando se incuba con glucosa que con sacarosa (Matsukura et al., 2000).

Un ejemplo en contra de que los transportadores de sacarosa se regulan por
sacarosa in vivo, lo podemos encontrar en las mutantes de Arabidopsis thaliana
que no expresan al transportador tipo 2 de sacarosa en las membranas
plasmaticas de las hojas. Las plantas mutantes experimentan cambios importantes
tanto en el contenido de sacarosa como en la expresion de genes involucrados en
el metabolismo de carbono y en el metabolismo secundario, pero no hay
modificacion en la expresion de los otros transportadores de sacarosa en la planta
(Lloyd y Zakhleniuk, 2004).

La modulacion de la expresion de los transportadores de sacarosa por
carbohidratos, que se han reportado en haba (VFSUT1; Weber et al., 1997) y en
betabel (BvSUT1; Chiou y Bush, 1998; Vaughn et al., 2002), muestran un efecto
supresor. VfSUT1 se expresa en el embridén en desarrollo de las semillas de haba
y su nivel de transcrito disminuye por el tratamiento con una concentracion alta de

sacarosa 0 glucosa (150mM) y también a concentraciones bajas de ambos
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carbohidratos (10mM). Mientras que BvSUT1 principalmente se expresa en la hoja
madura de betabel y se reprime con la imbibicién del tejido en 100mM de

sacarosa, pero no por glucosa.

Es dificil dar una explicacion inequivoca sobre la regulacion de los transportadores
de carbohidratos, ya que en la literatura se encuentran evidencias de que la
regulacion de la transcripcion de los transportadores por carbohidratos puede ser
insensible, reprimida o estimulada. Algunas de las causas podrian ser la existencia
de multiples isoformas para los transportadores en las membranas de plantas,
cada una con una funcion particular en cada estadio del desarrollo y
probablemente en cada 6rgano de la planta. El contenido de sacarosa en la hoja,
en el apoplasto y en el floema puede también cambiar continuamente y esto llevar

a variaciones en los niveles de los transportadores.

Adicionalmente, no se debe descartar que ademas de una regulacion
transcripcional, puede ocurrir la modificacién post-traduccional. Por ejemplo, la
localizacion del transportador de sacarosa en los elementos amorfos de la savia,
células sin nucleo, involucra la transferencia de los transcritos para el
transportador a través de los plasmodesmata, los que conectan a la célula

acomparfante con las células del elemento amorfo de la savia (Kuhn et al., 1997).

Se ha planteado también, la posibilidad de la regulacion covalente de la proteina,
ya sea por fosforilacion (Roblin et al., 1998; Vaughn et al., 2002) o bien por las
variaciones en el indice de aminoacidos en la forma de sulfuro o formando

puentes disulfuro (Delrot et al., 2001).

Resulta entonces interesante investigar si los carbohidratos regulan la expresion
de los transportadores de carbohidratos, lo que podria influir en la capacidad
metabolica del tejido o bien abre la posibilidad de la manipulacién de la expresion

de éstos genes para incrementar la productividad de las plantas.
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Antecedentes directos al trabajo

Caracterizacion de la toma de sacarosa en la germinacion del maiz.

En la germinacién del maiz hemos caracterizado la actividad de transporte de
sacarosa, y encontramos que los embriones de maiz presentan 350 veces mayor
actividad que la de los ejes embrionarios. La baja actividad en los ejes
embrionarios no se debe a una actividad deficiente de su bomba primaria, la
ATPasa de protones, ya que la actividad de esta proteina es similar en ambos. Las
diferencias en actividad en ambos tejidos en realidad se deben a un contenido
distinto de sus proteinas transportadoras de sacarosa, lo anterior lo confirmamos
al detectar al transportador mediante un anticuerpo especifico que produjimos
para un segmento de la proteina de maiz (Zavala-Zendejas, 2001). No logramos
detectar al transportador de sacarosa en los ejes embrionarios, mientras que en
los embriones la reaccion era muy clara aun a dilucién del anticuerpo de 1:10,000.
El perfil de la proteina a lo largo de la germinacion y en los primeros estadios

postgerminativos, iba en aumento.

Con el fin de determinar con exactitud el tejido del embribn que contenia al
transportador, realizamos ensayos de inmunocitolocalizacién en los embriones
germinados por 24 horas. Las imagenes claramente muestran reaccion en las
membranas plasmaticas del escutelo, mientras que el eje embrionario no se

detecta la reaccion con el anticuerpo para el transportador.

Para confirmar lo que obtuvimos con los anticuerpos y la actividad del
transportador de sacarosa, determinamos los niveles de RNA para el
transportador de sacarosa. Encontramos que los escutelos son los que presentan
mayor abundancia de RNA para el transportador (Greaves-Fernandez, 2001).
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Los niveles de RNA, de proteina y la actividad del transportador indican que los
escutelos se encuentran transportando sacarosa, mientras que los ejes
embrionarios no la transportan. Es probable que exista una expresion regulada de
estos transportadores ya sea por la disponibilidad de azlcares o por la actividad
diferencial de las invertasas de pared celular, las cuales sabemos se encuentran
activas para poner a disposicion a las hexosas a los ejes embrionarios, entonces
el eje embrionario debe contener y depende en gran medida de los
transportadores de hexosas para transportar el carbono que necesita.

Regulacion del simportador sacarosa/H™ por azlcares en la germinacion del

maiz.

En la literatura se encuentra una gran diversidad de reportes en los que se ha
sugerido el papel regulador de los azucares en la expresion del gen para el
transportador de sacarosa, sin embargo no hay un consenso, mientras que unos
encuentran que la sacarosa activa la expresion del transportador, otros encuentran
un decremento en su expresion. En el laboratorio obtuvimos la proteina y el RNA
de embriones que habian sido embebidos en diferentes carbohidratos
encontramos que las hexosas, glucosa y fructosa reprimen 5 veces la expresion
del gene y en igual magnitud la cantidad de proteina; mientras que la sacarosa no
tiene efecto en la expresion del transportador (Greaves-Fernandez, 2001).

Los resultados anteriores nos sugieren que en los tejidos embrionarios del maiz
hay una distribucién preferencial de ciertos transportadores, que hemos
demostrado para el caso particular del transportador de sacarosa, sin embargo se
hace necesario completar el estudio sobre como conocer la distribucion y actividad
de los transportadores de hexosas, asi como determinar que es lo que esta
regulando su expresion diferencial, los datos nos sugieren que es la disponibilidad
de carbohidratos, sin embargo tenemos que profundizar en el estudio para

determinar el papel de los carbohidratos en la expresion de los transportadores.
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Respecto a los transportadores de hexosas se tiene informacion sobre su
localizacion y posible actividad de transporte durante el periodo de formacion de la
semilla de la dicotiledénea Vicia faba (Weber et al.,, 1997 y 1998). Sin embargo
durante la formacion de los cotiledones, éste se comporta como tejido fuertemente
demandante de fotosintatos, mientras que en la germinaciébn cambiarian su
funcién hacia tejidos fuente, es entonces posible postular que la localizacion y la
actividad de los transportadores de hexosas no sea la misma en el desarrollo de la
semilla que en la germinacion. Adicionalmente, no se encuentra en la literatura un
estudio de la ontogenia de los transportadores de hexosas en la germinacion de
semillas en general y por tanto no se ha explorado la regulacion que los

carbohidratos pudieran ejercer sobre su expresion.
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HIPOTESIS

La regulacion de la expresion de los transportadores de carbohidratos en tejido de
plantas maduras ocurre por la presencia de glucosa y/o sacarosa, entonces, la
imbibicion de tejido embrionario de maiz en estos carbohidratos alterara los
contenidos de los transportadores de sacarosa y hexosas en sus membranas

plasmaticas.

OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Determinar el efecto que produce la imbibicién del tejido embrionario de maiz en
diferentes carbohidratos sobre los niveles de expresion de los transportadores de

sacarosa y hexosas en los tejidos embrionarios de maiz.

OBJETIVOS PARTICULARES

Montaje de la metodologia de deteccion de los transportador de carbohidratos
mediante improntas del tejido embrionario de maiz.

Detectar en improntas de tejido embrionario de maiz la expresion de los
transportadores de carbohidratos al embeber el tejido en Agar adicionado o no con
sacarosa y glucosa.

Determinar el nivel de expresién de los transportadores de sacarosa y hexosas en
el tejido embebido en diferentes carbohidratos mediante inmunoréplica tipo
Western.

Analizar el papel de la glucosa o sacarosa en la expresion de los transportadores

de carbohidratos.
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MATERIALES Y METODOS.

1. Disefio experimental

El esquema general de trabajo que se siguid para el desarrollo del presente

trabajo se encuentra en la Figura 5. Cabe sefialar que los ensayos se realizaron

por triplicado en al menos dos lotes diferentes de tejido.

Diagrama de flujo que muestra el proceso experimental general

Tejido embrionario
(Embriones o ejes embrionarios)

Imbibicion del tejido
1% Agar %
glucosa, sacarosa, fructuosa, manosa

29°Cde0at2h

Curva de germinacion
8, 12,24, 30,4860y 72 h

Impresion de los tejidos en diferentes
condiciones sobre papel de nitrocelulosa

Obtecion de fraccion microsomal de los
tejidos en diferentes condiciones

Deteccion de los transportadores de
sacarosa y hexosas en improntas
(mediante anticuerpos especificos)

Deteccion de los transporatdores de
carbohidratos en inmunoréplicas
tipo Western

Figura 5. Diagrama de flujo que muestra el proceso experimental general que se sigui6 para determinar el

efecto de la incubacion en carbohidratos de ejes y embriones de maiz en el contenido de los transportadores

de carbohidratos.

2. Material bioldgico

Se realizé la extraccion manual de ejes y embriones de maiz (Zea mays var

Chalquerio) mediante navaja. Se guardaron a 4°C hasta su uso.
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3. Crecimiento de ejes y embriones
Los ejes y embriones se germinaron en agar al 1% a 29° C en ausencia de luz
por O, 8, 12, 24,30, 48,60y 72 horas.

4. Imbibicibn de tejidos (ejes embrionarios y embriones) en diferentes
carbohidratos.

Los ejes y los embriones se incubaron en 1% agar en diferentes carbohidratos:
sacarosa, glucosa, fructosa y sorbitol en concentraciones de 5, 10, 25 y 50 mM.

Mientras que manosa a concentraciones de 0.5, 1.5 2.5y 5 mM.

5. Obtencion de la fraccion microsomal

Se realiz6 la extraccién de proteina microsomal de diferentes tejidos de plantas
madura de maiz (raices, tallos, hojas, embrion inmaduro, espigas y pistilos), y de
embriones maduros embebidos diferentes tiempos en presencia o0 ausencia de
carbohidratos. El tejido se congel6 con nitrégeno liquido se molié con un mortero y
pistilo hasta formar un polvo fino, después se le afiade amortiguador de
homogeneizacion (50 mM HEPES / KOH pH 7.5, 300 mM Sacarosa, 1 mM EDTA,
2 mM DTT y 1ImM PMSF), en una relacion de 2 mL de amortiguador por 1 g de
tejido y se homogeneizaron a velocidad media con un homogeneizador Marca
Tissue Tearor. Se filtr6 a través de cuatro capas de gasa y el homogeneizado se
centrifugé a 5000 rpm por 10 minutos a 4° C en la ultracentrifuga Optima TL
Beckman con rotor TLA100.4. Se elimino la capa de grasa que quedd en la parte
superior y se tomé con cuidado el sobrenadante. Este se centrifug6é a 16 000 rpm
por 10 minutos en el rotor TLA100.4. En este paso se eliminaron las mitocondrias
(botén) y el sobrenadante se centrifugd nuevamente pero ahora a 45 000 rpm
durante 1 h a 4° C. El boton obtenido se resuspendié en un volumen pequefio de
amortiguador (aproximadamente 250uL) de ajuste de peso (50 mM HEPES / KOH
pH 7.5, 300 mM Sacarosa, 10% de glicerol, 2 mM DTT y 1mM PMSF) y se

almaceno a —80°C hasta su uso.
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6. Determinacion de proteinas de las fracciones microsomales.
Se determiné mediante el método reportado por Ghosh y colaboradores (1988), y

se uso una curva de albimina de suero bovino como estandar.

7. Inmunoréplica tipo Western.

Se realizo la electroforesis en gel de poliacrilamida-SDS cargando en cada pozo
30 ug de proteina microsomal de los diferentes tejidos de planta madura de maiz o
de tejido embrionario de maiz, se separaron las proteinas a 30mA por 90min. La
electrotransferencia se llevé a cabo en una camara humeda con amortiguador de
transferencia (0.1M de amortiguador de fosfatos, pH 6.8, 0.05% SDS, 20%
Metanol). Para transferir se coloca encima del casete abierto (Marca VWR), 1
esponja, 1 papel filtro Whatman del mismo tamafio que el casete, encima se
acomoda el gel de poliacrilamida-SDS, con cuidado se hace coincidir una
membrana de PVDF (previamente humedecida en metanol), después se coloco 1
papel filtro, se presiona rodando un tubo esta parte del sandwich para eliminar las
burbujas, por dltimo se coloca 1 esponja sobre todo lo anterior y se cierra el
casete; todo se mantuvo humedo con solucién de transferencia. El casete armado
se colocd en la camara de transferencia y se transfirieron las proteinas a la
membrana de PVDF a 25V toda la noche. Después se recuperd la membrana de
PVDF y se bloque6 incubandola con 5% leche descremada (Svelty) en TTBS
durante 1 hora. Se desechd la solucién y se lavo la membrana 3 veces por 5
minutos con TTBS.

Posteriormente se incubo con el primer anticuerpo, dilucion 1:1000 en TTBS y se
incubd toda la noche a 4° C. Posteriormente se lava con TTBS 5 veces por 5
minutos. La membrana se incubd con el segundo anticuerpo, anti-lgG de conejo
conjugado con peroxidasa, en dilucion 1:5000 en TTBS, por 30 minutos a
temperatura ambiente. Se revelaron las bandas de reaccién mediante un ensayo
quimiolumiscencente (Ver apéndice ). Las bandas que se revelaron en las placas
fotograficas se digitalizaron en un escaner HPscanjet 3500c y se realiz6 la
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densitometria de las mismas en el programa Quantity one (Fluor S-TM Multimager
Biorad).

Anticuerpos contra los diferentes transportadores de carbohidratos.

8.1 Anticuerpo anti-transportador de sacarosa

Para detectar al transportador de sacarosa de la membrana plasmética el
anticuerpo que se tiene disponible en el laboratorio fue producido al inyectar
conejos con una suspension de un péptido haptenizado con hemocianina, NH,-
TARWGRRRPFILIGC-KHL, segun se detalla en Zavala-Zendejas (2001). El
péptido corresponde a una secuencia localizada en el asa citoplasmica que se
sugiere conectaria a los primeros dos cruces transmembrana. Los anticuerpos asi
obtenidos fueron posteriormente purificados mediante una columna de CNBr-
Sefarosa (CNBr-activated Sepharose 4 fast flow, Amhersham biosciences), de

acuerdo a las especificaciones del fabricante (Ver Apéndice II).

8.2 Anticuerpo anti-transportador de hexosas de la membrana plasmatica.

El anticuerpo contra el transportador de hexosas de la membrana plasmatica fue
obtenida por la compafiia Genscript Corporation, NJ, EU
(http://lwww.genscript.com/). Se solicito a la compaiiia la sintesis y haptenizacion a
hemocianina de la secuencia LGWLVPEIFPLEIRSAC, para posteriormente
inyectar a dos conejos y la purificacion del anticuerpo usando una columna de
afinidad que contuvo 10mg de péptido. La secuencia que se solicito sintetizar se
obtuvo al hacer una comparacién de 12 secuencias para transportadores de
hexosas de la membrana plasmatica de plantas, se selecciono una region que
fuera antigénica y conservada en las diferentes especies de plantas (Ramirez-
Palma, 2007), la compafia GeneScript cuenta con una herramienta para
encontrar las zonas antigénicas de la proteina

(http://www.genscript.com/antibody.html). El titulo del anticuerpo usando al péptido
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como antigeno fue de 1:32000, sin embargo en las fracciones membranales el

titulo del anticuerpo fue de 1:1000.

Los dos anticuerpos fueron caracterizados para su reaccion en las fracciones
microsomales de embriones de maiz germinados 24 horas. El anticuerpo produce
una banda de peso molecular alrededor 60 KDa para el transportador de
sacarosa de la membrana plasmatica (Figura 6B) y al menos dos bandas una de
60 y otra de 55 KDa para el transportador de hexosas de la membrana plasmética
(Figura 6C).

Deteccion de los transportadores de carbohidratos mediante inmunoréplica tipo Western

Estandar (KDa)

170.0 -
110.2 -

79.0 -
62.4 -

48.0 -

36.6 -

24.5 -
19.0 -

13.5-

Figura 6. A. Tincion con azul de Coomasie del estandar de peso molecular y de la fraccion microsomal de
embriones embebidos 24 h, B. Deteccion del transportador de sacarosa y C. Deteccion del transportador de

hexosas de la membrana plasmética mediante anticuerpos especificos.
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Deteccion in situ de los transportadores de azlcares por la técnica de tissue

printing (Impresion sobre papel de nitrocelulosa).

El método que se sigui6 fue el de Cassab 1992. El protocolo consta de tres pasos:
preparacion de la membrana de nitrocelulosa, segundo la impresion en papel del

tejido y tercero la deteccion de la proteina de interés en la membrana.

Para el primer paso la membrana de nitrocelulosa se incuba en CaCl, 0.2M por 30
min. y se deja secar a temperatura ambiente, almacenar hasta su uso a 4°C.
Posteriormente se realiza un corte a lo largo del embrion o eje embrionario y se
elimina el exceso de liquido. Se coloca sobre una superficie plana un papel filtro y
encima el papel de nitrocelulosa, posteriormente el corte del tejido se coloca sobre
el papel y sobre este un papel no absorbente, se presiona el tejido

aproximadamente 5 segundos.

En el tercer paso se bloquea la membrana con leche descremada al 5% en TTBS
(Tris-HCI, pH7.5, NaCl 150mM, Tween20 0.1%) por 1 hora, al concluir el bloqueo
se lava la membrana 5 veces 5 minutos por vez con TTBS. Para detectar al
transportador de sacarosa o al de hexosas de la membrana plasmatica, se utilizo
una concentracion de 1:1000 del anticuerpo, se incubo por toda la noche a 4°C y
posteriormente se lavo la membrana por 5 veces 5 minutos cada vez con TTBS,
se afiadio el segundo anticuerpo (anti-lgG de conejo conjugado con peroxidasa)
en una diluciéon 1:5000 en TTBS y se incubd por 1 h a temperatura ambiente, se
lavo 5 veces por 5 minutos en TTBS vy finalmente se revel6 por

quimioluminicencia (Ver apéndice).

En la Figura 7A se puede observar que al presionar el tejido embrionario sobre el
papel de nitrocelulosa nos produce una primera impresion en la que toda las
proteinas bafan al tejido, esto por efecto del corte que se realiza del tejido, pero
que la segunda y tercera impresion muestran las proteinas que son propias del

tejido y no producto del derrame de proteinas celulares sobre el tejido. Cuando se
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realiza la inmunodeteccién del transportador de sacarosa en este tipo de

impresiones se observa que sélo hay zonas especificas que se tifien.

Localizacién del transportador de sacarosa en tejido embrionario de maiz mediante

tissue printing

Figura 7. A. Embrién seco de maiz se presiono en papel de nitrocelulosa (1, 2 y 3 corresponden al ndmero
de veces que se presiono el tejido sobre el papel de nitrocelulosa) y las proteinas se tifieron con Amido Black.
B. Reaccion con el anticuerpo contra el transportador de sacarosa, en embrién seco.

41



RESULTADOS

Deteccion del transportador de sacarosa en tejido embrionario de maiz.

En experimentos previos en el laboratorio, encontramos que los transportadores
de sacarosa se encuentran activos en el escutelo, pero no en el eje embrionario
(Greaves-Fernandez, 2001; Zavala-Zendejas, 2001), corroboramos lo anterior al
realizar improntas del tejido embrionario, observando que en la semilla seca se
encuentra solo en el escutelo (Figura 8B) y aun avanzada la germinacién (36 h) no

se detecta transportador en el eje embrionario pero si en el escutelo (Figura 8C).

Efecto de la imbibicién de tejido embrionario de maiz en diferentes
carbohidratos sobre la expresion del transportador de sacarosa.

Al embeber los ejes embrionarios en agar por 24 o0 36 horas se encontré que el eje
no contenia transportador de sacarosa (Figura 8D) y que la imbibicion del tejido en
sacarosa no modifica este patrén (Figura 8E). Sin embargo, la presencia de
hexosas, como fructosa (Figura 8F) y glucosa (Figura 8G) a concentraciones de
100 mM producen sefial con el anticuerpo. Al usar al epimero de la glucosa, la
manosa, a concentraciones de 15 mM se encontré0 que el tejido dificilmente
germina pero contiene una cantidad importante de transportador de sacarosa
sobre todo en la region de la coleorriza y el meristemo apical (Figura 8H y 8A).
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Efecto de la imbibicion en diferentes carbohidratos del tejido embrionario de maiz

A B
coledptilo
escutelo
hipecitik
radicula
coleorriza
Estructuras del embrién de maiz Impron;iad?::;:mbnon o
C
Impronta del embridn 24 h, agar 1% Impronta,g!ge:rﬁr%lﬁbnonanoa
E B ' )
o = I a 2 f r 3 ~ r L 5
Impronta, ejes embrionarios Impronta, eies embrionarios
Sacarosa 100 mi Fructosa 100mh
G H
Impronta, ejes embrionarios Impronta, ejes embrionarios
Glucosa 100 mM Manosa 100 mM

Figura 8. . A. Esquema del embrién de maiz mostrando sus estructuras, el eje embrionario estd compuesto
de la plumula cubierta del coledptilo, la radicula recubierta de la coleorriza, el meristemo apical y el hipocétilo,
el escutelo le rodea (Figura adaptada de Zimmerman y Werr, 2005). B. Impronta del embrién de maiz sin
hidratar, C. Impronta de embridn de maiz embebido 24 h en Agar 1%.D Improntas de los ejes embrionarios de
maiz embebidos en 1% Agar o suplementado con 100 mM Sacarosa (E), 100 mM Fructosa (F), 100 mM
Glucosa (G) y 15 mM Manosa (H).



Por otra parte, los embriones presentaron un comportamiento opuesto al anterior,
la imbibicion del tejido en glucosa y fructosa reduce la expresion del transportador
de sacarosa (Figura 9) y sacarosa y sorbitol a concentraciones de 100 mM no
afectan los niveles de la proteina con respecto al control (germinacién en Agar
1%).

Efecto de la incubacion de embriones de maiz en diferentes
carbohidratos

A Agar Glu Fru Sac  Sorbitol
60 KDa - |l -ﬁ
B . .
Cantidad relativa de Transportador %
120"

100
80
60
40
201

0.

Confrol Gl Fu Sac Sorb

Figura 9. Efecto de la incubacion de embriones de maiz en diferentes carbohidratos. Se embebieron
embriones en 100mM de glucosa, fructosa, sacarosa o sorbitol, se obtuvo la fraccién microsomal, se
colocaron 30ug de proteina por carril y separaron en un gel de poliacrilamida SDS, se transfirid la membrana
y se detecto al transportador de sacarosa mediante anticuerpos especificos segin se detallo en la seccion de
Materiales y métodos. A)Reaccion del anticuerpo B) densitometria de la proteina detectada con los

anticuerpos.



Empero en lo que si coinciden es que ambos tejidos responden a la presencia de
glucosa, llevando en el caso de los ejes embrionarios a aumentar la expresion del
transportador de sacarosa, mientras que en el embrion a reducirla. Una de las
estrategias que ha sido usada en la literatura para definir si es glucosa la sefal
gue modifica la expresidon de genes, es el uso de analogos de carbohidratos o de
su epimero la manosa (Pego et al., 1999). Manosa es fosforilada por la
hexocinasa pero no hay una enzima que pueda usar a la Manosa-6P producida, y
se asume que si la manosa produce los efectos que la glucosa ocasiona es que
existe una proteina que la esta percibiendo y transduce la sefial modificando la
expresion de diferentes genes, de una manera similar a lo que en condiciones in
vivo haria glucosa. Entonces se incubaron los ejes embrionarios de maiz en
diferentes concentraciones de manosa desde 0.5 hasta 5.0 mM, concentraciones
mayores resultan en una disminucién o la no ocurrencia de la germinacion.
Ademas, para evaluar el efecto de este carbohidrato se comparo con la cantidad

de transportador que se detecta al incubar el tejido en agar y sorbitol.

Lo que se encontré fue que hay una sefal apenas visible de transportador de
sacarosa cuando el medio de incubacion contiene 0.5 mM de manosa, sin
embargo aumenta la sefial de 3 a 3.5 veces cuando el medio contiene 1 a 5 mM
de manosa (Figura 10B y 10D). Previamente encontramos que a las 24 horas no
se detectaba transportador de sacarosa en el eje, sin embargo en esta ocasion
logramos detectar transportador tanto al embeber en Agar o en las diferentes
condiciones de sorbitol excepto en 50 mM, sin embargo su nivel es muy bajo en
comparacion con la que induce manosa (Figura 10).
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Efecto de la imbibicion ce ejes embrionarios de maiz en manosa

A Sorbitol (mM) Manosa (mM)
Agar 5 10 25 50 05 10 25 50
60 KDa —»
B 160
140 ik
Elzu- glzu-
9 100+ - E 1004
.5 | =
T’; 80 % 80
a 60 g 60
1 —— g 40l
= 40 = 40
C G
= 20 20
0 . . - 0 : 5
5 10 25 50 0.5 1 2.5 5
Sorbitol (mMNI) Manosa (mM)

Figura 10 A) Inmunoréplica tipo western de un del de poliacrilamida en el que se separaron proteinas de
fracciones micrisomales de ejes embrionarios de maiz embebidos en diferentes concentraciones de sorbitol y
manosa y se detecto al transportador de sacarosa con anticuerpos especificos. B) perfiles densitométricos de
las bandas de reaccion detectadas en a, tomando como 100% la densitometria de la banda del tejido
incubado en Agar.

Al incubar a los ejes embrionarios con concentraciones de 5y 10 mM de glucosa,
se logra detectar una mayor cantidad de transportador de sacarosa que lo
observado a 20 a 50 mM de sacarosa o0 en el Agar solo esto es de 100 a 150 %
mas, y la sacarosa no logra aumentar su expresion su expresion (Figura 11). Lo
anterior corrobora lo que observamos en las improntas del tejido embrionario de
maiz (Figuras 8D a 8I), y volvemos a encontrar que la glucosa es el carbohidrato

sefal, y ademas por los datos de expresién en la inmunoréplica sugerimos que
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hay una concentracion umbral entre 5 a 10 mM resultando en un incremento en la

expresion de los transportadores de sacarosa.

Efecto de la imbibicion de ejes embrionarios de maiz en
diferentes concentraciones de glucosa y sacarosa

Glucosa (mAdy Sacarosa (miI)
] 10 1§ a0 3 10 15 S0 Agar
B0 KDa —
300
— 250 [ Sacarosa
é B Ghucosa
@ 200
g
T 1504
=
2 100 -
E
- | B
ﬂ T T T
5 10 25 20

Carbohidrato (miT)

Figura 11. A) las bandas de transportador de sacarosa se revelaron con anticuerpos especificos y B) la

densitometria de las bandas de A se presentan como porcentaje tomando como 100% la reaccién del tejido
embebido en agar.

Deteccion de los transportadores de hexosas en el tejido embrionario de
maiz.

Debido a que el eje embrionario no cuenta con transportador de sacarosa en sus
membranas, entonces la nutricién del eje embrionario debe ocurrir a expensas del
transporte de hexosas. En el laboratorio se ha encontrado que las invertasas de la

pared se encuentran activas pero que la actividad es mayor en el eje embrionario
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desnudo mas que en el embridon completo, por lo que es posible que la sacarosa
se exporte del escutelo hacia los apoplastos y que aqui ocurra su hidrolisis a
través de las invertasas, entonces el eje embrionario estaria en contacto con
glucosa y fructosa que debe usarse para su crecimiento, siempre y cuando

presente en sus membranas plasmaticas a los transportadores de hexosas.

Analizamos si el transportador de hexosas se encuentra en el tejido embrionario
de maiz seco mediante improntas del tejido, encontrandose principalmente en la
zona que rodea al escutelo y el eje embrionario donde existe una alta expresion de

transportador (Figura 12).

Deteccion in situ del transportador de hexosas de la membrana plasmatica

Figura 12. Deteccion in situ del transportador de hexosas de la membrana plasmatica en embrién (A) y eje

embrionario de maiz (B). Las flechas sefialan la zona que rodea al embrién y al eje embrionario.

Inmunoréplicas tipo Western de fracciones microsomales de ejes embrionarios
embebidos 24, 36 y 48 horas muestran una sola banda de reaccion (Figura 13)
poe ello se mostrara solo la banda que reacciona en las siguientes figuras. A las
24h ya hay transportador de hexosas y la cantidad detectada de transportador es
del doble a las 36 horas y sigue aumentando pero a menor velocidad para las 48h
(Figura 13C). Lo anterior indica que la célula expresa transportador y que se

encuentra activamente sintetizandolo conforme avanza el tiempo de germinacion.
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Inmunodeteccion del transportador de hexosasde la membrana plasmatica
en fracciones microsomales de embriones germinados
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Figura 13. A) Gel de poliacrilamida-SDS en donde se muestra la separacion de las proteinas de las
fracciones microsomales de ejes embrionarios de maiz germinados 24, 36 y 48 h en Agar 1%, el gel se tifio

con azul de Coomasie. B) Inmunoréplica tipo Western de un gel similar al que se muestra en A, la banda de
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reaccion se detecto al usar el anticuerpo contra el transportador de hexosas de la membrana plasmética y C)

Densitometria de las bandas detectadas en B.

Efecto de los carbohidratos en la expresion del transportador de hexosas en

tejido embrionario de maiz.

De manera similar que para el transportador de sacarosa, se analizo si la
expresion del transportador de hexosas se modificaba al embeber el tejido en
diferentes carbohidratos. Tanto la imbibicion en glucosa (Figura 14A, 14B y 14C)
como en glucosa (Figura 14D, 14D y 14E), no cambiaron la expresion del
transportador de manera significativa. La intensidad de la sefial con el anticuerpo
es alta, a pesar de que se usaron diferentes diluciones del anticuerpo.

Efecto de diferentes concentraciones de glucosa y sacarosa en la localizacion y

cantidad del transportador de hexosas en los ejes embrionarios de maiz.

"
ARTH T

D E

F

Figura 14. Se utilizaron anticuerpos especificos contra el transportador de hexosas de la membrana
plasmatica para localizar en las improntas de los ejes embrionarios de maiz. Los ejes se incubaron en A 10
mM glucosa, B. 25 mM glucosa, C. 50mM glucosa, D 10 mM sacarosa, E 25 mM sacarosa y F 50mM

Sacarosa.
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En inmunoréplicas tipo Western corroboramos que la expresion con sacarosa era
alta. Como se observa en la Figura 15 a las tres concentraciones de sacarosa 10,
25 y 50 mM hay una expresion alta y similar para todos ellos. De manera similar

ocurrié con la glucosa (datos no mostrados).

Efecto de la imbibicion en sacarosa sobre la exprecion del
transportador de hexosas
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Figura 15. Efecto de la incubacidn en sacarosa en la expresion del transportador de hexosas. Fracciones
microsomales de ejes embrionarios de maiz embebidos en diferentes concentraciones de sacarosa y
separados en un gel de poliacrilamida-SDS, la proteina fue transferida a un papel de nitrocelulosa segun se
describio en materiales y métodos. A. Reaccién del anticuerpo contra el transportador de hexosas de la

membrana plasmatica. B Densitometria de las bandas detectadas en A.

Auln cuando no encontramos diferencias en la intensidad detectada en el tejido y
en las inmunoréplicas con el transportador de hexosas, al incubar en presencia o
ausencia de glucosa, quisimos corroborarlo, midiendo los niveles de transportador
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de hexosas cuando los ejes embrionarios se embebieron en concentraciones

crecientes de manosa.

Concentraciones desde 1 hasta 7.5 mM de manosa no modifican la expresion del
transportador de hexosas en el eje embrionario, probablemente debido a que la
expresion del transportador es alta y se distribuye en todo el tejido, aunque en
algunos ejes se encontrd que la zona que lo rodea y en la parte media, que podria
ser la zona vascular son las que se presentan mayor unidn al anticuerpo (Figuras
16 A-D).

Efecto de la manosa en la localizacion y cantidad del transportador de hexosas

en ejes embrionarios de maiz.

e
¥

‘ -

1

0

Figura 16.Se utilizaron anticuerpos especificos contra el transportador de glucosa de la membrana plasmaética

para localizar en las improntas de tejido embrionario de maiz. Tejido incubado en A1 mM, B 2.5mM C 5 mM

y D 7.5 mM Manosa.

Para cuantificar el efecto de la manosa en la expresion del transportador, se

obtuvieron las fracciones microsomales de ejes que fueron embebidos en manosa
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o en sorbitol (Figura 17). Se encontro que la concentracion de 0.5 mM de Manosa
reprime la expresion del transportador y que en las otras concentraciones de 1 a 5
mM se obtiene un resultado similar al de las improntas, niveles altos de
transportador de hexosas. Adicionalmente, la adicion de sorbitol también tiene un
efecto de disminuir la sefial con el anticuerpo, sin embargo esto ultimo podria

deberse a un efecto osmatico.
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Efecto de la incubacion de ejes embrionarios de maiz en manosa
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Figura 17. Inmunoréplica tipo western de la fraccion microsomal de ejes embrionarios de maiz germinados 24
horas en diferentes concentraciones de sorbitol y manosa, las bandas. A) Deteccién con anticuerpos
especificos con el transportador de hexosas de la membrana plasmatica. B) B) perfiles densitométricos de las
bandas de reaccion detectadas en a, tomando como 100% la densitometria de la banda del tejido incubado

en Agar.



DISCUSION

El crecimiento de plantas esta controlado no solamente por sefales del desarrollo
y ambientales, sino también por su estado metabdlico y fisioldgico. Las plantas
usan como mensajeros metabdlicos a los carbohidratos, lo que coordina las
actividades metabdlicas en tejidos fuente o productores de carbohidratos, con los
tejidos demanda o consumidores y/o almacenadores de carbohidratos. Por
ejemplo, se conoce que el incremento en glucosa y en sacarosa, los productos
finales de la fotosintesis, reprimen la expresién genética en las hojas fuente de
enzimas importantes en la sintesis de carbohidratos. Este mecanismo de retro-
regulacion es mucho mas importante que la regulacion debida a la induccién por
luz. No obstante, desde diferentes campos de la investigacion en plantas, los
estudios de la expresion global de genes dejan claro que la sefalizacion por
carbohidratos no sdlo controla la fotosintesis, sino también la expresion de otros

numerosos procesos metabolicos y del desarrollo (Rolland et al., 2002).

Durante la germinacion también se establecen relaciones fuente demanda entre
tejidos muy cercanos (Thomas y Rodriguez, 1994). Relacién que depende en gran
medida de las sefales aportadas por los cambios en la concentracién y tipo de
carbohidratos que se transportan o perciben en ambos tejidos. En este sentido por
ejemplo, se conoce que cuando se colocan a germinar semillas en presencia de
sacarosa o glucosa se reprime la expresion de las enzimas del ciclo del glioxilato,
disminuyendo la utilizacion del carbono almacenado en los lipidos para la sintesis
de carbohidratos (Longo y Longo, 1970; To et al., 2002). Nuevamente un

mecanismo de retro-regulacion.

¢, Cuales son los cambios que ocurren en el maiz en cuanto a la movilizacién
temprana de las reservas? Estudios en nuestro laboratorio, demuestran que en
las primeras 24 h de hidratacién -tiempo en el cual ocurren las dos primeras fases

de la germinacion- el eje embrionario del maiz consume alrededor del 75 % de la
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sacarosa que tiene como reserva, y a partir de este tiempo necesita el aporte de
nutrimentos del tejido externo. El escutelo a partir de las 24 h incrementa su
concentracion de sacarosa (Martinez-Marcelo, 2008), ademas de ser capaz de
donar este carbono, ya que sintetiza activamente tanto al RNA como a la proteina
transportadora de sacarosa, ZmSUT1 (Zea mays sugar transporter 1). Sin
embargo, el eje embrionario no contiene transportador de sacarosa (Greaves-
Fernandez, 2001, Gémez-Calderas, 2008; Zavala-Zendejas, 2001), por lo que
postulamos que el transportador de hexosas debe encontrarse presente en el
tejido embrionario. El no encontrar transportador de sacarosa en el eje
embrionario también es indicativo de que la regulacién espacial y temporal del
transportador podria ser dependiente del metabolismo del tejido, debido a que en
este caso, tenemos dos tejidos con un metabolismo distinto, uno es fuente de
nutrimentos y el otro es demandante de éstos, aunque no olvidamos que la
regulacion hormonal pudiera también estar jugando un papel en la modulacion de
la concentracion de carbohidratos que hay a los diferentes tiempos de la

germinacion y en cada uno de los tejidos de la semilla (Bewley, 2001).

Con estos antecedentes decidimos investigar ¢cual es el efecto que los
carbohidratos tienen sobre la expresion de los transportadores de carbohidratos
en la germinacion del maiz?. Se utilizaron anticuerpos especificos que reconocen
a los transportadores tanto de sacarosa como de hexosas y se determinaron los
niveles de expresion de los transportadores como proteina. Ademas, con la
finalidad de localizar de una manera rapida las zonas del tejido embrionario las en
las que se encontraba mayormente expresado cada transportador, se realizaron

improntas del tejido embrionario.
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Regulacion del transportador de sacarosa por carbohidratos

En la literatura, hay datos contradictorios sobre la regulacion del transportador de
sacarosa por carbohidratos, tanto efectos de represion como de induccion. El gen
para el transportador de sacarosa en hojas remolacha se reprime por sacarosa
(Chiou y Bush, 1998), mientras que el gen para un transportador de sacarosa
especifico de células acompafiantes de células en suspension de Oryza sativa
(Matsukura et al., 2000) es regulado positivamente por este mismo sustrato. En
hojas de betabel y de jitomate, la sacarosa y la glucosa no modifican la expresion

del transportador de sacarosa (Schultze et al., 2000; Vaughn et al., 2002).

Nosotros encontramos que la expresiéon del transportador de sacarosa en tejido
embrionario de maiz, también produce represiébn o induccion. Cuando se
embebieron embriones en 100 mM de fructosa o glucosa se reprime la expresion
alrededor de un 60%, aunque sacarosa no tiene efecto. En contraste, los ejes
embrionarios que no contenian transportador de sacarosa, al incubarlos con las

hexosas se induce su expresion.

Corroboramos que la glucosa es el metabolito inductor de la expresion del
transportador de sacarosa al realizar experimentos con manosa, encontrando que
esta hexosa que es un andlogo no metabolizable de la glucosa, es una
herramienta muy util para amplificar los efectos de las hexosas sobre la expresion
del transportador. Se observaron zonas determinadas del tejido en las que se
incrementa la cantidad de proteina detectada por anticuerpo, como la coleorriza y
el meristermo apical, el primero es el tejido que cubre y protege a la radicula 'y el
segundo es una de las zonas de mayor crecimiento celular. Los meristemos
generalmente son células que son pluripotenciales, de ellas podria emerger un
organismo entero, tienen una capacidad metabdlica alta y se encuentran en
constante crecimiento. Dos tipos celulares definidos forman parte del meristemo
apical, los protodermos que formaran la epidermis y el procambium (Quijada,

1992). En nuestro caso, se logra observar un aumento en el contenido del
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transportador de sacarosa sobre todo en el procambium, las células que estan
formando el floema, lo que indica que el paso de solutos o transporte especifico de
sacarosa se localiza en esa region (Figura 18). Ademas, datos en nuestro
laboratorio indican que la mayor actividad de invertasa es en los apoplastos del eje
embrionario (Martinez-Marcelo, 2008), asi que el transporte de sacarosa podria ir
de la célula escutelar hacia el tejido vascular y de ahi al eje embrionario en
crecimiento, que al tener activas a sus invertasas produce hexosas que inducen la
expresion de transportador de sacarosa, asi el tejido tendria la capacidad tanto de
transportar la sacarosa que no fuera hidrolizada por las invertasas, como de

transportar hexosas a través de transportadores de hexosas.

Adicionalmente, encontramos que hay un umbral para la induccion de
transportador de sacarosa, ya que concentraciones de 1.0 a 5.0 mM de glucosa

son capaces de inducir la expresion maxima del transportador.

Modelo esquematico de la ruta celular del transporte de carbohidratos del

endospermo al eje embrionario en la germinacion de semillas de maiz.

Escutelo Eje
Aleurona  Endospermo . Parenquima Elemento Embrionario
Epidermis vascular criboso
H+
" k|}H+
Maltosa =) Maltosa . —
+ Glucosidasa Fructoss
w + Hexosas J_ Hexosas
ClUCOSE s (3 J1c0SE Glucosa m— A
Lipidos 2 Sacarosa m— H
| T O | o= v
| Hexosa-P — H
| Amidén Sacarosa
| m— 53021058
H+ H+
i \\./ \\./ (|\ H
v
SaCar0sa ) SACAI0SA me——) Sacarosa > Sacarosa
Lipidos ‘

Figura 18. Se destacan la localizacion potencial de los transportadores de azucares y transporte simplastico.
SUT1 es representado por un circulo grande, transportadores de hexosas por cuadrados, y un exportador de

sacarosa con un circulo negro. SPS, sacarosa fosfato sintasa; hexosa-P, hexosa fosfato.
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Efecto de la incubacion del tejido embrionario en carbohidratos sobre la
expresion del transportador de hexosas.

Por otra parte, el transportador de hexosas se encontré que estaba altamente
expresado tanto en la primera capa de células del escutelo, que es la que se
encontraria en contacto con el endospermo del maiz, como también en el eje

embrionario completo seco (Figura 18).

La presencia de transportador de hexosas en la zona cercana al endospermo se
esperaba, ya que la hidrdlisis del almidén lleva a la formacion tanto de maltosa
como de glucosa. La maltosa podria transportarse al interior del embridon mediante
transportadores de sacarosa, mientras que la glucosa se introduciria mediante
transportadores de hexosas (Lim et al., 2006). Se ha postulado que los
transportadores localizados en las células adyacentes al endospermo deben de
ser transportadores difusionales, sin embargo, ain no hay evidencia experimental
que la apoye, por lo que nos permitimos en el modelo proponer que es un
simportador Hexosas/H*, pero no descartamos la posibilidad de que sea un

transportador difusional (Figura 18).

Ademas, encontramos que en el proceso de hidratacion aumenta la expresion del
transportador de hexosas tanto en los embriones como en los ejes embrionarios.
Estudios de expresion de los niveles de RNAm realizados recientemente en el
laboratorio, corroboran la presencia de un transportador tanto en ejes como en
embriones y ademas nos muestran que los embriones tienen al menos 2 veces
mas RNAmM para el transportador de hexosas, que denominamos ZmHT, que los

ejes embrionarios (Gémez-Calderas, 2008).
Hay evidencias en la literatura de la regulacion del transportador de hexosas por

carbohidratos. En C. kessleri, el transportador de hexosas HUP1 y el transportador

de galactosa HUP2 son co-inducidos cuando se agrega glucosa al medio (Stadler

59



et al., 1995). En vitis vinifera tanto 58 mM de sacarosa como de glucosa inducen al
transportador de hexosas tipo 1 (Atasanova et al., 2003). A pesar de lo anterior, no
encontramos un efecto de la incubacion del tejido embrionario en glucosa o
sacarosa, sin embargo, la incubacion con 0.5 mM manosa produce una reduccion
en la cantidad de transportador de hexosas en la fraccibn microsomal de

embriones.

Experimentos para detectar los RNAmM para el transportador de hexosas ZmHT,
muestran una reduccion de la expresion del transportador con glucosa y sacarosa
(Gomez-Calderas, 2008). Para explicar los datos que parecieran ser
contradictorios entre éste trabajo y el de Gémez-Calderas (2008), tenemos que
recordar que la deteccion del transportador de hexosas en el tejido embrionario
fue a través de anticuerpos policlonales, que fueron hechos para detectar una
zona conservada para el transportador de hexosas de varias especies de plantas,
por lo que es probable que en la preparacién microsomal o en el tejido se detecten
mas de un solo transportador de hexosas presente en esas células. Mientras, que
la deteccion del RNAm para el transportador ZmHT fue especifica, debido a que
se usaron oligonucleétidos especificos para realizar la reaccion de RTPCR vy asi

detectar los niveles de RNAm para el transportador.

No tuvimos este problema con el transportador de sacarosa, ya que a pesar de
que al igual que en los transportadores de hexosas se han encontrado varios en
una misma célula, el transportador de sacarosa en maiz es unico (Aoki et al.,
1999; Greaves-Fernandez, 2001), asi los efectos de los carbohidratos sobre la
cantidad de proteina detectada con anticuerpo corresponden a un solo tipo de

transportador y no ha varios, como es el caso del transportador de hexosas.

Ahora que ya contamos con una clona para detectar a un transportador de
hexosas en maiz, es posible usarla como sonda en experimentos de Southern-Blot
y Northern-Blot para determinar el nimero y los niveles de expresion de diferentes

RNAmM para el transportador de hexosas en tejido embrionario de maiz.
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CONCLUSIONES

El uso de improntas de tejido embrionario de maiz nos permite de una manera
rapida, detectar que zonas del tejido que reaccionan con los anticuerpos
especificos contra los transportadores de carbohidratos.

El transportador de sacarosa se regula negativamente en el embriéon cuando se
embebe el tejido en glucosa, fructosa 0 manosa.

Mientras que se regula positivamente en el eje embrionario por glucosa y manosa.
De los resultados sugerimos que el transportador de sacarosa se encuentra
regulado por glucosa, pero que lo hace de manera diferencial dependiendo si es
tejido fuente o tejido demanda.

No hay transportador de sacarosa en ejes embrionarios, pero si se encuentran los
transportadores de hexosas tanto en ejes embrionarios de maiz secos como
germinados y es probable que estos sean los responsables de ayudar a nutrir al
eje embrionario en crecimiento.

La adicion de glucosa y sacarosa a concentraciones de 10 a 50 mM no afectan la
expresion del transportador de hexosas.

La manosa solo a concentracion de 0.5 mM disminuye los niveles de transportador
de hexosas en las membranas del eje embrionario. Sin embargo, son necesarios
mas experimentos para poder concluir si el transportador de hexosas se regula por

manosa o glucosa a concentraciones bajas.
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PERSPECTIVAS

Respecto al transportador de sacarosa

Corroborar y determinar mediante inmunocitoquimica en que zonas del escutelo y
el eje embrionario, se modifica la expresion del transportador de sacarosa.

Investigar si la via de transduccion de sefales que se encuentra involucrada en la
regulacion de la expresion del transportador de sacarosa es la via dependiente de

hexocinasa.

Respecto al transportador de hexosas

Determinar si a concentraciones bajas de glucosa o sacarosa ocurre la regulacion
del transportador de hexosas.

Medir la actividad de transporte de hexosas en la germinacion del maiz y su
regulacion por carbohidratos.

Determinar con exactitud las células del embrién en donde el transportador de
hexosas presenta su mayor abundancia.

Realizar experimentos de Northern y Southern blot para determinar el posible
namero de transportadores de hexosas presentes en las células embrionarias del

maiz y si sus niveles cambian cuando se expone el tejido a glucosa o sacarosa.
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APENDICE |
PROTOCOLO DE QUIMIOLUMISCENCIA

Preparacion de las soluciones:

Solucién A. Pesar 0.35 g de acido p-cumarico (No. Catalogo SIGMA C9008 ) y
disolver con 25 mL DMSO.

Solucién B. Pesar 1.1 g de luminol (No. Catalogo BioChemika 09253) y disolver en
DMSO hasta 25 mL.

Mezcla luminiscente. Preparar justo antes de usarse
25 ul de solucién A

50 uL de solucion B

17 pL H,0,

10 mL Tris-HCI, pH 8.5

Procedimiento

A una membrana que fue incubada con el segundo anticuerpo anti-IgG conjugado
con peroxidasa y posteriormente lavada con TTBS, se le afiade solucién
luminiscente suficiente para cubrir la membrana, agitar rotatoriamente por 4
minutos y trasladar la membrana a un acetato eliminando el exceso de la solucién
luminiscente y cuidando de no secar la membrana. La membrana se expone a una

pelicula fotogréfica.
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APENDICE lI
PURIFICACION DE ANTICUERPOS CON CNBr-SEFAROSA.

Soluciones:

Buffer de acoplamiento. 0.1 M NaHCO; pH 8.3, 0.5 M NacCl.
1 mM HCI (1.3 pl del HCI concentrado en 15 ml de H0)

1 M monoetanolamina pH 7.5

TBS (no afadir TWEEN)

0.1 M glicina pH 2.4

3 M Tris/HCI pH 8.8

4 M NacCl

Preparacion de la proteina

Se determinar la concentracion de proteina que se va ha acoplar a la resina, de tal
forma que se conozca la cantidad que se afiada de proteina a la resina.

Es comun que la proteina pierda actividad biolégica después de acoplarla a la
sefarosa-CNBr, por lo que no se puede predecir que suceda con la actividad de la
proteina y esto tiene que tomarse en cuenta para buscar el ensayo biolégico
apropiado.

Disolver la proteina que se va ha acoplar en 0.1M NaHCO3; pH 8.3, 0.5M NaCl
(buffer de acoplamiento), 1mg/proteina/0.5 ml de buffer.

PARA EL TRANSPORTADOR USAR 500ug DE PROTEINA

Hidratacién y activacién de la resina

Pesar en un tubo de microfuga 0.06 g de resina seca, la cual al hidratarse dara un
volumen de 0.2 ml y tiene la capacidad de unir cerca de 1 mg de proteina.

Lavar la resina 10 veces con 1 ml de 1 mM HCI (mezclar por inversion del tubo),
centrifugar en una microfuga, usar una velocidad baja, 6000 rpm por cerca de 5
sec. Aspirar con cuidado el sobrenadante y repetir 10 veces (ES
RECOMENDABLE HIDRATAR EL GEL EN MULTIPLES PEQUENOS LAVADOS,
Y NO EN UNO SOLO GRANDE)
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Union del péptido y bloqueo de sitios no reactivos

Afadir la proteina a la resina. El pH de la solucién queda alrededor de 7.0
(CHECAR EL pH) . Mezclar gentilmente preferentemente rotatoriamente por 6
horas o toda la noche a 4°C.

Centrifugar, guardar el sobrenadante para determinar proteina posteriormente y
cuantificar cuanta proteina se uni6 a la resina.

Afadir a la resina 1M monoetanolamina pH 7.5 y dejarla rotando por 6 h o toda la
noche. Este paso bloquea los sitios reactivos que no se unieron a las proteinas.
Lavar la resina con 10 mL de TBS.

Adicién del suero inmune

Anadir el suero (cerca de 1 a 1.5ml) y 4 vol de TBS a resina y dejarla en
movimiento rotatorio por 2-4 h a temperatura ambiente o toda la noche a 4°C.
Centrifugar y colectar el sobrenadante (suero sin el anticuerpo de interés, no
tirarlo).

Lavar la resina con 10 ml de TBS

Eluir el anticuerpo por adiciéon de 0.1 M glicina pH 2.4 (el volumen pueden ser
entre 100 a 500 ul, es mejor hacerlo en un volumen pequefio y para hacerlo por
ejemplo puedes afadir 100 ul, mezclar muy bien y centrifugar, sacara el
sobrenadante y afadir otros 100 ul, mezclar y centrifugar, por ultimo juntar ambos
sobrenadantes.

Afnadir inmediatamente por 1 ml de eluido colectado 30 ul 3M Tris pH 8.8 y 25 ul

4M NaCl, para que el eluido quede a pH neutro.
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