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| RESUMEN

El maiz de calidad proteinica (QPM) resulta de la conversion del endospermo
blando de la mutante opaco2 (02) en vitreo. Un analisis de expresion génica en
lineas recombinante puras (RIL) derivadas de la cruza entre KO326Y QPM y W64A02
encontré que la modificacion del endospermo en QPM est4 asociada con cambios en
la expresion de genes de sintesis almidon a nivel transcripcional y proteinas durante
el desarrollo del endospermo, pero no se ha determinado su asociacion con la
actividad enzimatica. El objetivo del presente estudio fue analizar la acumulacién y
actividad de las enzimas de sintesis de almidon y su relacion con el fenotipo vitreo
del endospermo QPM. Se utilizaron las lineas K0326Y QPM y W64A02, asi como
una seleccion de lineas recombinantes puras (RIL) derivadas de su cruza y
contrastantes en vitrosidad. De cada linea se obtuvieron endospermos en desarrollo
a los 20 y 30 dias después de la polinizacién (DDP) y se les extrajo el almidén, el
cual se analizé en su composicién, propiedades térmicas y acumulacion de proteinas
asociadas al granulo. También se prepararon extractos para medir la actividad de las
enzimas ADP-glucosa pirofosforilasa (AGPasa), almidon sintasa unido al granulo
(GBSSI), almidon sintasa soluble (SSS), enzima ramificadora (SBE) vy
desramificadora (PUL). A los 20 DDP se observé una mayor acumulacién de almidén
y amilosa en endospermos de lineas opacas, mientras que a 30 DDP se observo
mayor acumulacion de amilosa en lineas vitreas, lo cual se atribuyé a una mayor
precocidad de los endospermos opacos. La entalpia de gelatinizacion mostré una
relacion inversa con el contenido de amilosa en ambos estados de desarrollo. El
analisis de la acumulacion de proteinas asociadas al granulo mostré6 una mayor

acumulacion de GBSSI en las muestras opacas a 20 DDP y en muestras vitreas a 30
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DDP, lo cual se relacioné con un mayor contenido de amilosa en estas muestras. En
cuanto al analisis de actividad, a los 20 DDP la linea vitrea K0326Y QPM mostro
mayor actividad de las enzimas SBE y PUL respecto a la linea opaca W64A02,
mientras que las actividades de las enzimas GBSSI y SSS no presentaron
diferencias significativas; la enzima AGPasa presentd mayor actividad en la linea
W64A02, lo cual correspondié con un mayor contenido de almidén en esta linea. A
los 30 DDP, la linea KO326Y QPM presentd mayor actividad de las enzimas GBSSI,
SSS y PUL y menor actividad de SBE respecto a la linea W64A02, mientras que la
actividad de AGPasa no present6 diferencia significativa; la actividad de GBSSI
correspondioé con una mayor acumulaciéon de esta proteina y un mayor contenido de
amilosa en la linea K0326Y QPM, mientras que la menor actividad de SBE en esta
linea correspondid con una menor proporciébn de amilopectina. Los resultados
sugieren que la modificacion del endospermo en QPM esta asociada con cambios en
la actividad de las enzimas de biosintesis de almidén, las cuales afectan la
composicién del almidon durante el desarrollo del endospermo y como consecuencia
sus propiedades fisicoquimicas y estructurales. Una mayor actividad de GBSSI y una
menor actividad de SBE dan lugar a la formacién de un granulo de almidén con una
mayor proporcion de amilosa y regiones amorfas en la periferia, lo cual podria estar
favoreciendo una mayor compactacion entre los granulos, contribuyendo al fenotipo

vitreo en maiz QPM.



ABSTRACT

Quality protein maize (QPM) was developed by the conversion of the soft
opaque2 (02) endosperm into a vitreous phenotype. Transcriptional analyses with
recombinant inbred lines (RILS) derived from the cross between the lines K0326Y
QPM (vitreous endosperm) and W64A02 (opaque endosperm) suggested that this
modification is associated with alterations in starch properties as a consequence of
changes in the expression of starch biosynthetic genes. The aim of this study was to
analyze the activity of starch biosynthetic enzymes and its relationship with the
vitreous phenotype in QPM. The parental lines K0326Y QPM and W64A02, as well as
RILs contrasting in vitrosity were used. Developing endosperms were obtained at 20
and 30 days after pollination (DAP). Starch was isolated and analyzed for its
composition, thermal properties and granule-associated proteins. Protein extracts
were also prepared to evaluate the activity of ADP-glucose pyrophosphorylase
(AGPase), granule bound starch synthase (GBSSI), soluble starch synthase (SSS),
starch branching enzyme (SBE) and pullulanase (PULL). A greater accumulation of
starch and amylose was observed in opaque endosperms at 20 DAP, while at 30
DAP the greater accumulation of amylose was observed in vitreous endosperms,
which was attributed to the precocity of opaque endosperm. The enthalpy of
gelatinization showed an inverse relationship with the amylose content at both
developmental stages. The analysis of granule-associated proteins showed greater
accumulation of GBSSI in opaque samples at 20 DAP and in vitreous samples at 30
DAP, which was associated with greater amylose content in these samples.
Regarding enzyme activity at 20 DAP, the vitreous line KY0326Y QPM showed higher

activities of SBE and PULL than W64A02, while GBSSI and SSS showed non-
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significant differences; AGPase activity was higher in W64A02, which corresponded
with the higher starch content observed in this line. At 30 DAP, the QPM line showed
higher activities of GBSSI, SSS and PULL and lower activity of SBE than W64A02,
while AGPase showed no significant differences. The activity of GBSSI, the enzyme
responsible for amylose synthesis, corresponded with the greater accumulation of the
protein and the higher amylose content observed in the QPM line, while the lower
SBE activity of this line corresponded with the smaller proportion of amylopectin. The
results suggest that the endosperm modification in QPM is associated with changes
in the activity of starch biosynthetic enzymes, which affect the starch composition
during endosperm development as well as its physicochemical and structural
properties. The higher activity of GBSSI and the lower activity of SBE produce starch
granules with a larger proportion of amylose and amorphous regions at the periphery,
which may be favoring a greater compaction between these structures, contributing to

the vitreous phenotype in QPM.



I INTRODUCCION

El maiz (Zea mays L) ocupa el primer lugar de produccion entre los cereales y
representa la base de la alimentacion en paises en desarrollo como México. Sin
embargo, al igual que otros cereales las proteinas del maiz son deficientes en
aminoacidos esenciales, principalmente lisina y triptéfano (Yau y col 1999).

Mertz y col (1964) descubrieron que la mutacion opaco-2 (02) casi duplica el
contenido de lisina presente en el endospermo de maiz y mejora la calidad proteinica
del grano, pero presenta un endospermo blando que limitd6 su desempefio
agronomico y uso. La introduccion de genes modificadores del fenotipo blando di6
lugar al maiz de calidad proteinica (QPM, del inglés, Quality Protein Maize), el cual
posee un endospermo duro (vitreo) y mantiene la calidad nutricional de la mutante 02
(Vilegas y col 1992). Sin embargo, se conoce poco sobre los mecanismos
involucrados en la conversion del fenotipo blando vitreo en QPM. Dentro de los
factores involucrados en esta modificacion se incluyen una mayor acumulacion de
cuerpos proteinicos ricos en y-zeina (Dannenhoffer y col 1995), alteracion de la
estructura y composicion del almidén (Gibbon y col 2003; Salazar-Salas y col 2014),
con la consecuente modificacion de las propiedades de los granulos.

El almidon es el principal componente del maiz y por lo tanto, es el que tiene
mayor influencia sobre las propiedades del grano; esta formado por dos polimeros de
glucosa, amilosa y amilopectina, las cuales se acumulan en granulos. La biosintesis
de almidon involucra principalmente la actividad de cuatro grupos de enzimas: las
ADP-glucosa pirofosforilasas (AGPasa), las almidon sintasas (GBSS, SS), enzimas
ramificadoras de almidon (SBE) y enzimas desramificadoras de almidén (DBE)

(Hannah y James 2008). Los seis principales genes que intervienen en la biosintesis
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de almiddén son sh1l, sh2, bt2, wx1, ael y sul, los cuales codifican para las diferentes
enzimas en esta ruta. Existe una amplia diversidad en estos genes dependiendo del
genotipo de maiz, por lo que la acumulacién y actividades de las enzimas codificadas
también presentan una amplia variacion, lo que se ve reflejado en diferencias en la
composicién del almidén y sus propiedades. El andlisis genético en una poblacion de
lineas recombinantes puras (RIL) derivada de la cruza entre K0326Y QPM
(endospermo vitreo) y W64A02 (endospermo blando) identificd tres loci genéticos
asociados con vitrosidad, una caracteristica relacionada con dureza, en los
cromosomas 1, 7 y 9 (Holding y col 2011). Recientemente, Salazar-Salas y col
(2014) evaluaron el efecto de estos loci genéticos sobre las propiedades
fisicoquimicas del almidén y acumulacién de proteinas en el endospermo maduro.
Los resultados obtenidos por estos investigadores apoyan la idea de que
alteraciones en la estructural/interaccion de cuerpos proteinicos y granulos de
almiddén juegan un papel importante en la modificacion del endospermo en QPM. El
andlisis de expresion de genes de sintesis de almidén indican que la modificacion del
endospermo en QPM esta asociada con cambios significativos en los niveles de
transcritos de dichos genes (Soto-Lopez 2015), lo cual repercute en cambios en la
acumulacion y posiblemente en las actividades de las principales enzimas
biosintéticas, con la consiguiente variacion en las propiedades fisicoquimicas y
estructurales del almidén. Sin embargo, no existe informacion donde se analice la
acumulacion y actividad de las enzimas de sintesis de almidon, de tal manera que
pueda asociarse con cambios en la composicion y propiedades fisicoquimicas del
granulo. La informacién nos ayudaria a comprender mejor el mecanismo de

transformacion del endospermo blando en vitreo del maiz QPM.
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[l REVISION DE LITERATURA
A GENERALIDADES DEL MAIz
1 Importancia econémicay social

El maiz es uno de los cereales de mayor importancia econémica en el mundo,
ocupando el primer lugar de produccién con aproximadamente 1,021 millones de
toneladas en el afio 2014, seguido del arroz y el trigo con una produccion de 740 y
728 millones de toneladas para ese mismo afo, respectivamente (FAOSTAT 2016).
En el Cuadro 1 se muestran los principales paises productores de maiz, destacando
Estados Unidos de América que ocupa el primer lugar de produccién al aportar el
35.33% del total mundial, mientras que México ocupa el séptimo lugar con una
produccion de 23.3 millones de toneladas (FAOSTAT 2016).

En cuanto a la produccion de maiz en nuestro pais, Sinaloa es el principal estado
productor con el 15.83 % de la produccion nacional, seguido de Jalisco y Michoacéan,
con 1491 y 8.31 %, respectivamente (Cuadro 2). Nuestro estado es altamente
productivo gracias a la calidad de sus tierras y la tecnificacién de las préacticas
agricolas, logrando asi obtener rendimientos altos que se pueden comparar incluso
con los de los principales paises productores de maiz (SAGARPA 2016).

El maiz es de gran importancia social en paises como el nuestro, ya que
representa la base de la alimentacion, aportando aproximadamente un 70 % de las
calorias y hasta un 60 % de las proteinas ingeridas en la dieta. En la actualidad el
consumo per capita de maiz en México es de alrededor de 115.8 Kg/afio (FAOSTAT
2016), lo cual se debe a la incorporacion de este cereal en la mayoria de los platillos

de la alimentacion habitual de sus habitantes.



Cuadro 1. Principales paises productores de maiz en 2014.

Pais Produccion (Ton)
Estados Unidos de América 361,000,000.00
China 216,000,000.00
Brasil 79,900,000.00
Argentina 33,000,000.00
Ucrania 28,500,000.00
India 23,700,000.00
México 23,300,000.00
Indonesia 19,000,000.00
Sudéfrica 15,000,000.00
Otros 222,216,583.00
Total 1,021,616,583.00

FAOSTAT (2016)



Cuadro 2. Principales estados productores de maiz en el afio 2014

Estado Produccion (ton)
Sinaloa 3,686,274.43
Jalisco 3,472,284.51
Michoacéan 1,935,286.73
Edo. México 1,856,138.09
Guanajuato 1,420,029.46
Chihuahua 1,373,409.72
Guerrero 1,331,607.65
Otros 8,198,225.95
Total 23,273,256.54

SAGARPA (2016)



2 Estructura 'y composicion del grano

El grano de maiz esta constituido por cuatro estructuras principales (Figura 1),
pericarpio, endospermo, germen y pedicelo, las cuales se describen a continuacion.

El pedicelo es la estructura celular mediante la cual el grano se encuentra unido
al olote. Esta compuesto de haces vasculares que terminan en la porcion basal del
pericarpio, consta de una capa exterior de abscision con la funcion de sellar la punta
del grano maduro. A esta capa le sigue una serie de células parenquimatosas en
forma de estrella, unidas entre si por medio de sus puntas formando una estructura
fragil y porosa. El pedicelo constituye un 0.8% del peso total del grano (Watson
1987).

El pericarpio es la capa exterior dura y fibrosa que encierra al grano. Comprende
el pericarpio (epidermis, mesocarpio, células cruzadas y tubulares), la testa (cubierta
de la semilla) y la cofia, un pequefio casquete que cubre la punta del grano y protege
al embrion. El grosor del pericarpio es menor en la parte central del grano y mayor en
la base del mismo. En el cereal ya maduro, tiene la funcién de impedir el ingreso de
hongos y bacterias. Todos los componentes del pericarpio constituyen
aproximadamente un 5.3% del peso total del grano. El pericarpio esta constituido en
su gran mayoria de fibra (Watson 1987).

El endospermo constituye la mayor proporcion del grano con aproximadamente
un 80-84% del peso total. Funciona como la principal reserva energética de la planta
durante su etapa temprana de desarrollo. Esta compuesto mayoritariamente de
almidon (90%) y proteinas (7%), y en menor proporcion de lipidos, minerales y otros

compuestos (Watson 1987).
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Pericarpio

Endospermo harinoso

Endospermo Vitreo

Germen

Pedicelo

Figura 1. Corte longitudinal del grano de maiz.
Cortesia de Joao T. Leiva (Departamento de Ciencia de Plantas de la Universidad de

Arizona).
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El germen aporta un 9.5-12% del peso total del grano y se localiza en la parte
inferior del mismo. Posee dos partes destacables, el eje embrionario y el escutelo. El
escutelo (cotileddn Unico) constituye cerca del 90% del germen y sirve como almacén
de nutrientes que utiliza el embridon durante la germinacion. ElI germen contiene
aproximadamente el 35-40% del contenido total de lipidos encontrados en el grano
(Watson 1987).

En lo que respecta a la composicién quimica del grano de maiz, esta se ve
afectada por el genotipo, asi como por las condiciones climéticas y de crecimiento; a
su vez, la composicion quimica varia entre las diferentes estructuras del grano como
se puede observar en el Cuadro 3. Los componentes mayoritarios son el almidén
(~70 %) y las proteinas (~10 %). El almidon esta formado a su vez por amilosa y
amilopectina, cuyas caracteristicas seran descritas en mayor detalle en la siguiente
seccion. Las proteinas representan en promedio un 10.3 % y se encuentran en
mayor porcentaje en el germen. Las proteinas de reserva mas abundantes en el
grano de maiz son las prolaminas (solubles en alcohol), denominadas zeinas,
ocupando el 70-80 % del total en el endospermo, mientras que las albuminas
(solubles en agua) y globulinas (solubles en soluciones salinas) se encuentran
principalmente en el germen (Glover y Mertz 1987). Debido a que las zeinas son las
proteinas mayoritarias del endospermo de maiz, una clasificacién mas sencilla divide
a las proteinas totales en zeinas y no zeinas (Hamaker y Larkins 2000). Las no-
zeinas son un grupo heterogéneo de proteinas, las cuales forman parte del
citoplasma y de la pared celular, pero ocupan una menor proporcion en el

endospermo del maiz normal.
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Cuadro 3. Composicion quimica del grano de maiz (% en base seca).

Componente Grano Pericarpio Endospermo Germen Pedicelo

Almidon 71.5 7.3 86.4 8.2 5.3
Proteina 10.3 3.7 9.4 18.8 9.1
Lipidos 4.8 1.0 0.8 34.5 3.8
Azlcares 2.0 0.3 0.6 10.8 1.6
Cenizas 14 0.8 0.3 10.1 1.6
FAO (1993)
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En la composicidon quimica del grano de maiz se distinguen también otros
componentes como son lipidos (=5 %), cenizas (~1-3 %) y fibra (1-2 %). El contenido
lipidico se encuentra en su mayoria en el germen del grano y los acidos grasos no
saturados (oleico y linoleico) son los que predominan en general. Con respecto al
contenido de cenizas, los minerales se encuentran principalmente en el germen del
grano (78 %), donde el mas abundante es el fésforo que puede llegar a representar

el 1 % del peso del grano (Astiazaran y Martinez 1999).

B ALMIDON

El almidon es la principal forma de reserva de carbono en los cereales,
representando cerca del 70-80% del peso del grano, por lo que este componente es
mayormente responsable del valor energético, nutricional y econdmico que tienen los
granos (Paredes-Lopez y col 2006). Las moléculas de almidon se encuentran
formando granulos que se depositan en las células del endospermo, ocupando la
mayor parte de su volumen (Hamaker y Larkins 2000). En los ultimos afios, el estudio
de la estructura del almidon y su relacién con la actividad de las diferentes enzimas
involucradas en su biosintesis se ha incrementado, ya que esto repercute en las
caracteristicas morfoldgicas, fisicoquimicas y funcionales del almidén. Por ello, el
entendimiento de los procesos relacionados con la biosintesis de almidén es esencial
para el mejoramiento del rendimiento y la calidad de los cereales, asi como de sus

usos en la industria.
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1 Estructura del almidén

El almidén estd formado por dos polimeros de glucosa: amilosa y amilopectina
(Figura 2). Estas moléculas se organizan en anillos concéntricos para dar lugar a la
estructura granular. La distribucion de amilosa dentro de los anillos concéntricos
difiere entre el centro y la periferia del granulo, ya que solo ocupa los lugares
disponibles que deja la amilopectina después de sintetizarse (Tetlow y col 2004a).

La amilosa es una molécula esencialmente lineal formada por unidades de
glucosa unidas por enlaces glucosidicos a-(1,4) y tiene un peso molecular de
alrededor de 1 x 10°° correspondiente al grado de polimerizacién (GP) de 1000-
10,000 unidades de glucosa. Un porcentaje menor al 0.5% de la glucosa en amilosa
se encuentra unida por enlaces a-(1,6), resultando en un bajo grado de ramificacion y
una estructura de 3-11 cadenas de aproximadamente 200-700 residuos de glucosa
por molécula (Copeland y col 2009).

La amilopectina es un polimero de mayor tamafio con un peso molecular
alrededor de 1 x 10% y GP de hasta un millén de unidades de glucosa. La mayoria de
los almidones contienen entre el 60 y 90% de amilopectina; sin embargo, algunos
almidones con alto contenido de amilosa pueden llegar a tener al menos 30% de
amilopectina, mientras que los almidones de maices tipo ceroso (waxy)

practicamente contienen el 100% de amilopectina.
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Amilopectina
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Figura 2. Estructura quimica de amilosa y amilopectina.

Tester y Karkalas (2002).
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Aproximadamente el 5 % de las unidades de glucosa de la amilopectina estan
unidas mediante enlaces a-(1,6), otorgdndole un alto grado de ramificacion a la
molécula. La estructura tipo arbol y la compleja arquitectura molecular puede variar
sustancialmente entre almidones, lo cual va a depender de la posicién y la longitud
de la ramificacion (Copeland y col 2009). La organizacién de estos racimos genera la

formacion de zonas semicristalinas y amorfas del granulo de almidén (Figura 3).

2 Biosintesis del almidén

La sintesis del almidén se lleva a cabo a través de la accion coordinada de
multiples enzimas de sintesis de almidén, asi como de enzimas involucradas en su
degradacion (Tetlow y col 2004a). Dentro de estas enzimas se encuentran la ADP-
Glucosa pirofosforilasa (AGPasa), almidéon sintasas (GBSS, SS), enzimas
ramificadoras de almidén (SBE) y enzimas desramificadoras de almidon (DBE)

(Figura 4).

a ADP-glucosa pirofosforilasa (AGPasa)

El catabolismo de la sacarosa en el citosol produce glucosa-6-fosfato y en la
mitocondria ATP, sustratos para la biosintesis de almidén. La glucosa-6-fosfato es
trasladada al interior del amiloplasto y convertida en glucosa-1-fosfato por la accion
de la enzima fosfoglucomutasa. Posteriormente, la glucosa-1-fosfato es convertida a
ADP-Glucosa (ADP-Glu) mediante la enzima ADP-Glucosa pirofosforilasa (AGPasa),
considerandose éste el paso regulatorio que controla el flujo de carbono hacia la

biosintesis de almidon.

17



A e

- S
Extremono \ Extremo
e P e G P i =N
reductor / reductor
Region Region
cristalina amorfa
B ,
acla

Figura 3. Estructura del granulo de almidon. (A) Cadena de amilopectina formando
varios clusters, zonas de laminillas amorfas y cristalinas. (B) Granulo entero formado
por el apilamiento de las zonas amorfas (a) y cristalinas (c).

Jong-Seong y col (2010).
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Figura 4. Ruta de biosintesis de almidon en el endospermo de cereales. Los

compartimentos del citosol y plastido se indican en cada recuadro. Las enzimas se
indican en cursiva: Susy: sacarosa sintasa; UGPasa: UDP glucosa pirofosforilasa;

PGM: fosfoglucomutasa; FK: fructocinasa; PGI: fosfoglucosa isomerasa; PPiasa,

pirofosfatasa; AGPasa, ADP-glucosa pirofosforilasa; GBSS: almidén sintasa unida al

granulo; SS: almiddn sintasa; SBE: enzima ramificadora de almidén.

Adaptada de Comparot-Moss y Denyer (2009)
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En la mayoria de los tejidos vegetales donde se sintetiza almidén la AGPasa esta
localizada en el amiloplasto; sin embargo, en los cereales se encuentra en dos
lugares diferentes, en el citosol, donde tiene su mayor actividad, y en el plastido,
donde tiene una menor actividad (Nagai y col 2009). La AGPasa es una enzima
heterotetramérica compuesta por dos subunidades grandes y dos pequefas; las
diferencias en la composicién de subunidades y consecuentemente las propiedades
de AGPasa dentro y entre los 6rganos de las plantas se refleja como la variacién en
la manera de como el flujo de sintesis de almidon es regulado (Smith y col 1997). Las
subunidades pequefias son generalmente las responsables de la actividad catalitica
del complejo enzimatico, mientras que las subunidades grandes participan en la
modulacion de las propiedades regulatorias que incrementan la respuesta alostérica
de las subunidades pequefias con 3-fosfoglicerato (3-PGA) y fésforo inorganico

(Jeon y col 2010).

b Almidon sintasas

Las enzimas almidén sintasas (SS) afiaden una unidad de glucosa del precursor
ADP-Glu al extremo no reductor de una cadena de glucosas unidas por enlaces a-
(1,4) para sintetizar los polimeros insolubles, amilosa y amilopectina. Una gran
cantidad de isoformas de almidén sintasas han sido identificadas en el endospermo
de cereales (Jeon y col 2010), las cuales se pueden dividir en dos grupos principales,
uno de ellos involucrado principalmente en la biosintesis de amilosa, y el segundo

grupo limitado a la biosintesis de amilopectina.
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1) Sintesis de amilosa

El primer grupo de genes de almiddn sintasas incluye almidon sintasas unidas al
granulo 1y Il (GBSSI y GBSSII). La enzima GBSSI es codificada por el locus waxy en
cereales, funcionando especialmente en la elongacion de la amilosa y encontrandose
esencialmente dentro de la matriz del granulo, mientras que la GBSII, codificada por
otro gen, es la responsable de la sintesis de almidén en hojas y otros tejidos que no
son de reserva, los cuales acumulan almidon de manera transitoria (James y col
2003). Ademas de su papel en la produccién de amilosa, existen estudios donde se
demuestra la participacion de GBSSI en la sintesis de amilopectina, afadiendo
unidades de glucosa a las cadenas largas de la amilopectina en lugar de las cadenas

de amilosa (Vrinten y Nakamura 2000; Yoo y Jane 2002).

2) Sintesis de amilopectina

El segundo grupo de genes de almidén sintasas, designadas SSI, SSll, SSlll y
SSIV, esté involucrado exclusivamente en la sintesis de las cadenas de amilopectina
y se encuentran asociadas a los granulos de almidén. Estudios genéticos y
bioquimicos indican que cada isoforma de SS tiene diferentes propiedades y un
papel distinto en la sintesis de amilopectina (Zeeman y col 2010) formando cadenas
de diferente longitud.

En el endospermo de maiz, la mayor actividad de SS es de la isoforma SSI (Li y
col 1999). El analisis de la distribucion de cadenas de amilopectina en mutantes para
esta isoforma sugiere que la SSI produce cadenas cortas, con grados de
polimerizacion (GP) de 8-12 a partir de cadenas con GP de 6-7 que surgen de los

puntos de ramificacién en las cadenas A o B;; mientras que las isoformas SSll y SSllI
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parecen estar involucradas en la formacion de cadenas intermedias (GP 13-25) y

largas (GP>30), respectivamente (Nakamura y col 2005).

¢ Enzimas ramificadoras de almidon (SBE)

Las enzimas ramificadoras de almidon (SBE) también estan presentes en
multiples isoformas. Estas enzimas generan los enlaces a-(1,6) rompiendo los
enlaces a-(1,4) y transfiriendo la cadena al Cg de un residuo de glucosa de otra
cadena formando la estructura ramificada de la molécula de amilopectina. En el
endospermo de cereales se expresan dos isoformas de enzimas ramificadoras:
enzima ramificadora | (SBEI) y enzima ramificadora Il (SBEII) (Sun y col 1997). Estas
isoformas difieren en términos de longitud de la cadena de glucano transferida y de la
especificidad del sustrato; SBEI muestra mayor afinidad por amilosa y transfiere
cadenas mas largas que SBEIIl, la cual transfiere cadenas mas cortas y presenta
mayor afinidad hacia amilopectina (Guan y Preiss 1993). La isoforma SBElla se
expresa en todos los tejidos de los cereales que sintetizan almidén, mientras que
SBEIIb se encuentra Unicamente en las células del endospermo. La isoforma SBElla
tiene la funcion de apoyar el papel que juegan otras SBE sin cambio aparente en la
estructura de la amilopectina cuando ésta enzima es deficiente; sin embargo, un
defecto en la isoforma SBEIIb resulta en un incremento en amilosa, jugando un papel
muy importante en la produccion de cadenas tipo A (cortas) de la amilopectina (Yun 'y
Matheson 1993). Por lo general la isoforma SBEIlla es mas activa en trigo y cebada,

mientras que la SBEIIb es mas activa en arroz y maiz (Regina y col 2010).
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d Enzimas desramificadoras de almidon (DBE)

Las enzima desramificadoras de almidon (DBE) catalizan la hidrdlisis de los
enlaces glucosidicos a-(1,6). Existen dos tipos de enzimas desramificadoras (DBE)
en plantas superiores y se definen sobre la base de sus especificidades de sustrato:
enzimas desramificadoras tipo isoamilasa y tipo pululanasa (James y col 2003). Se
ha reportado que la DBE tipo isoamilasa rompe las ramificaciones de amilopectina y
fitoglucégeno, mientras que la DBE tipo pululanasa actla sobre pululanos y
amilopectina pero no fitoglucégeno. El fitoglucogeno es un polimero de glucosa con
enlaces a-(1,4) y a-(1,6), que presenta un patrén de ramificacion diferente a la
amilopectina, siendo este méas ramificado y menos organizado, lo cual impide la
formacion de cristales dentro del granulo de almidén (Wong y col 2003). Se ha
propuesto que las enzimas DBE pueden ser las responsables de la remocion de
ramificaciones mal posicionadas (pre-amilopectina) generadas en la superficie de los
granulos de almidén en desarrollo, lo cual pudiera, por otro lado, prevenir la

cristalizacion (Tetlow y col 2004b).

3 Interacciones entre las enzimas de biosintesis de almidon

Una gran cantidad de enzimas son necesarias para la biosintesis de almidén y la
formacion del granulo; sin embargo, la manera en como éstas interaccionan aun no
se conoce por completo. Diversos estudios sugieren que las enzimas se asocian
formando uno o mas complejos multienzimaticos (Tetlow y col 2004b; Hennen-
Bierwagen y col 2008; 2009) debido al efecto pleiotropico que se observa sobre las
SS, SBE y DBE como resultado de estudios en mutantes de genes que codifican

enzimas de biosintesis de almidon.
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Estudios realizados por Hennen-Bierwagen y col (2008, 2009) en maiz y trigo en
desarrollo reportaron fracciones de proteinas de alto peso molecular, proporcionando
asi evidencias sobre la formacion de complejos multienziméticos que contienen las
enzimas SSI, SSlla y/o SBEIlIb. Particularmente en maiz, la isoforma SSlll se
encuentra formando un complejo de ~670 kDa y la enzima SSlla se encuentra
formando principalmente un complejo de ~300 kDa. La purificacién parcial de estos
complejos reveld que el complejo que contenia SSlII interaccionaba con la isoforma
SSlla, SBElla y SBEIIb, mientras que el andlisis protedmico identific6 proteinas como
las subunidades grande y pequeia de AGPasa, piruvato fosfato dicinasa 2 (PPDK2)
y sacarosa sintasa 1 (SH1) como proteinas que forman parte de estos complejos
(Hennen-Bierwagen y col 2009).

Un analisis protedmico en el endospermo de maiz sugiere que la PPDK es una
enzima clave en la regulacion del flujo de carbono entre la biosintesis de almidén y
proteina durante el desarrollo del endospermo debido al efecto negativo que
presenta la acumulacion de PPi sobre la enzima AGPasa, enzima clave en la sintesis
de almidén, cambiando el flujo de carbono hacia la biosintesis de proteinas (Mechin y

col 2007).

4 Genes relacionados en la biosintesis de almidon

Se han realizado distintos estudios enfocados en identificar los principales genes
gue participan en la biosintesis del almidén, destacando los siguientes: Shrunken 1y
2 (Shl y Sh2) Brittle 2 (Bt2), Waxy 1 (Wx1), Amylose extender 1 (Ael) y Sugary
1(Sul); la localizacion de estos genes en los cromosomas del maiz se muestra en el

Cuadro 4.
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Cuadro 4. Principales genes de biosintesis de almidén en endospermo de maiz y su

localizacion en el mapa genético.

o Cromosoma
Nombre Mutante Descripcién
(BIN)
SuSyl shl Sacarosa sintasa | 9.01
ADP-glucosa pirofosforilasa, subunidad
AGPS1 bt2 4.05
pequeia
ADP-glucosa pirofosforilasa, subunidad
AGPL1 sh2 3.09
grande
GBSSI wx1 Almiddn sintasa unida al granulo | 9.03
SSi Almidoén sintasa | 9.02
SSlla su2 Almiddn sintasa lla 6.04
SSllla dul Almidon sintasa llla 10.03
SBElIIb ael Enzima ramificadora de almidon llb 5.04
ISAl sul Enzima desramificadora tipo isoamilasa 4.05

Fuente: MaizeGDB (2016)
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El gen Shl codifica para la enzima sacarosa sintasa (SuSy), que cataliza la
produccion de sacarosa a partir de NDP-glucosa y D-glucosa en la biosintesis de
almidén. Sh2 y Bt2 codifican para las subunidades grande y pequefia de la enzima
ADP-glucosa pirofosforilasa (AGPasa), Wx1 para la enzima almidén sintasa unida al
granulo (GBSSI), mientras que Ael y Sul codifican para la enzima ramificadora de
almidén IIb y desramificadora tipo isoamilasa, respectivamente. Existe una amplia
diversidad en estos genes dependiendo del genotipo del maiz y como consecuencia
la acumulacion y actividades de las enzimas codificadas también presentan una
amplia variabilidad, lo que se ve reflejado en diferencias en la composicion del
almidén (amilosa/amilopectina) y las propiedades del grano sobre las cuales este
impacta. En este sentido Wilson y col (2004) evaluaron el efecto de mutantes en
cada uno de los genes de sintesis de almidon sobre los contenidos de amilosa y
amilopectina. Los resultados indicaron que las mutantes presentaron una reduccion
dréstica en las concentraciones de almidén, asi como proporciones alteradas de
amilosa/amilopectina.

Un estudio realizado en una mutante cerosa de trigo wx1 mostré una ausencia
completa de acumulacién y actividad de GBSS, viéndose reflejado en ausencia
absoluta de amilosa (Fujita y col 2001).

Aln no se conocen mutantes para la enzima SSI en maiz; sin embargo, Fujita y
col (2006) reportan que en una mutante de arroz para la enzima SSI se observaron
alteraciones en la longitud de cadenas de la amilopectina, presentandose una menor
cantidad de cadenas cortas (GP 8-12) y una mayor cantidad de cadenas con GP 16-
19 comparado con su contraparte normal sin aparente cambio en el contenido de

almidon, lo cual sugiere que otras enzimas SS pueden ser capaces de compensar, al
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menos parcialmente, la reduccién o completa ausencia de SSI. La mutacion de la
enzima SSlla en maiz (mutante su2) muestra una disminucion en las cadenas
intermedias con GP de 12-25 y un incremento en las cadenas cortas de 6-10 de la
amilopectina (Zhang y col 2004). En la mutante dul (SSllIl) en arroz se observa una
disminucién de cadenas largas e incremento en cadenas cortas e intermedias de la
amilopectina, con alteraciones significativas sobre la estructura de la misma (Fujita y
col 2007).

Por otro lado, la mutante de maiz ael (BEIlIb) presenta un fenotipo con un alto
contenido de amilosa (Fisher y col 1996; Kim y col 1998); ademas en estudios
recientes se ha encontrado que esta mutante también provoca una disminucion en la
frecuencia de ramificacion en el almidén (Liu y col 2012). En el caso de la mutante
sul (ISAl) en maiz, la alteracion en la actividad desramificadora se asocio con una
reduccion en el contenido de amilopectina, una mayor proporcién de cadenas cortas,
asi como la acumulacion de fitoglucégeno, un polisacéarido soluble altamente
ramificado (James y col 1995; Dinges y col 2001; Lin y col 2012). Se ha encontrado
gue la mutante de maiz Zpul que codifica para la enzima pululanasa ocasiona una
mayor acumulacién de maltooligosacaridos ramificados y menor acumulacion de
maltooligosacaridos lineales en el endospermo, ademas de un mayor contenido de
fitoglucogeno, sugiriendo una participacion como degradadora en la sintesis del

almidon (Dinges y col 2003).

5 Proteinas asociadas al granulo de almidon
Las proteinas asociadas al granulo de almidon se pueden dividir en dos

categorias en funcion de su grado de asociacion. Un grupo se compone de proteinas
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asociadas a la superficie y el otro comprende proteinas en el interior del granulo. Las
proteinas asociadas a la superficie se pueden separar de los granulos por digestion
con proteasas (con proteinasa K) o por lavado extenso con un amortiguador que
contiene un detergente y un agente reductor, a una temperatura por debajo la
temperatura de gelatinizacion de almidon (Boren y col 2004). Por el contrario, la
extraccion de proteinas en el interior del granulo requiere la gelatinizacion del
almidon en presencia de SDS y un agente reductor (Denyer y col 1993).

Grimaud y col (2008) caracterizaron las proteinas localizadas en el interior del
granulo de almidén en el endospermo de maiz (prote6mica del granulo), ademas de
investigar interacciones funcionales entre las enzimas biosintéticas de almidon. Para
ello utlizaron diferentes mutantes afectadas en cada una de las enzimas
involucradas, entre ellas GBSSI que es responsable de la sintesis de amilosa y
SSlla, SSllIl y SBEIIb responsables de la sintesis de amilopectina. Los autores
encontraron que una mutacion especifica en una de las enzimas como SSlla, SSlll o
SBEIIb presentaba un efecto pleiotrépico sobre la acumulacion de otras enzimas; por
otro lado, una mutacién en GBSSI no representaba ningln cambio sobre las otras
enzimas involucradas en la biosintesis de almiddn, lo que sugiere que la sintesis de

amilosa no interfiere con la sintesis de amilopectina.

6 Propiedades fisicoquimicas del almidén

La estabilidad y propiedades fisicoquimicas del almidon dependen grandemente
de la naturaleza de las regiones cristalinas y amorfas que lo conforman. Debido a
ello, muchas técnicas han sido aplicadas para probar el orden estructural de los

polimeros del almidon. Dentro de las mas utilizadas se encuentran la calorimetria
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diferencial de barrido (DSC), ya que permite establecer diferencias en la estructura
del almidén, cambios en estados fisicos e interacciones de los polimeros del almidon
con otros constituyentes.

Debido a su estructura semicristalina, los granulos de almidon son insolubles en
agua a temperatura ambiente. Cuando estos son colocados en suficiente agua, los
granulos de almiddn tienden a absorber una parte y se hinchan. Cuando se calienta
el almidon, ocurre una pérdida del orden estructural debido al desarreglo molecular
de los polimeros amilosa y amilopectina. Se ha demostrado que el rompimiento del
orden estructural dentro de los granulos de almidén est& caracterizado por ser un
proceso endotérmico llamado transicion de orden-desorden (Cooke y Gidley 1992).
Esta reaccidén endotérmica (gelatinizacion del almidén) corresponde a la disociacidn
de las moléculas de almidon de una estructura de doble hélice (cristalina) en los
granulos de almidén en una conformacion amorfa, incrementando la viscosidad de la
pasta formada y la digestibilidad enzimética (Srichuwong y Jane 2007). Este proceso
de gelatinizacion es medido a partir de DSC; el almidén es calentado a una velocidad
constante conocida y los cambios en la capacidad de calor es medida en funcién de
la temperatura (Wang y col 1998); registrandose la temperatura (Ty) y entalpia de
gelatinizacion (AH).

La gelatinizacion comienza con la absorcion de agua en la regidon amorfa, los
puentes de hidrégeno son mas débiles y menos rigidos en esta region, y no tan
numerosos como en las regiones cristalinas. Cuando la parte amorfa se ha hidratado
completamente, la cristalina inicia un proceso semejante pero requiere mayor
energia (entalpia de gelatinizacién), cuando se alcanza cierta temperatura

(temperatura de gelatinizacion, 65-75°C) el granulo hinchado, se rompe parcialmente
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alterando significativamente su estructura debido a la solubilizacién de la amilosa y
amilopectina. La amilosa comienza a difundirse hacia el agua y la amilopectina
gueda dentro del granulo para posteriormente perder su orden, la amilosa fuera del
granulo forma una malla y produce un gel (Biliaderis 1991). La gelatinizacion y el
hinchamiento del granulo son controlados en parte por la estructura molecular de la
amilopectina (longitud de cadena, patron de ramificaciones, peso molecular), la
composiciéon del almidén (relacion amilosa/amilopectina y contenido de fosforo) y la
arquitectura del granulo (Tester 1997).

La temperatura y entalpia de gelatinizacion son parametros que han sido
relacionados con las caracteristicas del granulo de almidén, asi como el grado de
cristalinidad (Krieger y col 1998). Se ha reportado que una alta temperatura de
gelatinizacion indica un alto grado de cristalinidad, lo cual provee una estabilidad
estructural y hace mas resistente al granulo a la gelatinizacién (Barichello y col

1990).

C MAIZ DE CALIDAD PROTEINICA

Debido a las deficiencias en los aminoéacidos lisina y triptéfano que presenta el
grano de maiz normal y la importancia que posee como base en la alimentacion
humana, se han realizado diversas investigaciones tratando de mejorar su calidad
proteinica. En este sentido, Mertz y col (1964) descubrieron que la mutacion opaco-2
(02) casi duplica el contenido de lisina presente en el maiz normal (1.5-2.0%)
aumentando la calidad proteinica en esta mutante; sin embargo, el endospermo
blando de la mutante se asoci6 con una menor densidad del grano y mayor

susceptibilidad a insectos, agentes patdogenos y dafio mecanico, lo que impidio que la
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mutante 02 fuese agronémicamente aceptable. Por tal motivo, investigadores del
Centro Internacional de Mejoramiento de Maiz y Trigo (CIMMYT) con sede en México
(Villegas y col 1992) y de la Universidad de Natal en Sudafrica (Gevers y Lake 1992),
desarrollaron mediante retrocruzas recurrentes mutantes 02 modificadas conocidas
como Maiz de Calidad Proteinica o QPM por sus siglas en inglés (Quality Protein
Maize), las cuales combinan la alta calidad nutricional de 02 con un endospermo
vitreo y rendimiento normal (Zarkadas y col 2000). Debido a los beneficios
potenciales del maiz QPM en la nutricion humana y animal, es importante investigar
los mecanismos responsables de la mejora en la calidad proteinica y dureza del

grano.

1 Mecanismos propuestos para la modificacién del endospermo en maiz QPM
a Mecanismo relacionado al incremento de gamma zeinas

En maiz QPM la acumulacién de y-zeinas de 27 kDa es de 2 a 4 veces mayor
gue la encontrada en un maiz normal o la mutante 02, mientras que los niveles de a-
zeinas parecen no presentar ningin cambio en QPM comparado con 02 (Wallace y
col 1990). Aunque los mecanismos genéticos y bioquimicos responsables de este
aumento son desconocidos, un mapeo genético de genes modificadores 02 (mo2)
reveld una asociacion estrecha entre la dureza del grano y el contenido de la
proteina de almacenamiento y-zeina de 27 kDa (Lopes y col 1995).

El endospermo del QPM acumula un mayor numero de cuerpos proteinicos ricos
en y-zeinas de 27 kDa, lo que sugiere la formaciéon de una matriz mas rigida, ademas

de que estas proteinas son ricas en cisteina y se orientan en la periferia de los
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cuerpos proteinicos (Lending y Larkins 1989), por lo que se ha hipotetizado que los
enlaces covalentes de las y-zeinas y otras proteinas ricas en cisteina promueven la
formacion de una red proteinica alrededor de los granulos de almidén (Lopes y
Larkins 1991). Como resultado de estos estudios se propuso que un incremento en el
namero de cuerpos proteinicos y su compactacion entre los granulos de almidén es,
al menos parcialmente, responsable de la modificacion del endospermo 02 (Figura
5). Evidencias moleculares sugieren que una mayor estabilidad del mRNA de y-zeina
y/o una mayor velocidad de transcripcion de éste pueden ser responsables de una
mayor expresion de proteina y-zeina de 27 kDa en genotipos 02 modificados
(Geetha y col 1991, Or y col 1993). Wu y col (2010) bloquearon la expresion de y-
zeinas de 27 kDa en la linea de maiz CM105mo2 mediante técnicas moleculares de
RNA de interferencia (RNAI), encontrando que esta proteina juega un papel esencial
en la modificacién del endospermo en QPM, es decir que el RNAI causo la reversion
del QPM a opaco-2.

Hallazgos similares fueron reportados por Yuan y col (2014) quienes utilizaron
mutagenesis por radiacién-y para identificar genes relacionados con la modificacién
de la mutante 02, encontrando que la linea K0326Y comparada con WG64A+
mostraba una disminucion generalizada de las a-zeinas y un incremento de las y-
zeinas, principalmente la de 27 kDa y 50 kDa; los autores propusieron que las y-
zeinas de 27 kDa juegan un papel importante en la formacion de cuerpos proteinicos
y que la y-zeina de 50 kDa a pesar de estar en menor proporcion pudiera estar

también implicada en la modificacion del endospermo.
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QPM (Opaco 2
modificado)

Tipo silvestre Opaco 2

Figura 5. Comparacion de endospermos de diferentes genotipos de maiz. Los
circulos grandes blancos representan los granulos de almidon, mientras que los
circulos mas pequefios grises los cuerpos proteinicos. Comparado con el genotipo
silvestre y opaco 2, el maiz QPM presenta un endospermo con un mayor nimero de
cuerpos proteinicos mas pequefios debido a un incremento de la proteina y-zeina de

27 kDa. Adaptada de Yuan y col (2014).
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b Relacion entre la estructura del granulo de almidon y la modificacién del
endospermo en QPM

Para identificar otros factores involucrados en la formacion del fenotipo vitreo,
Gibbon y col (2003) realizaron un analisis de protedmica del endospermo de las
lineas de maiz casi isogénicas CM105+, CM10502 y CM105mo2, con la finalidad de
investigar proteinas del tipo no-zeinas que pudieran contribuir a la modificacion del
endospermo en maiz QPM. Uno de los cambios mas importantes encontrados en
CM105mo2 fue el aumento en el contenido de la enzima almidon sintasa unida al
granulo. El analisis de la estructura del almidén en CM105mo2 reveld la presencia de
ramificaciones méas cortas en la amilopectina con respecto al almidéon normal y 02.
Como consecuencia de estas diferencias, el almidén de QPM presenta una mayor
expansion y los granulos en el endospermo se asocian unos con otros. Un modelo
derivado del estudio anterior sugiere que moléculas de amilopectina amorfa
presentes en la superficie de los granulos de almidon del endospermo QPM, pueden
interaccionar y formar contactos que unen los granulos entre si. Estos contactos
proveen un mecanismo que complementa lo mencionado anteriormente, donde se
propone que cuerpos proteinicos ricos en y- zeina (27 kDa) llenan los espacios entre
los granulos de almidén creando el fenotipo vitreo (Dannenhoffer y col 1995;
Chandrashekar y Mazhar 1999). El endospermo de los granos se caracteriza por
tener una mezcla compleja de cuerpos proteinicos y granulos de almidoén, y la
estructura fisica del mismo depende del tipo de interacciones que se dan entre estos
componentes. Las proteinas de almacenamiento también juegan un papel muy
importante en la estructura fisica del grano maduro. En los granos vitreos, el

empaquetamiento es mas organizado, y los espacios intergranulares son
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perfectamente llenados (Gibbon y col 2003; Gibbon y Larkins 2005). Normalmente,
las proteinas de almacenamiento son las responsables de la asociacion entre los
granulos de almidén y la matriz proteinica del endospermo, influenciando la dureza
del grano. Pereira y col (2008) realizaron una caracterizacién bioquimica y estructural
de los granulos de almidon y cuerpos proteinicos en cultivares de maiz de
endospermo vitreo y blando, asi como de baja y alta calidad proteinica, ellos
observaron que los granos de maiz de endospermo vitreo presentaron un mayor
namero de cuerpos proteinicos los cuales, sugieren ellos estos favorecen a tener
granulos de almidén mayor asociados y organizados. Todos estos resultados
sugieren que la mayor resistencia fisica de los granos de maiz esté influenciada por
el alto porcentaje de proteina total, alta sintesis de y-zeina de 27 kDa, presencia de
cuerpos proteinicos y una perfecta organizacion de los granulos de almidén en el

endospermo, independientemente de su tamafo.

2 Andlisis genéticos, bioquimicos y moleculares relacionados con la
modificaciéon del endospermo en maiz QPM.

Investigaciones recientes acerca de la modificacion del endospermo en QPM han
creado una oportunidad para entender de mejor manera esta caracteristica. Sin
embargo, hace falta mayor informacion acerca de cuales son los genes especificos,
su localizacion en los cromosomas, asi como el mecanismo de accion que genera
este fenotipo. Una de las herramientas utilizadas para este fin es la identificacion de
loci genéticos asociados al fenotipo vitreo del endospermo que presenta QPM. Se
han identificado marcadores moleculares ligados a loci asociados a la modificacion

de la dureza del grano (Gutierrez-Rojas y col 2010). Holding y col (2008) en una
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progenie F2 identificaron 7 loci asociados a genes mo2 los cuales explican el 75 %
de la variacion fenotipica; dos de estos loci fueron localizados en los cromosomas 7 y
9 y tienen el mayor efecto en la dureza del endospermo (~40 % de la variacién).
Holding y col (2011) crearon una poblacion de lineas recombinantes puras derivada
de la cruza entre K0326Y QPM y W64A02 (02), las cuales fueron caracterizadas para
tres caracteres relacionados con la dureza del endospermo: vitrosidad, densidad y
dureza. El mapeo genético en estas lineas confirmé los loci previamente identificados
asociados con la modificacion del endospermo en KO326Y QPM.

Salazar-Salas y col (2014) evaluaron el efecto de estos loci genéticos sobre las
propiedades fisicoquimicas del almidon y acumulacion de proteinas en el
endospermo maduro de dos grupos de RILs contrastantes en vitrosidad que fueron
derivadas de la cruza de K0326Y QPM y W64A02. Los autores observaron que en
general las lineas vitreas presentaban mayores contenidos de la proteina y-zeina de
27-kDa, asi como un almidén con mayor contenido de amilosa asociado con una
mayor acumulacién de la enzima almidén sintasa unida al granulo (GBSS) que
sintetiza este polimero, menor entalpia de gelatinizacion y porcentaje de cristalinidad,
lo cual se relacion6 con una mayor compresibilidad de los granulos que presentaron
formas poligonales y una mayor compactacion (Figura 6). Estos resultados apoyan la
idea de que alteraciones en la estructura/interaccion de cuerpos proteinicos y
granulos de almidon juegan un papel importante en la modificacion del endospermo
en QPM; la mayor acumulacion de y-zeina de 27-kDa podria estar facilitando la
formacion de mas cuerpos proteinicos, aunado a modificaciones en la composicion y
estructura de los granulos que facilitan una mayor compactacion como consecuencia

de cambios en la acumulacién de enzimas involucradas en la biosintesis del almidon.
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Figura 6. Microscopia electrénica de barrido en granulos de almidon aislados de
endospermos maduros de muestras contrastantes en vitrosidad. (A-B) Granulos de
almidon de las lineas parentales K0326Y QPM y W64A02. (C-D) Granulos de
almidén de las lineas Q208 (vitreo) y 039 (opaco). Tomada de Salazar-Salas y col

(2014).
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Recientemente, Soto-Lopez (2015) evalu6é a nivel transcripcional la expresion de
genes de sintesis de almidon (Wx1, Ael, Bt2, Sh2, Sul y Zpul) en endospermo en
desarrollo (20 dias después de la polinizacion) de las lineas de maiz K0326Y QPM y
W64A02, asi como una seleccién de lineas recombinantes puras derivadas de su
cruza; en general encontré cambios significativos en los niveles de transcritos de los
genes estudiados, destacando una mayor expresion en endospermos opaco del gen
Waxy-1, el cual codifica para la enzima almidén sintasa unida al granulo (GBSSI),
responsable de la sintesis de amilosa, lo cual correspondié con el hecho de que
estas muestras presentaron los mayores contenidos de amilosa en endospermo en
desarrollo y a su vez una mayor acumulacion de dicha enzima. Los estudios
reportados sugieren que la modificacion del endospermo en QPM esta asociada con
cambios significativos en la expresion de genes de sintesis almidén a nivel
transcripcional y proteina, los cuales se ven reflejados en cambios en la acumulacion
y probablemente en la actividad de enzimas involucradas en la sintesis del almidén,
resultando en variaciones en la composicion del almidon durante el desarrollo que
repercuten en las propiedades fisicoquimicas y estructurales del mismo. Sin
embargo, se requiere la realizacion de estudios de actividad enzimética para

establecer dichas asociaciones.

D ACTIVIDAD DE ENZIMAS DE BIOSINTESIS DE ALMIDON EN CEREALES

Se han realizado diversos estudios en cereales enfocados en evaluar la actividad
de enzima involucradas en la biosintesis de almidon, esto debido a la gran
importancia que tiene el almidon como fuente de alimento, buscando con ello

obtener un mayor conocimiento molecular para producir cereales que puedan aportar
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un mayor rendimiento de este polisacarido o bien almidon con diferentes
aplicaciones.

Doehlert y Knutson (1991) analizaron la actividad de las enzimas
desramificadoras de almidén isoamilasa (I y Il) y pululanasa en lineas hibridas del
maiz OH43. Los resultados obtenidos por estos investigadores muestran que la
actividad de la pululanasa fue mayor para la hidrélisis de sustratos como el pululano
y B-dextrina limite y en menor proporcion para la amilopectina y el fitoglucégeno,
reportando que la velocidad de hidrdlisis de B-dextrina limites fue 5 veces mayor
respecto a la de amilopectina. Por el contrario, la actividad de la isoamilasa Il fue
superior en la degradacion de amilopectina y fitoglucégeno, obteniendo una
velocidad de degradacién de amilopectina 15 veces mayor que la pululanasa y
demostrando que esta enzima no degrada pululano. La actividad de estas enzimas
repercutié en un incremento en el indice de tincion de almidén con yodo, lo que
sugiere que juegan un papel muy importante en la degradacion del almidén, teniendo
gue la pululanasa podria encargarse de las ramificaciones a (1-6) mas expuestas y la
isoamilasa de las menos expuestas.

Respecto a la enzima ramificadora de almidon, Nishi y col (2001) realizaron un
estudio en arroz donde observaron el efecto de la mutacién del gen amilosa-extender
(ae) sobre la biosintesis de los componentes del almidén. Se encontr6 que las lineas
mutantes presentaron una disminucion de la actividad de la enzima ramificadora de
almidon Ilb (BEIIb) con respecto a las lineas de arroz normales. También observaron
una disminucién en la actividad de la enzima almidon sintasa | (SSI), lo cual sugieren
se debe a un efecto pleidtropico causado por la mutacion; la disminucién de la

actividad de estas enzimas en lineas mutantes se relaciond con una disminucion del
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contenido de amilopectina, asi como en el grado de polimerizacion de las cadenas
ramificadas de amilopectina, concluyendo que la mutacion ae tiene un gran efecto
sobre la actividad enzimética de BEIllb y que dicho efecto puede ser usado para
modificar las propiedades fisicoquimicas y reolégicas del almidén, de tal forma que
dicha informacién puede ser aplicada en la produccion de arroz con caracteristicas
especificas para su uso en la preparacion de alimentos.

Zhang y col (2008) evaluaron la actividad de las enzimas claves implicadas en la
biosintesis y acumulacion de almidon durante el llenado del grano en lineas hibridas
de maiz con contenido alto (415084-2 y 314068-4) y bajo (314168-2 y 315062-1) de
almiddn; las lineas de alto contenido de almidén presentaron una mayor acumulacion
de almidén, amilosa y amilopectina, ademas de que las tasas de acumulacién de
almidén y sus componentes en todas las lineas fue mayor a los 25 y 32 dias
después de la polinizacion (DDP). Dichos resultados concuerdan con una mayor
actividad de las enzimas ADP-glucosa pirofosforilasa (AGPasa), almidon sintasa
soluble (SSS) y almidon sintasa unida al granulo (GBSS) a los 24 y 32 DDP en todas
las lineas, mientras que la enzima ramificadora (Q) present6 una mayor actividad a
los 23 DDP en lineas de alto contenido de almidén, no asi en las de bajo contenido
de almidon donde se observaron dos periodos de mayor actividad de esta enzima
(15-20 y 30-35 DDP). También se observo una mayor actividad de la enzima GBSS
en las lineas con mayor contenido de amilosa, mientras que las lineas que
presentaron mayor acumulacion de amilopectina tuvieron una actividad superior de
SSS y enzima-Q. Ademas, se encontro que las enzimas GBSS, SSS y AGPasa
presentaron una correlaciéon positiva significativa con el contenido de almidon,

amilosa y amilopectina en todas las lineas, sugiriendo una accién coordinada de
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estas enzimas en la sintesis de almidén operando como complejos multiproteinicos
con actividad funcional. Resultados similares también fueron observados por Bing y
col (2008), quienes analizaron los efectos de la actividad de enzimas de sintesis de
almidon sobre el desarrollo del endospermo en granos de arroz; los autores reportan
una correlacion significativa entre las tasas de maxima actividad de AGPasa, SSS y
SBE con el contenido de almidén, amilosa y amilopectina, ademas de que
observaron una correlacion significativa entre las tasas maximas de actividad de las
enzimas pululanasa e isoamilasa con el contenido de amilopectina, confirmando el
papel importante de estas enzimas en la biosintesis de almidon.

En el mismo sentido, Wang y col (2011) evaluaron la actividad de enzimas de
sintesis de almidon en dos lineas de trigo de alto (E28) y bajo (Annong9912)
contenido de almiddn, encontrando que ambas lineas mostraban una correlacién en
las actividades enzimaticas de SSS, GBSS y SBE con la tasa de sintesis de almidén
en el periodo de llenado del grano, reportando que las lineas de alto contenido de
almidén presentaban una mayor actividad enzimatica. Los autores concluyeron que
la actividad de la GBSS tiene un efecto importante en la biosintesis de amilosa,
especialmente en el periodo de retraso; ademas encontraron que las actividades de
SSS y SBE se asocian con la biosintesis de amilopectina, contribuyendo de esta
manera al desarrollo del endospermo.

Ahmed y col (2015) analizaron el efecto de las altas temperaturas en el
desarrollo del grano de arroz variedad basmati (extra largo comercial), encontrando
cambios  significativos en la composicion del granulo de almidon

(amilosa/amilopectina), los cuales atribuyeron a una disminucién de la actividad de la
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enzima GBSS, sugiriendo que es la Unica enzima responsable de la sintesis de
amilosa.

Recientemente, Wu y col (2015) analizaron la actividad de la enzima
desramificadora pululanasa y almidon sintasa soluble isoforma 1l (SSS 1ll) en lineas
en desarrollo (18 DDP) de maiz QPM contrastantes en vitrosidad, encontrando una
mayor abundancia y actividad de SSS Il en la linea parental vitrea KO326Y QPM
respecto a la linea parental opaca W64A02. De manera similar, encontraron una
mayor actividad de pululanasa en la linea parental vitrea KO32Y6 QPM que en la
opaca W64A02. Estos investigadores ademas reportaron una correlacion positiva
entre la actividad de la pululanasa vy la vitrosidad, proponiendo que la pululanasa y
SSS 1l son dos factores muy importantes en la modificacion del endospermo en maiz
QPM.

Los estudios realizados de actividad enzimética indican que las enzimas de
sintesis de almiddn juegan un papel muy importante en la formacion del endospermo
en los granos de los cereales, entre ellos el maiz, lo que nos sugiere a su vez que
estas enzimas podrian estar jugando un papel muy importante en la modificacién del
endospermo en maiz QPM; Sin embargo, existen muy pocos estudios de este tipo
en maiz QPM, por lo que resulta de interés analizar la acumulacion y actividad de las
enzimas que participan en la sintesis de almidon y su relacion con las caracteristicas
de vitrosidad y las propiedades fisicoquimicas del almidén, de tal manera que nos
permita un mejor entendimiento de las bases moleculares de la conversion del

endospermo blando en vitreo en este cereal.
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IV JUSTIFICACION

Las investigaciones en lineas recombinantes puras derivadas de la cruza entre
K0326Y QPM y W64A02 han permitido identificar loci genéticos asociados con la
modificacion del endospermo en maiz de calidad proteinica asi como la variacién que
presentan estos materiales en la expresion de genes de biosintesis de almidon. Sin
embargo, existe poca informacion acerca de la acumulaciéon y actividad de las
enzimas que participan en la sintesis de almidon en lineas de QPM estudiadas y su
relacion con caracteristicas fisicoquimicas del granulo durante el desarrollo del
endospermo, lo cual permitiria entender y explicar de mejor manera las bases
moleculares de la modificacion del endospermo en el maiz QPM, facilitando con ello
el desarrollo mas répido y eficiente de materiales de este tipo con buenas
caracteristicas agronémicas y que reunan las recomendaciones de aminoacidos para

la nutricibn humana y animal.
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V OBJETIVOS
A OBJETIVO GENERAL
Analizar la acumulacién y actividad de enzimas de sintesis de almidén y su

relacion con la modificacion del endospermo en maiz QPM.

B OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar la composicion y propiedades térmicas de granulos de almidén en
endospermo en desarrollo de las lineas parentales (K0326Y QPM y W64A02) y
una seleccion de lineas recombinantes puras (RIL) QPM contrastantes en
vitrosidad.

2. Analizar la acumulacion de proteinas asociadas al granulo de almidon en el
endospermo en desarrollo de las lineas parentales y una seleccion de lineas
recombinantes puras (RIL) QPM contrastantes en vitrosidad.

3. Analizar la actividad de enzimas de sintesis de almidon (ADP glucosa
pirofosforilasa, almidén sintasas, enzimas ramificadoras y desramificadoras) en

el endospermo en desarrollo de las lineas parentales contrastantes en vitrosidad.
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VI MATERIALES Y METODOS

A MATERIALES

Se utilizaron las lineas de maiz K0326Y QPM (endospermo vitreo) y W64A02
(endospermo blando), asi como lineas recombinantes puras (RIL) derivadas de su
cruza (Holding y col 2011); tres RIL vitreas, homocigotas para el alelo de K0326Y
QPM y tres RILs opaco, homocigotas para el alelo de W64A02. Estas lineas fueron
propagadas en el campo experimental de la Facultad de Agronomia. Se realiz6 una
polinizacién controlada y se cosecharon granos en desarrollo a los 20 y 30 dias
después de la polinizacion (DDP). Los granos en desarrollo cosechados se
congelaron en nitrégeno liquido y se almacenaron a -70 °C hasta su uso. Algunos de
los granos fueron liofilizados para obtener harinas las cuales fueron posteriormente

utilizadas en los analisis fisicoquimicos.

B METODOS
1 Determinacion de almidon total

El contenido de almidon total se determind utilizando un kit de analisis de
almidon total (K-TSTA, Megazyme, Irlanda). A 100 mg de harina de endospermo se
le agregd 5 mL de etanol al 80 % y se incub6 durante 5 min a 80-85 °C.
Posteriormente se lavo la pastilla dos veces con etanol al 80 % para eliminar
maltodextrinas. Se agregaron 3 mL de a-amilasa y se incub6 6 min en agua hirviendo
con agitacion cada 2 min, se dejo enfriar y se le agregd 0.1 mL de amiloglucosidasa,
se incubo 30 min a 50 °C y posteriormente se aforé a 100 mL con agua destilada. Se
tomo6 una alicuota de 10 mL y se centrifugd a 1,600 g por 10 min; del sobrenadante

se tomaron 100 pL de muestra por duplicado y se agregaron 3 mL de glucosa
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oxidasa peroxidasa (GOP) para una posterior incubacién durante 20 min a 50 °C.
Para la obtencion del blanco se tomaron 100 pL de agua desionizada y por ultimo se
agregaron 3 mL de GOP; el mismo procedimiento se realizo para la obtencién del
estandar de glucosa. Transcurrido el tiempo de incubacién se midio la absorbancia
de las muestras a 510 nm. El porcentaje de almidén se obtuvo con la siguiente
formula:
%AImidén = AA X F/IP x VF x 0.9

AA = absorbancia de la muestra menos el blanco
F = 100 pg de D-glucosa/ abs para 100 pug de D-glucosa

(factor de conversion de absorbencia a glucosa)
P = Peso de la muestra (mg)
VF = Volumen final del extracto (mL)

0.9 = ajuste de masa molecular de D-glucosa a glucosa anhidra en almidén (162/180)

2 Determinacion de amilosa
a Pretratamiento del almidon

La determinacion de amilosa se realiz6 con un kit de amilosa (K-AMYL 04/06
Megazyme, Irlanda). A 25 mg de harina se le agregé 1 mL de DMSO, se mezclaron
en un vortex a baja velocidad y se calentaron a 100 °C en un bafio maria
aproximadamente 1 min. El tubo se mezclé vigorosamente y se volvié a colocar en
bafio maria por 15 min con agitacién intermitente. Una vez retirado el tubo se dej6 en
reposo por 5 min y se le agregaron 2 mL de etanol al 95 % con agitacion continua en

un vértex. Se afiadieron otros 4 mL de etanol y se mezcl6 por inversion formando un
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precipitado y dejando reposar por al menos 15 min. Las muestras se centrifugaron a
una velocidad de 2, 000 g por 5 min y el precipitado se escurrié por 10 min para
asegurarse de que todo el etanol se eliminara. Posteriormente al precipitado se le
afadieron 2 mL de DMSO y se colocd en bafio maria por 15 min con mezclado
intermitente. Al retirar el precipitado, inmediatamente se le afiadié 4 mL de solvente
con Concanavalina A (Con A), se mezcl6 vigorosamente y se transfirié el contenido a
un matraz volumétrico (25 mL), realizando varios lavados con el solvente de Con A

hasta aforar (solucion A).

b Precipitacion de amilopectinay determinacion de amilosa

Se tomd 1 mL de la solucion A y se coloco en un tubo de 2 mL, se afiadié 0.5 mL
de la solucion de Con A y se mezcl6 por inversion evitando formar espuma. El tubo
se dejo reposar por 1 h y posteriormente se centrifugd a 14,000 g por 10 min a
temperatura ambiente. Se transfiri6 1 mL del sobrenadante a un tubo de 15 mL y se
afadieron 3 mL de amortiguador de acetato de sodio 100 mM, se mezclé y se
calento por 5 min en bafio maria en ebullicion. Posteriormente el tubo se colocé en
bafio maria a 40 °C por 5 min. Se le agreg6 0.1 mL de las enzimas
amiloglucosidasa/a-amilasa, se mezcl6 e incub6 por 30 min a 40 °C y se centrifugd
por 5 min a 2,000 g. A una alicuota de 1 mL del sobrenadante se le agregaron 4 mL
del reactivo GOPOD (glucosa oxidasa/peroxidasa) y se incubd por 20 min a 40 °C,
incluyendo un blanco y el estandar de Glucosa (D-Glucosa). Se medio la absorbancia

de las muestras y del estandar a 510 nm.
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¢ Determinacion de almidén total

Se mezclaron 0.5 mL de la soluciéon A con 4 mL del amortiguador de acetato 100
mM, pH 4.5. Se agregaron 0.1 mL de la solucién enzimatica amiloglucosidasa/a-
amilasa y se incubd la mezcla a 40 °C por 10 min. Se tomé una alicuota de 1 mL y se
mezclé con 4 mL del reactivo GOPOD. Se incubé a 40°C por 20 min, lo mismo se
realizo para las muestras y el estandar.

La determinacion de amilosa se realizé6 mediante la siguiente férmula:

Abs (sobrenandante Con A)
Abs (alicuota de almidon total) *

g Amilosa = 66.8

66.8= Factor de dilucién de la relacion del solvente de Con A 'y almidon total

3 Aislamiento de granulos de almidon

Los granulos de almidon se aislaron de granos de maiz en desarrollo segun lo
reportado por Grimaud y col (2008) con algunas modificaciones. Los granos se
remojaron en una solucion de metabisulfito de sodio 0.3 % (p/v) y acido lactico al 85
% (v/iv) pH 3.8, por 48 h a 50 °C. El germen y el pedicelo fueron retirados de manera
manual y los endospermos fueron homogenizados con un amortiguador de
extraccion de almidon [Tris-HCI 50 mM pH 7, glicerol 10 % (v/v), EDTA 10 mM, DTT
1.25 mM] a 4 °C, macerados en un mortero con la ayuda de un pistilo, pasados a
través de un filtro de 100 um y centrifugados a 13,000 g por 15 min. El almidén
obtenido se lavé dos veces con amortiguador de extraccion, etanol al 95 % y acetona

fria, y posteriormente se dej6é secar a temperatura ambiente durante 12 h.
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4 Propiedades térmicas del almidon

Las propiedades térmicas del almidén se determinaron utilizando un calorimetro
diferencial de barrido modelo DSC-2920 (TA Instruments, New Castle, DE, EUA). El
equipo se calibré6 con indio y se utilizd una charola de aluminio vacia como
referencia. Se pesaron 2.2 mg de muestra en una charola de aluminio y se
adicionaron 7 uL de agua desionizada, se dej6 en reposo durante 1 h y
posteriormente la charola se sell6 herméticamente. La muestra de almidén se
sometié a calentamiento en un intervalo de temperatura de 30 a 120 °C con una
velocidad de calentamiento de 10 °C/min. Las muestras gelatinizadas se
almacenaron a 4 °C por 7 dias para someterse nuevamente a calentamiento bajo las
mismas condiciones.

La temperatura pico de gelatinizacion (Tp), la entalpia de gelatinizacion (AHg) y la
entalpia de retrogradacién (AH;) se obtuvieron del analisis realizado con el programa
TA Universal Analysis 2000 incluido con el equipo (TA Instruments, New Castle, DE,
EUA). Los datos representaron el promedio de tres réplicas.

El porcentaje de retrogradacién se calcul6 con la siguiente formula:

- ﬂ'I_Il'
% Retrogradacion = HX 100

g

5 Andlisis de la acumulacion de proteinas asociadas al granulo de almidén
a Extraccién de proteinas asociadas al granulo

Para la extraccion de las proteinas asociadas al granulo (PAG) segun lo
reportado por Grimaud y col (2008) con algunas modificaciones, el almidén (150 mg)

se lavo con agua fria, amortiguador de gelatinizacién [Tris-HCI 62.5 mM pH 6.8, SDS
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2 % (p/v), 2-mercaptoetanol 5 % (v/v)] y etanol 95 % (v/v) para remover proteinas
superficiales; las muestras de almidén fueron incubadas con amortiguador de
gelatinizacion por 15 min en un bafio maria en ebullicion para la liberacion de las
PAG. Inmediatamente después la pasta formada fue congelada por 1 h a -20 °C,
descongelada por 20 min a 40 °C en un bafio maria y centrifugada a 13,000 g por 30
min a 4 °C. Se recuper6 el sobrenadante y se mezclé con un volumen igual de acido
tricloroacético (TCA) al 30 % en acetona para la precipitacion de las proteinas por al
menos 2 h a -20 °C. Después de centrifugar durante 15 min a 4 °C y 13,000 g, la
pastilla obtenida de PAG se lavo dos veces con acetona fria y se dejé secar durante
toda la noche a temperatura ambiente. Las proteinas se resuspendieron en un
amortiguador de tiourea [Urea 7 M, Tiourea 2 M, CHAPS 4 % (p/v), DTT 20 mM,

Triton-X100 0.2 % (v/v)].

b Separacion de proteinas por electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS
(SDS-PAGE)

La separacion de proteinas se realizdé de acuerdo con la metodologia descrita por
Laemmli (1970). Se utiliz6 una unidad electroforética vertical MP3 (Bio-Rad,
Hércules, CA, EUA) y una fuente de poder EC600-90 (Thermo EC, Waltham, MA,
EUA). Extractos de proteinas equivalente a 8 y 21 mg de almidon se mezclaron con
un amortiguador de carga [Tris-HCI 62.5 mM, pH 6.8, SDS 2 % (p/v), glicerol 25 %
(v/v), 2-mercaptoetanol 5 % (v/v), azul de bromofenol 0.01 %] y después se aplicaron
en los pozos de geles de poliacrilamida al 10 % (p/v) para su separacion a voltaje
constante (100 V) por aproximadamente 2 h. Las proteinas se visualizaron por tincion

con una solucién de azul brillante de Coomassie R-250 0.25 % (p/v) (Sigma, St
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Louis, MO, USA) en metanol 40 % (v/v) y acido acético 10 % (v/v). Las imagenes de
los geles se adquirieron con un sistema de fotodocumentacion XRS (Bio-Rad,
Hércules, CA, EUA). El contenido relativo de las diferentes proteinas asociadas al
granulo se estimd por triplicado mediante un analisis densitométrico utilizando el

programa Quantity One (BioRad, Hércules, CA, EUA).

6 Analisis de la actividad de enzimas de biosintesis de almidon
a ADP-glucosa pirofosforilasa (AGPasa)

Se us6 la metodologia reportada por Nishi y col (2001) con algunas
modificaciones. Se tomaron granos en desarrollo a los cuales se les retird el germen
y pericarpio. Los endospermos fueron pesados y macerados en un mortero a
temperatura de 0 a 4 °C empleando 5 yL de amortiguador de extraccion frio [HEPES-
NaOH 50 mM (pH 7.2), MgCl, 2 mM, 2-mercaptoetanol 50 mM, glicerol 12.5 % (v/v)]
por mg de endospermo. El macerado se centrifugd a 15,000 g por 15 mina 2 °Cy el
sobrenadante resultante se recolecté y se consideré como el extracto enzimatico.
Posteriormente se tomaron 0.5 mL del extracto enzimético y se diluyé con 2.5 mL de
amortiguador de extraccion; esta dilucion se usé para la determinacion de la
actividad de la enzima AGPasa.

La determinacion de la actividad se llevé a cabo con una primer incubacion a 30
°C por 20 min mezclando 150 pyL de solucion de reaccion (HEPES-NaOH 100 mM
(pH 7.4), 3-fosfoglicerato 3 mM, ADP-Glucosa 1.2 mM, pirofosfato de sodio 3 mM,
MgCl, 5 mM, DTT 4 mM) y 100 pL de la dilucion del extracto enzimatico. La mezcla
de reaccion fue detenida por inactivacion de las enzimas colocando la mezcla en

agua en ebullicion por 2 min. Después se le adicionaron 350 uL de agua destilada y
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se centrifugd a 15,000 g por 10 min a 2 °C. Se tomaron 500 uL del sobrenadante, se
mezclaron con 0.15 mg de NADP®, 0.4 U de fosfoglucomutasa (Sigma, P3397) y 0.5
U de Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (Tipo XV, Sigma G6378), seguido de
incubacion a 30 °C por 30 min. La actividad enzimatica se registr6 como el aumento
en absorbancia a 340 nm.

La actividad de AGPasa se expres6O en unidades internacionales (Ul)
correspondientes a los ymoles de NADPH producido por unidad de tiempo (min).
Para el analisis se utilizé un control negativo, el cual consistié de 100 pL del extracto
enzimatico diluido desnaturalizado en agua hirviendo por 2 min. Se utilizé un blanco
donde los 100 yL del extracto enzimético diluido fueron reemplazados por 100 yL de

amortiguador de extraccion.

b Almidon sintasas

Previo a evaluar la actividad de las enzimas almidon sintasa unida al granulo
(GBSSI) y almidon sintasa soluble (SSS) se realiz6 una extraccion a partir de los
endospermos de maiz en desarrollo siguiendo lo descrito por Umemota y Terashima
(2002) y Lee y col (2014) con algunas modificaciones. Una muestra de 0.5 g de
endospermo de maiz fueron macerados manualmente con 2 mL de amortiguador de
extraccion en frio [Tris 100 mM, pH 7.2, EDTA 2 mM, DTT 2 mM, etilenglicol 10 %
(v/v)]; el macerado fue recolectado en tubos de 15 mL, se lavé el mortero con 1 mL
de amortiguador y se mezclé en el mismo tubo. EI homogenizado fue centrifugado a
15,500 g por 30 min a 2 °C, se tomo el sobrenadante y se filtré6 (membrana 0.45 um,
Whatman); el filtrado se us6 para el ensayo de SSSI. El sedimento se lavo tres veces

con 3 mL de amortiguador de extraccion a 15,500 g /10 min a 2 °C. La pastilla
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obtenida se suspendié en 3 mL de amortiguador de extraccion y se utilizé para la

determinacién de la actividad de GBSSI.

1) Determinacion de la actividad enzimatica de SSS

Para medir la actividad se siguié la metodologia reportada por Nishi y col (2001)
y Lee y col (2014) con ligeras modificaciones. Se tomaron 0.15 mL del extracto
enzimatico SSS y se mezclé con 0.15 mL de soluciéon A (Citrato-Na 0.5 M, pH 7.5,
bicina-NaOH 50 mM pH 7.5, ADP-glucosa 1.7 mM, 0.7 mg de glucégeno de ostra
Tipo Il, DTT 16.7 mM) y se incub6 a 30 °C durante 20 min. La reaccion enzimética se
detuvo colocandola en un bafio con agua en ebullicion durante 30-40 s,
posteriormente se incubo en hielo durante 10 min. A esta mezcla se le agregd 0.1 mL
de solucion B (HEPES-NaOH 50 mM pH 7.4, fosfocreatina 10 mM, KCI 200 mM,
MgCl, 10 mM, 5 U de creatina fosfoquinasa (Tipo I, Sigma C3755) y se incubd a 30
“C durante 30 min. En esta reaccion el ADP producido por la SSS fue convertido en
ATP y la solucion resultante fue calentada en un bafio con agua hirviendo durante
30-40 s, se incubd en hielo durante 10 min y a continuacion se centrifugd a 17,000 g
durante 25 min a 2 °C. El sobrenadante (0.3 mL) se mezcl6 con 0.3 mL de solucién C
(HEPES-NaOH 125 mM pH 7.4, glucosa 10 mM, MgCl, 20 mM, NADP™ 0.67 mM). La
actividad de SSS se midi6 como el aumento de la absorbancia a 340 nm después de
la adicion de 1.54 U de hexoquinasa (Sacharomyces cerevisiae, Sigma H6380) y
0.525 U de glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (Tipo XV, Sigma G6378) a 25 °C
durante 30 min.

Las determinaciones se realizaron por triplicado y la actividad de la SSS fue

expresada en unidades internacionales (Ul) pmoles de NADPH producido por unidad
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de tiempo (min). Para el andlisis se utilizé un control negativo el cual se utilizaron
0.15 mL del extracto enzimatico desnaturalizado en agua hirviendo por 40 s e
incubado en hielo por 10 min. Se utiliz6 como blanco una mezcla conteniendo 0.15

mL de amortiguador de extraccion en lugar de los 0.15 mL del extracto enzimatico.

2) Determinacion de la actividad enzimatica de GBSSI

Se empled la metodologia descrita por Nakamura y col (1989) y Lee y col (2014)
con ligeras modificaciones. Se mezclaron 0.15 mL del extracto enzimético de GBSSI
con 0.15 mL de solucion A (HEPES-NaOH 50 mM pH 7.4, ADP glucosa 1.6 mM, 0.7
mg de amilopectina, DTT 15 mM) y se incub6 a 30 °C durante 1 h. La reaccion fue
detenida colocando la mezcla en un bafio con agua hirviendo durante 30-40 s y luego
se incubd en hielo durante 10 min. Después, a la mezcla se le afiadié 0.1 mL de
solucién B (HEPES-NaOH 50 mM pH 7.4, fosfocreatina 10 mM, KCI 200 mM, MgCl,
10 mM, 5 U de creatina fosfoquinasa (Tipo I)) y se incubé a 30 °C durante 30 min. El
ADP producido por la reaccion de la GBSSI fue convertido en ATP y la solucién
resultante se calenté en un bafio con agua hirviendo durante 30-40 s, seguido de
incubaciéon en hielo durante 10 min y después se centrifugoé a 17,000 g durante 25
min a 2 °C. El sobrenadante (0.3 mL) se mezclé con 0.3 mL de solucién C (HEPES-
NaOH 50 mM pH 7.4, glucosa 10 mM, MgCl, 20 mM, NADP* 2 mM). La actividad de
GBSSI se midié como el aumento en la absorbancia a 340 nm después de la adicion
de 1.4 U de hexoquinasa (Sacharomyces cerevisiae, Sigma H6380) y 0.35 U de
glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (Tipo XV, Sigma G6378) a 25 'C durante 30 min.

Las determinaciones se realizaron por triplicado y la actividad de la GBSSI fue

expresada en unidades internacionales (Ul), umoles de NADPH producido por

54



minuto. Para el andlisis se utilizé un control negativo en el cual se utilizaron 0.15 mL
del extracto enzimético desnaturalizado en agua hirviendo por 40 s e incubado en
hielo por 10 min. Se utiliz6 como blanco una mezcla conteniendo 0.15 mL de

amortiguador de extraccion en lugar de los 0.15 mL del extracto enzimatico.

¢ Enzima ramificadora de almidon

Se sigui6 la metodologia reportada por Yamanouchi y Nakamura (1992) y Lee y
col (2014) con algunas modificaciones. Se pesaron endospermos de maiz en
desarrollo y se maceraron con 5 pyL amortiguador de extraccion en frio [HEPES-
NaOH 50 mM pH 7.4, MgCl, 4 mM, 2-mercaptoetanol 50 mM, glicerol 12.5 %(v/v)]
por cada mg de endospermo. El macerado se centrifugd a 17,000 g por 25 min a 2
°C y el sobrenadante se filtr6 (0.45 ym, Whatman). Los filtrados se tomaron como el
extracto enziméatico para evaluar la actividad.

La actividad enzimatica se determind a partir de monitorear la estimulaciéon de la
sintesis de a-glucano a partir de glucosa-1-fosfato por una fosforilasa de masculo de
conejo (Hawker y col 1974). Una alicuota de 100 uL del filtrado se mezcl6 con 100 uL
de solucién de reacciéon (HEPES-NaOH 50 mM pH 7.0, glucosa-1-fosfato 50 mM,
AMP 2.5 mM, 1.2 U de fosforilasa a de muasculo de conejo, Sigma P1261) fria e
inmediatamente se incubo a 30 °C durante 30 min. La reaccion se detuvo mediante
la adicion de 50 yL de HCI 1 M y se mezclé con 500 yL de DMSO. Posteriormente,
se agregaron 700 pL de una solucion de yodo-potasio y yoduro (KI 120 mM, I, 8 mM)
y a continuacion se incub6 a 30 °C durante 30 min en la oscuridad. La actividad de

SBE se determiné por la medicion de la absorbancia a 540 nm.
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La actividad de la enzima ramificadora fue expresada como pmol por minuto (Ul).
Para el andlisis se us6 un control negativo conteniendo 100 pL del filtrado enzimatico
desnaturalizado con 50 yL de HCI 1M. Para la elaboracion del blanco se tomaron 100
ML de amortiguador de extraccion para remplazar los 100 uL de la preparacion de

enzimas.

d Enzima pululanasa (PUL)

Para evaluar la actividad de pululanasa se llevd a cabo una extraccion de
acuerdo a lo reportado por Wu y col (2015) con algunas modificaciones. Se pesaron
endospermos en desarrollo y se molieron hasta obtener un polvo fino en un mortero
con ayuda de nitrégeno liquido. Por cada mg de polvo fino se afiadieron 2 pL de
amortiguador de extraccion frio (Tris-Acetato 50 mM pH 8.0, EDTA 10 mM, DTT 5
mM), se mezcld por suspension por 2 min y se centrifug6 a 16,000 g por 10 min a 4
°C. Se recuperd el sobrenadante y se cuantifico la proteina colorimétricamente
usando el método de Bradford (1976). Se diluy6 la concentracion de proteina con
amortiguador de acetato de sodio (200 mM pH 5) a 1 pg/uL.

Para medir la actividad se us6 el kit Red-pullulan (Megazyme, Wicklow, Ireland).
La solucion diluida de proteina y la solucion de red-pullulan (2 % p/v, KCI 0.5 M) se
pre-equilibraron a 40 °C por 5 min. Posteriormente se tomaron 500 uL de solucién de
proteina y se mezcléo con 250 uL de solucion de red-pullulan. Rapidamente se
pusieron en incubacion a 40 °C por 10 min. La reaccion se detuvo afiadiendo 1.25
mL de etanol al 95 % seguido de un mezclado en un vortex por 10 s. Se dejé en

reposo por 10 min a temperatura ambiente. Se centrifug6é a 1,000 g por 10 min y se
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utilizé el sobrenadante para medir la absorbancia a 510 nm. La actividad se
determind usando la siguiente ecuacion proporcionada por el Kit:

mUnidades / mL = 906 x Abs + 17
Los resultados fueron convertidos y expresados como Ul/gramo de peso freso (g PF)
donde cada unidad correspondié a la cantidad de enzima requerida para liberar un

umol de D-glucosa en equivalentes de azlcar reductor por minuto.

7 Analisis estadistico

Las evaluaciones se realizaron por triplicado y los resultados de las
caracteristicas evaluadas se analizaron mediante un ANOVA unifactorial
completamente al azar, tomando como factor la linea de maiz con niveles que
variaron de 2 a 8 (K0326Y QPM, W64A02, 33, 338, 346, 55, 73 y 185). Se realizo
una comparacion de medias mediante la prueba de Fisher (LSD) con un a=0.05.
Todos los analisis se realizaron con el programa STATGRAPHICS Centurién version

15.2.06 (Stat Point Technologies, Inc. Warrenton, VA, USA).
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VIl RESULTADOS Y DISCUSION
A COMPOSICION Y PROPIEDADES TERMICAS DEL ALMIDON EN LINEAS DE
MAIZ QPM CONTRASTANTES EN VITROSIDAD
1 Composiciéon y contenido de almidon

En el Cuadro 5 se muestra el contenido de almidon total de endospermos en
desarrollo (20 y 30 DDP) de lineas de maiz QPM contrastantes en vitrosidad. El
contenido de este polisacarido en el endospermo de 20 DDP fue significativamente
diferente entre las lineas parentales y las RIL, con un rango de variacién de 20.70 a
39.76 %, el cual corresponde con valores reportados por Zhang y col (2008) en
lineas hibridas de maiz de alto contenido de almidén (20 - 28%) y Pereira y col
(2008) en diferentes lineas de maiz de Brasil (20.74 - 33. 96 %). La linea parental
W64A02 presentd un contenido de almidon significativamente mayor con respecto al
parental KO326Y QPM. Asi mismo, las lineas opacas presentaron en general un
mayor contenido de almidon total respecto a las lineas vitreas (Cuadro 5). Este
comportamiento también fue observado por Juarez-Garcia y col (2013) en maices
con endospermo vitreo y harinoso a los 20 DDP.

Estos resultados sugieren que las RIL opacas presentan un estado de desarrollo
mas avanzado a los 20 DDP, y por ende un incremento en sus componentes como lo
es el almiddén. Esto corresponde con el hecho de que en campo se observo que el
periodo desde la siembra hasta la floracion en RIL opacas fue aproximadamente 15

dias menor que en las RIL vitreas.
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Cuadro 5. Contenido de almiddn total en endospermo en desarrollo de lineas de

maiz QPM contrastantes en vitrosidad.

Linea de Maiz 20 DDP 30 DDP
K0326Y QPM  V 29.80¢ 59.41°
W64A02 o) 34.77° 59.63
33 Y% 20.709 61.59°
338 Y% 27.51° 61.09°
346 Y% 22.58' 62.28°
55 o) 39.76° 64.59°
73 o) 37.83° 62.52%°
185 o) 28.68% 59.46"

V: Linea vitrea; O: Linea opaca. El contenido de almidon esta expresado en g/100 g
de harina de endospermo. Letras diferentes en una misma columna indican
diferencias significativas (P<0.05) entre las medias de acuerdo con la prueba de
Fisher: Almidon total 20 DDP (LSD=1.28); Almidén total 30 DDP (LSD=2.1).
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En lo que respecta al contenido de almidon total en endospermo a los 30 DDP,
se obtuvo un promedio general de 61.3 %, valor inferior al reportado por Li y col
(2007) (88.9 %) al analizar lineas hibridas de maiz B73 en desarrollo (30 DDP), lo
cual pudiera atribuirse a las diferencias en el genotipo y condiciones de cultivo. No se
encontraron diferencias significativas en el contenido de almidon total entre la linea
parental opaca W64Ao02 y la vitrea K0326Y QPM. Este resultado es similar a lo
reportado por Pereira y col (2008), quienes tampoco observaron diferencia
significativa en el contenido de almidon entre la mutante opaco-2 y una linea de maiz
QPM a 30 DDP. En el caso de la RILs, salvo algunas excepciones, en general
tampoco se observaron diferencias en el contenido de almidon entre las lineas
opacas y vitreas.

El contenido de amilosa en el endospermo en desarrollo (20 y 30 DDP) de las
lineas contrastantes en vitrosidad se muestra en el Cuadro 6. A los 20 DDP, se
observaron diferencias significativas (P<0.05) en el contenido de esta molécula entre
las lineas parentales y las RIL, con un rango de variacion de 9.1 a 13.5 %. La linea
parental W64Ao02 presentd un contenido de amilosa significativamente mayor (12.16
%) respecto al parental KO326Y QPM (10.81 %). Asi mismo, las RIL opacas
presentaron en general un mayor contenido de amilosa que las RIL vitreas (Cuadro
6). Un comportamiento similar fue observado por Juarez-Garcia y col (2013) en el
endospermo en desarrollo (20 DDP) de dos genotipos de maiz contrastantes en la

dureza del grano.
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Cuadro 6. Contenido de amilosa en endospermo en desarrollo de lineas de maiz

QPM contrastantes en vitrosidad.

Linea de Maiz 20 DDP 30 DDP
K0326Y QPM V 10.81° 19.84%
W64A02 o) 12.16° 17.28°
33 V 12.30% 16.36%
338 V 9.09¢ 16.18¢°
346 Vv 9.42¢ 16.94°
55 0 12.24% 14.86°
73 0 13.50% 14.78°
185 0 12.48% 17.20%°

V: Linea vitreas; O: Linea opaca. El contenido de amilosa esta expresado como
0/100 g de almidon. Letras diferentes en una misma columna indican diferencias
significativas (P<0.05) entre las medias de acuerdo con la prueba de Fisher: Amilosa
20 DDP (LSD=1.29); Amilosa 30 DDP (LSD=0.90).
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Sidebottom y col (1998) reportaron que la mayoria de las enzimas involucradas
en la sintesis de almidon en el endospermo presentan una mayor actividad en etapas
tempranas (16-20 DDP), favoreciendo asi la sintesis de ciertos compuestos como
amilosa. Los resultados del presente estudio sugieren que la sintesis de amilosa en
el endospermo de las lineas opacas ocurre en etapas mas tempranas con respecto a
las lineas vitreas, es decir, las lineas opacas alcanzan un estado de desarrollo del
endospermo mas avanzado a los 20 DDP.

En cuanto al contenido de amilosa a los 30 DDP, se obtuvo un rango de
variacion entre las lineas parentales y las RIL de 14.78 a 19.84 % (Cuadro 6). Se
observé un mayor contenido de este polisacarido en el parental vitreo K0326Y QPM
(19.84 %) respecto al parental opaco W64A02 (17.28 %) y de manera similar las RIL
vitreas presentaron los mayores porcentajes de amilosa. Estos resultados son
superiores a los obtenidos por Zhang y col (2008) en lineas de maiz en desarrollo (30
DDP) de alto contenido de almidén (8-12 %).

En general se observo un incremento considerable en amilosa de los 20 DDP a
los 30 DDP en todas las lineas en desarrollo, aunque este aumento fue mayor en las
lineas vitreas (33-83 %) que en las opacas (10-42 %). Este incremento en el
contenido de amilosa durante el desarrollo del grano se le atribuye a la actividad de
la enzima almiddn sintasa unida al granulo tipo 1 (GBSSI), ya que es la responsable
de la sintesis de amilosa en el endospermo (Vrinten y Nakamura 2000).

Los resultados del Cuadro 6 revelan que a 20 DDP las lineas opacas
presentaron mayores contenidos de amilosa que las vitreas, mientras que a 30 DDP
se observo lo opuesto, siendo las lineas vitreas las que presentaron los mayores

contenidos de amilosa. Sin embargo, los resultados obtenidos en el estado de
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desarrollo mas avanzado corresponden con lo reportado en el grano maduro por
Salazar-Salas y col (2014), quienes observaron mayor contenido de amilosa en las
lineas vitreas respecto a las opacas. En el mismo sentido, Dombrink y Knutson
(1997) encontraron un mayor contenido de amilosa en la fraccidén vitrea comparado
con la fraccién opaca del endospermo de maiz, mientras que Robutti y col (2000)
reportaron una correlacion positiva entre el contenido de amilosa y la dureza del
grano. De acuerdo con estos resultados, Soto-Lopez (2012) encontré una correlaciéon
significativa (r=0.523, p<0.01) entre el contenido de amilosa y vitrosidad en la
poblacion de RIL de la cual se seleccionaron las lineas utilizadas en el presente

estudio.

2 Propiedades térmicas del almidén

Las propiedades térmicas del almidon obtenido de endospermos en desarrollo
(20 y 30 DDP) de las lineas de maiz QPM se muestran en el Cuadro 7. La
gelatinizacion es un fenébmeno que involucra la disociacion de las dobles hélices de
la estructura cristalina de la amilopectina en presencia de agua (arriba del 70 % en
base al peso seco de almiddn) por efecto de la temperatura (Agama-Acevedo y col
2013). Por ello, usualmente se determina la temperatura a la que ocurre este
fendmeno y la energia requerida. A los 20 DDP, la temperatura pico de gelatinizacion
(Tp) no presento diferencia significativa entre las muestras de endospermo de las

lineas parentales KO326Y QPM y W64A02.
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Cuadro 7. Propiedades térmicas del almidén obtenido de endospermo en desarrollo

de lineas de maiz QPM contrastantes en vitrosidad.

20 DDP 30 DDP
Linea de Maiz

K0326Y QPM  V 69.41°  11.11° 49.18° 71.60% 10.37°  46.31°

W64A02 O 68.95°  8.90° 51.97°°  70.71®° 12.72% 33.23°

33 VvV  70.87° 10.81*  49.81° 71.07° 0.78%  42.69°
338 V 7037 1158  50.48° 70.29°  10.04%  44.10°
346 V. 68.40° 11.31°  4895°  69.98% 9.44"  46.40°
55 O 67.82° 9.01° 51.40°  69.81° 12.30* 33.28"
73 O 6758  8.92° 63.60°  70.08"  11.60° 36.40°
185 O 67.82° 9.59" 65.42° 68.18"  12.00™ 34.50°

To: Temperatura pico de gelatinizacion (°C); AHg: Entalpia de gelatinizacion (J/g);
%R: Porcentaje de retrogradacion. V: Linea vitrea; O: Linea opaca. Letras diferentes
en una misma columna indican diferencias significativas (P<0.05) entre las medias de
acuerdo con la prueba de Fisher: T, 20 DDP (LSD=0.88); AHy 20 DDP (LSD=1.24),
%R 20 DDP (LSD=12.38); T, 30 DDP (LSD=0.47); AHy 30 DDP (LSD=0.57); %R 30
DDP (LSD=4.17).
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Estos resultados son similares a los obtenidos por Wu y col (2015), quienes no
encontraron diferencias significativas entre las propiedades térmicas de almidones de
endospermos en desarrollo (18 DDP) de los parentales K0326Y QPM vitreo y
WG64A02 opaco. Por otro lado, las RIL presentaron valores de T, que variaron de 67.6
a 70.9 °C (Cuadro 7) y en general las vitreas presentaron valores significativamente
mayores de T, con respecto a las opacas. Jia y col (2013) reportaron un valor de T,
de 74.8 °C para almidén de endospermo en desarrollo (22 DDP) de la linea W64A02,
el cual es superior al observado en el presente estudio y podria atribuirse a
diferencias en la proporcion amilosa/amilopectina del almidén por las condiciones de
cultivo y estado de desarrollo, o bien por diferencias en el equipo utilizado para la
medicién. De manera similar, Agama-Acevedo y col (2013) reportan valores mas
altos de temperaturas picos de gelatinizacion (73.68 y 73.30 °C) en granos en
desarrollo (20 DDP) de maices criollos blancos y azules de México.

En relacién a las propiedades térmicas de almidones de endospermo a los 30
DDP, el parental vitreo present6 un valor de T, (71.60 °C) significativamente mayor
respecto al parental opaco (70.71 °C). Las RIL presentaron una variacion de 68.18 a
71.07 °C y de manera general se observaron diferencias significativas de T, entre
ellas. Li y col (2007) reportaron una temperatura pico de gelatinizacién de 71.0 °C en
una linea hibrida de maiz B73 en desarrollo (30 DDP), el cual es similar al valor
promedio de 70.2 °C obtenido en el presente estudio. Este parametro es importante
para determinar las variables de cocimiento, ya que maices con mayor T, se podrian
utilizar para elaborar productos que requieran altas temperaturas durante su
procesamiento. Raguzzoni y col (2013) realizaron una caracterizacion de las

propiedades térmicas en almidén de seis maices criollos de Brasil en estado maduro;
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la mayoria de los maices presentaron una T, alta (70-72 °C), valores similares a los
reportados en el presente estudio. Los autores sugieren que dichos materiales
pueden ser dirigidos para propésitos especificos en la industria alimentaria vy
tomando en cuenta la variaciébn observada en los materiales del presente estudio,
también podrian considerarse como candidatos para diferentes aplicaciones en
alimentos.

Los resultados obtenidos para la entalpia de gelatinizacion (AHg) del almidon de
endospermos en desarrollo (20 y 30 DDP) se muestran en el Cuadro 7. A 20 DDP la
entalpia de gelatinizacion varié de 8.92 a 11.58 J/g en las RIL, observandose valores
significativamente mayores en las RIL vitreas respecto a las opacas. De manera
similar, la entalpia de la linea parental vitrea (11.11 J/g) fue mayor que la de la linea
opaca (8.90 J/g). Juarez-Garcia y col (2013) al analizar maices con endospermo
vitreo y harinoso a los 20 DDP reportaron valores de AH, similares a los obtenidos en
este estudio y de manera similar encontraron que esta propiedad térmica fue
significativamente mayor en el almidon de endospermo vitreo respecto al del
endospermo harinoso. No obstante, Wu y col (2015) reportaron una mayor entalpia
en la linea parental opaca W64A02 respecto a la vitrea K0326Y QPM a los 18 DDP,
lo cual podria atribuirse a diferencias en el estado de desarrollo del grano por las
condiciones climaticas donde los materiales fueron cultivados. Al parecer el estado
de desarrollo alcanzado por los materiales bajo las condiciones utilizadas por Wu y
col (2015) es mayor al alcanzado bajo las condiciones del presente estudio a los 20
DDP, por lo que sus resultados corresponden con lo observado en el presente

estudio a los 30 DDP.
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A los 30 DDP se observo que el parental opaco W64A02 presentd una mayor
entalpia de gelatinizacién (12.72 J/g) respecto al parental vitreo KO326Y QPM (10.37
J/g) (Cuadro 7). Las RIL presentaron un rango de variacién de 9.44 a 12.3 J/qg,
siendo las lineas opacas las que obtuvieron mayores entalpias de gelatinizacion. Liy
col (2007) reportaron para una linea hibrida de maiz B73 un valor promedio de
entalpia de gelatinizacion de 14.7 J/g a los 30 DDP, el cual es superior a los
obtenidos en el presente estudio y sugiere una mayor proporcién de amilopectina en
el almidén de esa linea con respecto a las del presente estudio. De manera general
las lineas opacas presentaron mayores valores de entalpia de gelatinizacion
respecto a las lineas vitreas (Cuadro 7). La entalpia de gelatinizacion se ha utilizado
como medida general de la cristalinidad (calidad y cantidad de los cristales) y como
indicador de la pérdida del orden molecular en el granulo (Tester y Morrison 1990;
Cooke y Gidley 1992; Hoover y Vansanthan 1994). Ademas, algunos autores han
reportado que la entalpia de gelatinizaciébn se correlaciona negativamente con el
contenido de amilosa (Sandhu y Singh 2007), lo cual corresponde con lo observado
en el presente estudio ya que las lineas que presentaron mayor contenido de amilosa
en ambos estados de desarrollo (20 y 30 DDP), también presentaron menores
valores de entalpia de gelatinizacion.

El porcentaje de retrogradacion (%R) indica la cantidad de re-arreglo estructural
del almidon en un tiempo determinado. Los resultados obtenidos para este parametro
en las muestras de maiz en desarrollo (20 y 30 DDP) se muestran en el Cuadro 7. A
los 20 DDP, los valores oscilaron entre 48.9 y 65.42 %. En el caso de las lineas
parentales no se observaron diferencias significativas en retrogradacion. Por otro

lado, las RIL opacas presentaron los mayores porcentajes de retrogradacion
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respecto a las RIL vitreas y en la mayoria de los casos las diferencias fueron
significativas. Hyun-Jung y Quian (2009) y Shifeng y col (2009) mencionaron que la
amilosa es la principal responsable de la retrogradacion, debido a que sus cadenas
lineales se unen a través de puentes de hidrogeno formando una malla que empieza
a crecer o engrosarse conforme transcurre el tiempo de almacenamiento, por lo que
a mayor contenido de amilosa mayor retrogradacion. De la misma manera, Jane y
Robyt (1984) indicaron que durante el proceso de retrogradacion las fracciones de
amilosa y las cadenas cortas (lineales) de la amilopectina forman una zona cristalina
con organizacidbn muy rigida, la cual requiere de una mayor energia para poder
romperse. En el presente estudio, las muestras opacas en desarrollo (20 DDP)
presentaron los mayores contenidos de amilosa asi como también mayores entalpias
de retrogradacion y porcentajes de retrogradacién, lo cual concuerda con lo
mencionado por los diferentes autores. Juarez-Garcia y col (2013) reportan un
porcentaje de retrogradacion mayor para un maiz vitreo respecto a un maiz harinoso
a los 20 DDP, lo cual es contrario a lo encontrado en el presente estudio. La
retrogradacion es un proceso complejo y depende de muchos factores, por lo que
esta discrepancia puede relacionarse quiza con el tipo y concentraciéon de almidon
utilizado, regimenes de calentamiento-enfriamiento, pH y sobre todo con la presencia
de solutos como lipidos, sales y azlcares tipico de las muestras en desarrollo (Singh
y col 2003). Sin embargo, las relaciones en cuanto amilosa y porcentaje de
retrogradacion obtenidas son similares a las reportadas por Agama-Acevedo y col
(2013) al analizar lineas de maiz criollo Blanco y Azul en desarrollo (20 DDP),
encontrando mayores porcentajes de retrogradacion en las lineas de maiz azul, lo

cual coincidié a la vez con un mayor contenido de amilosa en estas lineas.
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A los 30 DDP se obtuvo un rango de 33.23 a 46.40 % de retrogradacion, donde
el parental vitreo KO326Y QPM presentd un mayor porcentaje de retrogradacion
respecto al parental opaco W64A02; de la misma manera entre las RIL se
observaron diferencias significativas, siendo las RIL vitreas las que presentaron
mayor porcentaje de retrogradacion (Cuadro 7). Li y col (2007) determinaron las
propiedades fisicoquimicas del almidén de endospermo durante el desarrollo de la
linea hibrida de maiz B73, encontrando que el porcentaje de retrogradacion entre los
20 y 45 DDP presentd un rango de variacion de 42.7 a 57.4 %, valores similares a
los encontrados en el presente estudio. De manera general a los 30 DDP las lineas
vitreas presentaron mayor porcentaje de retrogradacién, lo cual correspondi6 a la vez
con el mayor contenido de amilosa en estas lineas.

La retrogradacion es un indicativo del almidén gelatinizado, el cual es capaz de
recristalizarse (reorganizacién de polimeros) durante el almacenamiento. Almidones
con mayores valores de retrogradacidon son menos aptos para productos que

requieran ser almacenados en refrigeracion (Raguzzoni y col 2013).

B ACUMULACION DE PROTEINAS ASOCIADAS AL GRANULO DE ALMIDON
(PAG) EN LINEAS DE MAIZ QPM CONTRASTANTES EN VITROSIDAD

La separacion electroforética de las proteinas asociadas al granulo (PAG) en
endospermo en desarrollo (20 DDP y 30 DDP) se muestra en las Figuras 7 y 8. Los
patrones electroforéticos obtenidos tanto a 20 como a 30 DDP son similares a los
reportados por Grimaud y col (2008) al analizar endospermos de maiz en desarrollo
(16 DDP), asi como Juéarez-Garcia y col (2013) quienes analizaron diferentes

genotipos de maiz en dos estados de desarrollo (20 y 50 DDP).
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Figura 7. Separacion por SDS-PAGE de proteinas asociadas al granulo de almidon
en endospermo en estado de desarrollo medio (20 DDP) de lineas de maiz QPM
contrastantes en vitrosidad. Los tamafios moleculares de marcadores pretefidos se
indican a la izquierda y la identidad de la proteina se indica a la derecha. GBSSI,
Almiddn sintasa unida al granulo I; SSI, AImidon sintasa |; SSlla, AlImidon sintasa lla;
SBEIlIb, Enzima ramificadora de almidon llb; SHI, Sacarosa sintasa |I; PPDK2,

Piruvato fosfato dicinasa 2.
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Figura 8. Separacion por SDS-PAGE de proteinas asociadas al granulo de almidon

en endospermo en estado de desarrollo avanzado (30 DDP) de lineas de maiz QPM

contrastantes en vitrosidad. Los tamafios moleculares de marcadores pretefidos se

indican a la izquierda y la identidad de la proteina se indica a la derecha. GBSSI,

Almiddn sintasa unida al granulo I; SSI, AImidon sintasa |; SSlla, AImidon sintasa lla;

SBElIlIb, Enzima ramificadora de almidén Ilb; SHI, Sacarosa sintasa |; PPDK2,

Piruvato fosfato dicinasa 2.
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En ambos estados de desarrollo, la proteina mas abundante present6 un peso
molecular de alrededor de 55 kDa y fue identificada como la enzima almidon sintasa
unida al granulo | (GBSSI), la cual es responsable de la sintesis de amilosa. Pesos
similares fueron reportados para esta enzima en cebada, arroz y maiz (Boren y col
2004; Umemoto y Aoki 2005; Agama-Acevedo y col 2013).

Los patrones electroforéticos a 20 DDP mostraron una acumulacién
significativamente mayor de GBSSI en el parental opaco W64A02 respecto al vitreo
K0326Y QPM (Figura 7), lo cual corresponde con el mayor contenido de amilosa
obtenido para el parental opaco; sin embargo, no se observaron diferencias
significativas en la acumulaciéon de esta enzima entre las RIL vitreas y opacas, a
pesar de que las lineas opacas presentaron mayor contenido de amilosa, lo cual
sugiere una mayor actividad de la enzima GBSSI en estas lineas.

Contrario a lo observado a 20 DDP, a los 30 DDP la acumulacién de GBSSI fue
mayor en el parental vitreo KO326Y QPM respecto al opaco W64A02; este mismo
comportamiento fue observado en las RIL, teniendo mayor acumulacién de GBSSI
en las lineas vitreas, lo cual corresponde a su vez con los mayores contenidos de
amilosa en estas lineas.

Sidebottom y col (1998) en un estudio realizado en variedades de maices de bajo
contenido de amilopectina en desarrollo reportaron una mayor acumulacion de la
enzima GBSSI en todos los estados de desarrollo estudiados (20, 30, 40, 50 DDP), lo
cual fue similar a lo observado en el presente estudio.

Juérez-Garcia y col (2013) no encontraron diferencias significativas en la
acumulacion de la enzima GBSSI entre un maiz con endospermo vitreo y otro

harinoso a los 20 y 50 DDP, lo cual se puede atribuir principalmente a las diferencias
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entre los genotipos, pero sobre todo a que estos autores realizaron la separacion
electroforética de las PAG con base en la misma cantidad de proteina, mientras que
en el presente estudio se utiliz6 como base la misma cantidad de almidon.

Recientemente, Salazar-Salas y col (2014) reportaron una acumulacién
significativamente mayor de GBSSI en endospermo madura del parental KO326Y
QPM con respecto a W64A02, asi como en muestras vitreas respecto a opacas al
evaluar el efecto de loci asociados con la modificacion de la dureza del endospermo
en maiz QPM.

Las otras proteinas presentes en ambos estados de desarrollo fueron
identificadas como almidén sintasa | (SSI), almidén sintasa lla (SSlla), enzima
ramificadora de almidon b (SBEIIb), sacarosa sintasa 1 (SH1) y piruvato fosfato
dicinasa 2 (PPDK2) (Figuras 7y 8), las cuales corresponden a enzimas involucradas
en la biosintesis de amilopectina y en el metabolismo de carbohidratos. Dichas
enzimas también fueron identificadas por Grimaud y col (2008) y Juarez-Garcia y col
(2013) en endospermos en desarrollo (16 y 20 DDP, respectivamente).

Estudios con amiloplastos de endospermo de maiz sugieren que las enzimas
interaccionan formando complejos para establecer la estructura de la amilopectina.
Liu y col (2009) propusieron que un complejo trimérico conteniendo SSI, SSlla y
SBElIIb esta involucrado en el ensamblaje de los clusters de amilopectina de tamafio
pequefio a intermedio en la superficie del granulo. Sin embargo, la poca abundancia
encontrada para estas isoformas en el presente estudio (Figuras 7 y 8) no permitio
analizar diferencias en su acumulacion que pudieran relacionarse con la variacion
observada en la composicion y propiedades fisicoquimicas del almidon en las lineas

estudiadas.
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En el caso de las enzimas PPDK2 y SH1 no se ha reportado previamente que
estén involucradas en la sintesis de almidén. No obstante, Hennen-Bierwagen y col
(2009) encontraron estas proteinas formando complejos con enzimas de biosintesis
de almiddn (SSIIl, SSlla, SBElla and SBEIIb) en amiloplastos de maiz, lo que sugiere
gue juegan un papel en la regulacion global del metabolismo del carbono durante el

desarrollo de la semilla.

C ACTIVIDAD DE ENZIMAS DE BIOSINTESIS DE ALMIDON EN EL
ENDOSPERMO DE LINEAS DE MAIZ QPM CONTRASTANTES EN VITROSIDAD
La variabilidad observada en las propiedades fisicoquimicas de los granulos de
almiddn en las lineas estudiadas sugiere un papel importante de esta macromolécula
en la modificacion de la dureza del endospermo en maiz QPM. Esta variabilidad
puede deberse a cambios en la actividad de las enzimas clave en la biosintesis de
almiddn, por lo que se analiz6 la actividad de 5 de ellas (AGPasa, GBSS, SSS, SBE,
PUL) en endospermo en desarrollo (20 y 30 DDP) de las lineas K0326Y QPM y

W64A02 contrastantes en vitrosidad.

1 ADP-glucosa pirofosforilasa (AGPasa)

La ADP-glucosa pirofosforilasa (AGPasa) es una enzima clave en la biosintesis
de almiddn ya que cataliza la formacién del sustrato ADP-glucosa a partir de glucosa
1-fosfato y ATP (Boehlein y col 2010). La actividad de esta enzima a 20 DDP fue
mayor en la linea opaca W64A02 (4.30 KU/ g PF) respecto a la linea vitrea KO326Y
QPM (3.67 KU/ g PF) (Figura 9), lo cual correspondid a su vez con un mayor

contenido de almidon en el mismo estado de desarrollo en esta linea.
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Figura 9. Actividad de la enzima ADP-glucosa pirofosforilasa (AGPasa) en
endospermo en estado de desarrollo medio (20 DDP) de las lineas K0326Y QPM y
W64A02 contrastantes en vitrosidad. La barras indican diferencias minimas

significativas (p<0.05) basadas en la prueba de Fisher (LSD=614.05).
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A los 30 DDP se observé lo opuesto, de tal manera que la linea vitrea K0326Y
QPM tuvo un valor de actividad (4.15 KU/ g PF) ligeramente mayor respecto a
W64A02 (3.83 KU/ g PF) (Figura 10), aunque dicha diferencia no fue significativa.
Esto coincidié con lo observado en el contenido de almidén a 30 DDP (Cuadro 5)
donde tampoco se observé diferencia significativa entre estas lineas.

Diversos estudios en cereales muestran que los picos maximos de actividad de
AGPasa en general se observan en estados de desarrollo inferiores a 30 DDP,
aunque estos resultados se deben tomar con cautela debido a que las diferencias
genotipicas y ambientales influyen en el estado de desarrollo del grano para un
mismo periodo de tiempo. Tsai y col (1970) analizaron el efecto que tienen diferentes
enzimas en la formacion del endospermo en una linea hibrida de maiz, encontrando
un pico maximo de actividad de AGPasa a los 22 DDP. De manera similar,
Sidebottom y col (1998) reportaron picos maximos de actividad de esta enzima a los
20 DDP en una linea de maiz de bajo contenido de amilopectina. Whang y Zhang
(2008) analizaron la linea de trigo de alto contenido en gluten ZM 9023, encontrando
un pico maximo de actividad de AGPasa a los 20 dias después de la antesis (DDA).
En otro estudio realizado en trigo se reporté un pico maximo de actividad a los 28
DDP, encontrando ademas una relacion entre este y la tasa maxima de acumulaciéon
de almiddén (Dai 2010). Dicha relacién también fue observada por Zhang y col (2008)
al analizar lineas hibridas de maiz de alto y bajo contenido de almidén, observando
una correlacion positiva entre la actividad y el contenido de almidén con picos

maximos entre los 25 y 30 DDP.
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Figura 10. Actividad de la enzima ADP-glucosa pirofosforilasa (AGPasa) en
endospermo en estado de desarrollo avanzado (30 DDP) de las lineas K0326Y QPM
y WG64A02 contrastantes en vitrosidad. La barras indican diferencias minimas

significativas (P<0.05) basadas en la prueba de Fisher (LSD=525.62).
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Otra correlacion similar fue observada por Bing y col (2008) al analizar lineas de
arroz normal y transgénico en desarrollo. Los resultados del presente estudio indican
gue la maxima actividad de AGPasa también se encuentra entre los 20 y 30 DDP. A
20 DDP se observ6 una mayor actividad de la enzima y contenido de almidon en la
linea W64A02, mientras que en el caso de la linea KO326Y QPM estos maximos se
observaron a los 30 DDP. Estos resultados también corresponden con la idea de
gue las lineas opacas son mas precoces gue las vitreas.

Soto-Lépez (2015) analizé a nivel transcripcional la expresion de genes de
sintesis de almidon en endospermo en desarrollo (20 DDP) de lineas de maiz QPM
contrastantes en vitrosidad, encontrando una mayor expresion del gen Bt2 en la linea
W64A02 respecto a la linea KO326Y QPM; este gen codifica para la subunidad
pequeila de la AGPasa, la cual generalmente es responsable de la actividad
catalitica del complejo enzimético, por lo que su mayor expresién coincide con la
mayor actividad de la enzima observada en el presente estudio en la linea W64A02 a
los 20 DDP.

Entre los 20 y 30 DDP la linea KO326Y QPM mostré6 un incremento en la
actividad de AGPasa mientras que la linea W64A02 mostré una disminucion; estas
variaciones en actividad a su vez se asociaron con el contenido de almidon en el
endospermo en desarrollo de ambas lineas, lo cual nos confirma el papel esencial de
ADP-glucosa pirofosforilasa como moduladora de carbono en la biosintesis del

almidon.
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2 Almidén sintasas
a Almidén sintasa unida al granulo de almidon (GBSSI)

Este grupo de enzimas es principalmente responsable de la sintesis de amilosa
en los granulos de almidén (Jeon y col 2010). A los 20 DDP, no se observaron
diferencias significativas en la actividad de GBSSI entre la linea parental opaca
W64A02 (4.14 Ulg PF) y la vitrea KO326Y QPM (3.99 U/g PF) (Figura 11). No
obstante, el contenido de amilosa de la linea W64A02 fue mayor respecto al de la
linea KO326Y QPM en endospermos con el mismo estado de desarrollo (20 DDP).
Estos resultados sugieren que debido a la mayor precocidad de la linea W64A02 la
acumulacion de amilosa en el endospermo inicié en un estado de desarrollo méas
temprano, alcanzando un mayor contenido de este polisacarido a los 20 DDP a pesar
de que en este punto de su desarrollo no se encontraron diferencias en la actividad
de GBSSI con respecto a la linea KO326Y QPM.

En cuanto a la actividad a los 30 DDP (Figura 12), se observo que la linea vitrea
K0326Y QPM present6 una actividad de GBSSI significativamente mayor (4.55 U/g
PF) respecto a la linea opaca W64A02 (3.3 U/g PF), lo cual corresponde con los
resultados obtenidos para el contenido de amilosa donde la linea K0326Y QPM
presentd mayor contenido de este polisacarido respecto a W64A02; esto a su vez
coincide con el nivel de acumulacion de dicha enzima, cuya abundancia fue
significativamente mayor en la linea K0O326Y QPM respecto a la linea W64A02 a los

30 DDP.
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Figura 11. Actividad de la enzima almidon sintasa unida al granulo (GBSSI) en
endospermo en estado de desarrollo medio (20 DDP) de las lineas K0326Y QPM y
W64A02 contrastantes en vitrosidad. La barras indican diferencias minimas

significativas (P<0.05) basadas en la prueba de Fisher (LSD=1.46).
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Figura 12. Actividad de la enzima almidon sintasa unida al granulo (GBSSI) en
endospermo en estado de desarrollo avanzado (30 DDP) de las lineas K0326Y QPM
y W64A02 contrastantes en vitrosidad. La barras indican diferencias minimas

significativas (P<0.05) basadas en la prueba de Fisher (LSD=0.81).
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Los estados de desarrollo del endospermo estudiados en este trabajo (20 y 30
DDP) comprenden aquellos donde se han observado las tasas de maxima actividad
de GBSSI en otros cereales. Por ejemplo, en trigo se han reportado picos maximos
de actividad para esta enzima entre los 21 y 28 DDP (Dai 2010; Jiang y col 2003;
Zhang y col 2010), encontrando ademas una relacion positiva entre la actividad de
GBSSIl y la acumulaciéon de amilosa (Jiang y col 2003). En el mismo sentido, Zhang y
col (2008) reportaron mayores niveles de actividad de GBSSI entre los 24 y 32 DDP
en lineas hibridas de maiz, observando que los picos de maxima actividad
coincidieron con los de mayor acumulacion de amilosa. Esta relacion positiva
coincide con lo observado en el presente trabajo a los 30 DDP. De manera similar,
Sidebottom y col (1998) reportaron picos maximos de actividad de GBSSI a los 16 y
30 DDP en lineas de maices de bajo contenido de amilopectina; ademas observaron
gue estas lineas presentaron mayor actividad con respecto a los maices normales, lo
cual atribuyeron a una compensacion de la baja cantidad de amilopectina con
amilosa y una mayor acumulacion de la enzima GBSSI, lo cual corresponde con lo
observado en el presente trabajo. En otro estudio realizado por Zhang y col (2007)
reportaron una mayor actividad de GBSSI en lineas de maiz de alto contenido de
almidon a los 30 DDP, presentando ademas una correlacion significativa entre las
tasas de acumulacion de amilosa y la actividad enzimatica, concluyendo que GBSSI
tienen un papel muy importante en la regulacion de la sintesis de amilosa.

Un analisis de expresion a nivel transcripcional en lineas de maiz QPM
contrastantes en vitrosidad revelé una mayor expresion del gen Wx1 en la linea
K0326Y QPM respecto a linea W64A02 a 30 DDP (Elthon Vega Alvarez,

comunicacién personal); el gen Wx1 codifica para GBSSI y su expresion coincide con
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la mayor acumulacién y actividad de la enzima en la linea K0326Y QPM a 30 DDP en
el presente estudio.

En general se pudo observar una disminucién de la actividad de GBSSI en la
linea opaca W64A02 a los 30 DDP, lo cual corresponde con el hecho de que esta
linea presenta un estado de desarrollo mas avanzado a los 20 DDP. Ademas, la
mayor actividad de GBSSI en la linea vitrea K0326Y QPM a los 30 DDP podria
explicar el porqué esta linea presenté mayor contenido de amilosa en estado maduro
y la influencia que podria tener esta enzima en la modificacion del endospermo en
QPM. Salazar-Salas y col (2014) sugirieron que un mayor contenido de amilosa
favorece la compactacion de los granulos de almidén, lo cual podria contribuir a la

formacion del fenotipo vitreo en QPM.

b Almiddn sintasa soluble (SSS)

Este grupo de enzimas se encuentran asociadas a los granulos de almidén y
estan involucradas exclusivamente en la elongacion de las cadenas de amilopectina
(Zeeman y col 2010). A los 20 DDP se pudo observar que la actividad de SSS no fue
significativamente diferente entre la linea vitrea K0326Y QPM (5.47 U/g PF) y la linea
opaca W64A02 (4.54 Ulg PF) (Figura 13). Por otro lado, a los 30 DPP (Figura 14) la
actividad de esta enzima fue significativamente mayor en K0326Y QPM (5.61 U/g

PF) con respecto a W64A02 (4.00 U/g PF).
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Figura 13. Actividad de la enzima almidon sintasa soluble (SSS) en endospermo en
estado de desarrollo intermedio (20 DDP) de las lineas K0326Y QPM y W64A02
contrastantes en vitrosidad. La barras indican diferencias minimas significativas

(P<0.05) basadas en la prueba de Fisher (LSD=2.11).
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Figura 14. Actividad de la enzima almidon sintasa soluble (SSS) en endospermo en
estado de desarrollo avanzado (30 DDP) de las lineas K0326Y QPM y W64A02
contrastantes en vitrosidad. La barras indican diferencias minimas significativas

(P<0.05) basadas en la prueba de Fisher (LSD=0.81).
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De manera general se observo que entre los 20 y 30 DDP se dié una disminucion
en la actividad de enzima SSS en la linea opaca W64A02, mientras que la linea
vitrea KO326Y QPM present6 un incremento, lo cual corresponde con la precocidad
de los endospermos opacos.

Sidebottom y col (1998) analizaron lineas hibridas de maiz con bajo contenido de
amilopectina y observaron la mayor actividad de la enzima SSS entre los 16 y 20
DDP. Como se esperaba, los valores de actividad en estas lineas fueron menores
gue los encontrados en lineas de maiz normal. Zhang y col (2008) analizaron lineas
hibridas de maiz en desarrollo de bajo y alto contenido de almidén y encontraron
mayor actividad de SSS a los 20 DDP. La mayor actividad de esta enzima alrededor
de los 20 DDP también fue observada en otros cereales como trigo (Zhang y col
2010) y arroz (Bing y col 2008).

Zhang y col (2007) reportaron que la actividad de SSS es un factor limitante en la
velocidad de la biosintesis de almidén durante el desarrollo del grano al analizar
cultivares de maiz con contenidos de almidon normal y alto. Algo similar fue
reportado por Zhang y col (2008) al analizar lineas de maiz en desarrollo de bajo y
alto contenido de almidén, observando una correlacion positiva entre la actividad de
SSS y el contenido de amilopectina, o que confirma el papel importante que tiene
esta enzima en la biosintesis de este polisacarido

La isoforma SSIIl es una importante sintasa de almidén involucrada en la
elongacion de la cadena de glucano. Diversos estudios indican que las mutantes
SSIll alteran el patron de ramificacion resultando en granulos de almidon con racimos
de amilopectina mas grandes (Jeon y col 2010; Zhu y col 2013). Wu y col (2015)

reportaron una mayor abundancia y actividad de la isoforma SSllIl en endospermo en
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desarrollo (18 DDP) de la linea K0326Y QPM respecto a la W64A02; la mayor
actividad de esta isoforma podria estar contribuyendo a la actividad de SSS
observada en el presente estudio a 20 DDP, aunque en este caso no se encontraron
diferencias significativas entre KO32Y6 QPM y W64A02, lo cual podria deberse a la
influencia que tienen las otras isoformas de la enzima. Wu y col (2015) también
observaron que una disminucion en la abundancia de SSlIl se asocié con una
disminucién de la actividad de la enzima pululanasa, por lo que la actividad de esta
enzima parece estar influenciada de manera indirecta por la presencia de SSlII.
Salazar-Salas y col (2014) reporté una mayor proporcién de cadenas de cortas y
medianas de la amilopectina en almidén de endospermo maduro de la linea vitrea
K0326Y QPM con respecto a W64A02, lo que sugiere una mayor actividad de las
isoformas SSSI y SSSII en esta linea. En este sentido, la actividad de estas
isoformas podria estar contribuyendo a la actividad de SSS, explicando asi la mayor
actividad observada en el presente estudio en la linea K0326Y QPM a los 30 DDP,
sugiriendo ademas la biosintesis de una amilopectina con un mayor niumero de

ramificaciones cortas e intermedias.

3 Enzima ramificadora de almidon (SBE)

Este grupo de enzimas se encarga de formar las ramificaciones en enlaces a-
(1,6) durante la biosintesis de la amilopectina en el granulo de almidon. La actividad
de SBE obtenida a 20 DDP (Figura 15) fue significativamente mayor en la linea vitrea

K0326Y QPM (81.57 U/g PF) con respecto a la linea opaca W64A02 (57.56 U/g PF).
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Figura 15. Actividad de la enzima ramificadora de almidon (SBE) en endospermo en
estado de desarrollo intermedio (20 DDP) de las lineas K0326Y QPM y W64A02
contrastantes en vitrosidad. La barras indican diferencias minimas significativas

(P<0.05) basadas en la prueba de Fisher (LSD=19.03).
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Esta actividad se relacion6 de manera inversa con los contenidos de amilosa
obtenidos a 20 DDP en estas lineas, siendo K0326Y QPM la que presentd menor
porcentaje de amilosa (10.81 %) que W64A02 (12.16 %). A 30 DDP se observé lo
opuesto (Figura 16), siendo ahora la linea opaca W64A02 la que presentd6 mayor
actividad (214.11 U/g PF) respecto a la linea vitrea KO326Y QPM (162.89 U/g PF);
esto corresponde a su vez con el cambio en el contenido de amilosa observado en
estas lineas a 30 DDP (Cuadro 6).

Diversos investigadores han estudiado la actividad de esta enzima en otros
cereales, encontrando valores maximos de actividad entre los estados de desarrollo
analizados en el presente estudio. Dai (2010) reporté un pico maximo de actividad de
SBE a los 28 DDP al analizar dos variedades de trigo en desarrollo. De manera
similar, Zhang y col (2007) reportaron maximos de actividad de SBE a los 20 DDP en
lineas de maiz con contenido normal y alto de almidén.

Zhang y col (2008) sugieren que la SBE induce la acumulacién de amilopectina,
por consiguiente un grano con mayor contenido de amilopectina implicaria una
disminucién en el porcentaje de amilosa y una mayor actividad de SBE. Esto se pudo
observar en el presente estudio ya que en ambos estados de desarrollo (20 y 30
DDP) se presentd una relacion inversa entre la actividad de SBE y el contenido de
amilosa en las lineas evaluadas. Otros investigadores también han sugerido que la
SBE induce la acumulaciéon de amilopectina. Zhang y col (2007) y Wang y Zhang
(2008) encontraron una correlacion significativa entre la actividad de SBE y el
contenido de amilopectina al analizar maices en desarrollo, mientras que Bing y col

(2008) reportaron esta misma correlacion al analizar lineas arroz.
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Figura 16. Actividad de la enzima ramificadora de almidon (SBE) en endospermo en
estado de desarrollo avanzado (30 DDP) de las lineas K0326Y QPM y W64A02
contrastantes en vitrosidad. La barras indican diferencias minimas significativas

(P<0.05) basadas en la prueba de Fisher (LSD=19.59).
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Diversos estudios han sugerido que las isoformas de las enzimas SSS y SBE
interactian formando complejos multi-proteinicos para llevar a cabo la biosintesis de
amilopectina, indicando ademas que dependiendo de la actividad de dichas
isoformas varia el grado de ramificacion y elongacién de las cadenas de la
amilopectina (Liu y col 2009; Nakamura y col 2014; Natsuko y col 2014). En el
presente estudio no se pudo observar tal interaccion en términos de la actividad y
contenido de amilopectina, probablemente debido a que no se midid la actividad de
isoformas especificas de SSS, ya que el caso particular de SBE su actividad a los 20
y 30 DDP si mostr6é una relacion directa con el contenido de amilopectina en ambas

lineas.

4 Enzima pululanasa (PUL)

La enzima pululanasa pertenece al grupo de enzimas desarramificadoras de
almidén (DBE) e hidroliza principalmente los enlaces a-(1,6) de la amilopectina y
glucégeno, produciendo asi un polimero lineal de unidades de maltotriosa (Beatty y
col 1999). En endospermos con un estado de desarrollo intermedio (20 DDP), la
actividad de PUL fue significativamente mayor en la linea vitrea KO326Y QPM (6.2
U/g PF) respecto a la linea opaca W64A02 (4.39 U/g PF) (Figura 17). A los 30 DDP
se observo la misma tendencia, siendo la linea vitrea la que presentd la mayor
actividad (8.37 U/g PF) con respecto a la linea opaca (4.61 U/g PF) (Figura 18).

En ambos estados de desarrollo se presentd mayor actividad de PUL en la linea
vitrea K0326Y QPM, lo cual corresponde con lo reportado por Wu y col (2015)
guienes también encontraron una mayor actividad de esta enzima en el parental

K0326Y con respecto a W64A02 a los 18 DDP.
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Figura 17. Actividad de la enzima pululanasa (PUL) en endospermo en estado de
desarrollo intermedio (20 DDP) de las lineas K0326Y QPM y W64A02 contrastantes
en vitrosidad. La barras indican diferencias minimas significativas (P<0.05) basadas

en la prueba de Fisher (LSD=1.72).
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Figura 18. Actividad de la enzima pululanasa (PUL) en endospermo en estado en
desarrollo avanzado (30 DDP) de las lineas K0326Y QPM y W64A02 contrastantes
en vitrosidad. La barras indican diferencias minimas significativas (P<0.05) basadas

en la prueba de Fisher (LSD=1.65).
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Estos autores también sugirieron que la actividad de PUL y la isoforma SSSIIl son
dos factores importantes en la modificaciéon del endospermo en QPM; los resultados
obtenidos en el presente estudio corresponden con esa observacion ya que si bien
no se midid la isoforma SSSIIl se encontré una mayor actividad de SSS y PUL en
ambos estados de desarrollo en la linea vitrea KO326Y QPM. La contribucion de
ambas enzimas en la formacién del endospermo vitreo podria ser primeramente
mediante la accién de PUL para cortar las ramificaciones y proveer de polimeros
lineales de glucosa, los cuales podrian luego ser utilizados por las SSS para formar

cadenas lineales de diferente longitud en la amilopectina.
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VIII CONCLUSIONES

El almidon de endospermos en estado de desarrollo avanzado (30 DDP) de
las lineas vitreas presentd mayor proporciéon de amilosa, menor entalpia de
gelatinizacion (AHg) y mayor porcentaje de retrogradacion (%R), lo cual
sugiere una mayor proporcion de regiones amorfas en los granulos de almidén
que podrian estar favoreciendo su compactacion.

El andlisis de las proteinas asociadas al granulo de almidon mostré una mayor
acumulacion de la enzima almidén sintasa unida al granulo (GBSSI) en las
muestras opacas a 20 DDP y en muestras vitreas a 30 DDP, lo cual se
relaciond con un mayor contenido de amilosa en estas muestras.

Los analisis enziméticos mostraron una mayor actividad de almidon sintasa
unida al granulo (GBSSI) y menor actividad de la enzima ramificadora de
almidon (SBE) en la linea vitrea K0326Y QPM a los 30 DDP, lo cual se
relacion6 con el mayor contenido de amilosa y menor contenido de

amilopectina en esta linea.

Los resultados del presente estudio sugieren que la modificacion del
endospermo en QPM estd asociada con cambios en la actividad de las
enzimas de biosintesis de almidon, los cuales se relacionan con cambios en la
composicion del almidon durante el desarrollo del endospermo y como
consecuencia en sus propiedades fisicoquimicas y estructurales. Una mayor
actividad de GBSSI y una menor actividad de SBE dan lugar a la formaciéon de

granulos de almidén con una mayor proporcion de amilosa y regiones amorfas
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en la periferia, lo cual podria estar favoreciendo una mayor compactacion

entre ellos, contribuyendo al fenotipo vitreo en maiz QPM.
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