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RESUMEN

Ipomoea purpurea es una arvense que causa serios dafios a cultivos basicos en
Meéxico. Se ha demostrado que la invasién de esta maleza causa bajas en el rendimiento de
hasta un 33% en maiz y frijol. Se ha establecido que las ventajas adaptativas presentes en
esta semilla, se deben a los eventos que se presentan durante el desarrollo. Una de estas
adaptaciones es la acumulacién de sustancias de reserva, las cuales pueden utilizarse
durante la germinacidn y establecimiento de la plantula. Se ha demostrado que existe una
acumulacion transitoria de almidén (Alm) a nivel de la cubierta seminal, asi como la
presencia en otras especies de galactomanano (GLM) en el endospermo. De lo anterior
deriva la importancia de estudiar la biosintesis y degradacién de GLM, asi como el estudio
de las pozas de carbohidratos solubles que se presentan en semillas de Jpomoea purpurea
(L) Roth, desde la antesis hasta la semilla madura hidratada y de la semilla madura
deshidratada hasta las 72 horas de imbibicion.

Los resultados obtenidos indican que durante el desarrollo de la semilla se acumulan
carbohidratos solubles. Asi, la glucosa (Glu) tiene un maximo de acumulacion hacia la
mitad del desarrollo, y se localizo principalmente en la testa. La fructosa (Fru) se mantiene
constante durante el desarrollo, descendiendo en la testa y acumulandose en el endospermo
y embridn. Con respecto a la sacarosa (Sac), €sta se acumula unicamente hacia el final del
desarrollo en las tres estructuras. La cantidad de galactosa (Gal) y «-galactosil
oligosacarido (nRaf) se mantienen en cantidades traza. A nivel del endospermo se encontr6
que se acumula GLM a partir de la mitad del desarrollo. Durante la germinacion y
postgerminacién se encontr6 que existe un aumento en el peso fresco y la longitud de
radicula con relacién al tiempo de imbibicidn; sin embargo, €l peso seco se mantiene
constante, Durante la fase de germinacion (0-24 hrs) se encontré que los nRaf localizados
unicamente en el embridn se consumen. En la postgerminacién de la semilla (24-48 hrs), el
GLM se consume totalmente y aparecen a nivel del embrién pozas transitorias de Sac y
Alm junto con el inicial aumento de Glu y Fru. En la dltima fase de estudio (48-72 hrs)
descienden las pozas de Sac y Alm y se acumulan Glu y Fru en el embridn.

Con respecto a las enzimas involucradas en la degradaciéon de GLM, durante el
desarrollo la actividad de a-galactosidasa se incrementa principalmente en el embrion
mientras que la actividad de B-manosidasa se incrementa en el embrion y endospermo. A
nivel de la testa se detecta una actividad baja de B-mananasa. Durante la germinacién y
postgerminacion la actividad de a-galactosidasa y B-mananasa a nivel del endospermo se
incrementan conforme el GLM desaparece, sin embargo la actividad de la B-manosidasa
disminuye paralelamente con el GLM. En el embrién la actividad de a-galactosidasa
aumenta y al parecer esta relacionada con la desaparicién del a-galactosil oligosacarido, la
actividad B-mananasa también aumenta y puede estar relacionada con la protrusién de la
radicula. La actividad de la B-manosidasa se mantiene constante y al parecer estd
relacionada con la degradacion de manoligosacaridos. Por tltimo la actividad amilolitica en
la plantula aumenta conforme el ALM desaparece.

De lo anterior se concluye que en semillas de Ipomoea purpurea, el GLM es el
polisacarido de reserva de mayor importancia, el cual se acumula durante el desarrollo en el
endospermo y se utiliza durante la postgerminacién para el establecimiento de la plantula.




RESUMEN

La acumulacién de GLM est4 asociada al aporte de carbono de la planta madre la cual
puede ser en forma de Sac y pozas acumulables de Glu, Fru y Gal a nivel del endospermo.
Por otro lado la desaparicién de la poza de GLM esta asociado a la actividad de la enzimas
a-galactosidasa, B-mananasa y B-manosidasa y a la produccién de pozas transitorias de Sac
y Alm en el embrién, asi como a la acumulacién de Glu y Fru en la postgerminacién. En
futuras investigaciones es necesario indagar acerca de las sefiales que controlan la sintesis y
degradacion de GLM asi como determinar el papel especifico del GLM en la proteccidn del
embridn y en la nutricion de la nueva plantula. Se espera que este conocimiento permita
evaluar y seleccionar métodos de control de la arvense y se considere como fuente
alternativa de obtencidon de GLM para la industria en México.




INTRODUCCION

La creacidn de las diversas culturas se ha vinculado a las semillas. Estas han sido
por muchos afios sujeto de estudio, debido a la necesidad urgente de comprender su
biologia. La importancia de desarrollar trabajos en este sentido, estd gobernada por la
creciente demanda de éstas para la producciéon de alimentos, fibras, brebajes, especies,
aceites industriales, materias primas, vitaminas y drogas entre otros. A partir de los estudios
realizados en semillas de importancia para el hombre, se han podido conocer varios
aspectos de su anatomia, fisiologia y bioquimica, pero faltan ain por conocer muchos
aspectos como son los mecanismos de almacenamiento, movilizacién y transformacion de
las sustancias de reserva y la diferenciacién y organogénesis del embrion.

En la actualidad existe un gran interés en el estudio de las semillas para el consumo
humano y en la obtencién de materias primas de uso industrial. Este interés ha dado lugar a
la generacion de conocimientos a diversos niveles, que en conjunto ha permitido obtener
variedades de cultivos resistentes a diversos factores ambientales y enfermedades, asi como
lograr una alta eficiencia en su produccién agricola. Sin embargo, otro aspecto importante
son las semillas de las malezas que invaden los cultivos, cuyos dafios pueden incidir de
manera directa e indirecta en la produccion y rendimientos de los mismos.

Se ha demostrado que la invasién de malezas del género Ipomoea en cultivos
basicos en México, causan serios decrementos en la produccién cuando no se controlan en
los periodos de establecimiento de las plantulas. Particularmente la arvense Ipomoea
purpurea causa bajas en el rendimiento de 24 % en maiz y 33% en frijol en promedio
(Agundis, 1984).

Los estudios realizados en esta arvense ha permitido comprender que muchos de las
ventajas adaptativas que le permiten competir exitosamente con los cultivos, se deben a los
eventos que se presentan durante el desarrollo de la semilla (Diaz-Pontones et al., 1992).
Dentro de estos mecanismos de adaptacion se encuentra la acumulacién de sustancias de
reserva, las cuales se podrin utilizar posteriormente durante la germinacién y
establecimiento de la plantula. Se ha demostrado que existe una acumulacién transitoria de
almidon a nivel de la cubierta seminal ( Diaz-Pontones ef al., 1992), asi como la presencia
en otras especies de la familia Convolvulacea, de un polisacarido del tipo de las
hemicelulosas (galactomanano) en el endospermo (Brechu-Franco er al, 1984). De lo
anterior deriva la importancia de estudiar los patrones de acumulacién, posible
transformacién y utilizacién de los carbohidratos de reserva en esta semilla, por lo que el
objetivo del presente proyecto esta dirigido al estudio del galactomanano, de pozas de
carbohidratos solubles y enzimas hidroliticas que se presentan durante el desarrollo,
germinacion y postgerminacion en semillas de Jpomoea purpurea (L) Roth.

La generacién de este conocimiento permitird comprender cual es la reserva de
carbohidratos que utiliza esta semilla como estrategia de adaptacién. En un futuro se
esperan encontrar diferencias entre los cultivares y esta maleza que permitan su control, y
de manera indirecta, la posible utilizacién de esta semilla en la industria.
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A.- Arvenses.

Las arvenses se definen como aquellas plantas que causan dafios considerables al

desarrollo del cultivo con el cual compiten y que a su vez constituyen uno de los problemas
-de mayor importancia en la agricultura. En el grupo de las arvenses se encuentra el género

Ipomoea, dicotiledénea que pertenece a la familia Convolvulaceae. Una especie de
importancia es Ipomoea purpurea conocida también como “campanita” o “manto de la
virgen”. I purpurea es una enredadera nativa del tropico americano, con una alta
distribucién mundial como planta ornamental, pero que al escapar de las condiciones
controladas se le ha referido como una maleza (Flores, 1970). I purpurea es una mala
hierba que se encuentra en cultivos basicos para la alimentacién humana como es el maiz y
el frijol (entre 40 cultivos mas). En el caso particular del cultivo de maiz se ha detectado
invasion en distintas zonas de México (Aguilar y Acosta, 1975).

La intensidad de los dafios que las malas hierbas ocasionan a los cultivos, dependen
de varios factores, como: el tiempo en que se mantiene la libre competencia con el cultivar,
el tipo de especies que invaden, las densidades de poblacion, la época de emergencia de las
malas hierbas en relacion con la de los cultivos y los sistemas de siembra prevalecientes,
entre otros. I purpurea ocasiona un decremento en la produccién del cultivo que invade,
hasta de un 33% cuando no se controla durante los primeros dias. En el caso del maiz , la
competencia en este periodo, ocasiona plantas cloréticas de poco vigor y altura, y las
reducciones en los rendimientos alcanzan un 24 % promedio; sin embargo, las pérdidas se
incrementan severamente cuando los periodos de competencia se extienden, o bien cuando
la maleza emerge antes que el cultivar y su densidad de poblacion es alta, en cuyo caso las
perdidas alcanzan el 73 %. En el frijol, el promedio de reduccién en la productividad es de
un 33 %, como consecuencia de los dafios ocasionados por la competencia y alcanza hasta
un 82 % durante todo el ciclo (Agundis, 1984).

I purpurea posee ventajas adaptativas muy marcadas que le permiten competir
exitosamente con otras plantas (cultivos); estas ventajas se reflejan en la produccién de
una gran cantidad de semillas que llegan a la madurez, una alta viabilidad, prolongada
longevidad, una cubierta seminal impermeable al agua, y una rapida germinacién (Brechu-
Franco et al.,1991). Todas estas caracteristicas se encuentran en relacién con los fendmenos
que ocurren durante el desarrollo de la semilla, incluyendo la acumulacion de sustancias de
reserva (Diaz-Pontones et al.,1992).

B.- Desarrollo de Semillas en Angiospermas

Una semilla verdadera se origina de un dvulo con una ovocélula la cual es
fecundada y llega a la madurez originando un embridn y un alto contenido de nutrimentos
almacenados, con el tegumento o tegumentos diferenciados como una cubierta protectora o
testa (Esau, 1985). _

Las semillas de las angiospermas varian ampliamente en su estructura, pero ésta es
relativamente constante en grupos pequefios. Sin embargo, los eventos iniciales que siguen
a la fertilizacion son similares entre ellos. El polen germina sobre el estigma para formar el
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tubo polinico, el cual penetra en el estilo y transporta a dos micleos esperméticos hacia el
saco embrionario. Uno de los niicleos fecunda a la célula huevo formando el cigoto (2n). El
segundo nucleo espermatico se fusiona con la célula central y se une a los dos nucleos
polares para formar el endospermo primario (3n). El subsecuente desarrollo del cigoto y el
endospermo difiere considerablemente en los grupos de plantas. En semillas de
dicotileddneas, la divisién del cigoto da una célula apical y una basal, el suspensor se
forma principalmente por los derivados de la célula basal, o por ésta y algunas células
originadas de la apical; mientras que el embrion deriva de la célula apical. En
monocotileddneas, el embrién y algunas de las células del suspensor son producto de la
célula apical (Bewley y Black, 1985). Los embriones de las dicotiledéneas y las de las
monocotiledéneas pueden ser de forma similar hasta la fase en que el cuerpo principal del
embridn tiene la forma globular. Posteriormente, el embrién de las dicotiledoneas adquiere
la forma de corazéon, debido a la aparicion de dos cotiledones, mientras que en
monocotileddneas se transforma en una estructura con un solo cotiledén (Esau, 1985).

El endospermo verdadero est4 constituido por las células triploides o poliploides y
es un tejido caracteristico de angiospermas. Existen tres tipos de desarrollo de endospermo:
nuclear, celular y helobial. En el endospermo nuclear, los nicleos se forman por divisiones
nucleares libres y las paredes celulares aparecen més tarde. En el endospermo celular, la
formacién de la pared celular ocurre con la primera mitosis y continia a lo largo del
desarrollo del endospermo (no existe la fase nuclear libre). En el endospermo helobial, el
saco embrionario estd dividido en dos células de longitud diferente. La mas grande (la
chalazal), se desarrolla de manera nuclear y la mas pequefia (micropilar) muestra un
comportamiento variable. El endospermo estd asociado a la disponibilidad de fuentes de
nutrimentos para el desarrollo y/o maduracién del embrién; en semillas de dicotiledéneas
no endospérmicas, éste se consume y las reservas al final del desarrollo se encuentran
principalmente en los cotiledones, las cuales son utilizadas por el embrién durante la
germinacion. En semillas dicotiledoneas endospérmicas, como algunas leguminosas, el
endospermo se retiene como un tejido de almacenamiento conteniendo una capa de células
vivas denominada aleurona (Bewley y Black, 1985; Esau, 1985 ).

Los tegumentos del évulo se reorganizan durante el desarrollo de la semilla para
formar la cubierta seminal o testa, la cual es extremadamente diferente entre las especies,
variando el grado de diferenciacion, el nimero y grosor de los estratos, asi como los
patrones de vascularizacién. La cubierta de la semilla protege al embridn, sin embargo, los
aspectos de esta proteccién varian en complejidad. Muchas de las cubiertas seminales
parecen estar involucradas en el control de la germinacién, restringiéndola a los periodos
més favorables para el desarrollo de la plantula. Algunos de los factores involucrados en la
inhibicién de la germinacion son un alto grado de impermeabilidad de la testa al agua, al
oxigeno y biéxido de carbono, ademas de la dureza que afecta de manera mecénica el
crecimiento del embrion. Estos efectos son producto de la existencia de capas cuticulares y
la distribucion de los compuestos fendlicos que se han localizado en la testa y que parecen
contribuir a la impermeabilidad de ésta al agua y al oxigeno (Esau, 1985; Ponce-Salazar et
al.,1993).
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C.- Desarrollo de Semillas de la Familia Convolvulaceae

Las semillas de la familia Convolvulacea se encuentran en un fruto capsular, que
presentan un ovario supero bi o tricarpelar, con uno, dos o tres l6culos conteniendo dos
Ovulos unitégmicos, anatropos erectos sobre placentas axiales. El primordio del 6vulo se
desarrolla como una protuberancia que nace de la placenta. En seguida, la parte terminal se
curva con respecto al eje, la cual formara la regién chalazal del 6vulo. Es en esta etapa que
en la base del tegumento surge la nucela. El extremo micropilar, por lo tanto se encuentra
frente a la region placentaria (6vulo anatropo). La superficie de la semilla puede ser lisa,
rugosa, glaba o pubescente (Govil, 1971).

En algunos géneros de Convolvulaceas se han hecho estudios sobre el desarrollo de
la semilla (Sripleng y Smith, 1960; Kaur y Singh, 1970; Govil, 1971). La descripcién del
proceso en Ipomoea sinuta, Ipomoea purpurea, Ipomoea carnea y Convolvulus arvensis
ilustran la transformacién del dvulo fertilizado a la semilla madura dentro de esta familia.
El desarrollo de la cubierta seminal comienza en el momento de la fertilizacién; el
tegumento posee de quince a veinte células de grosor de tipo parenquimatoso, rodeadas por
una capa de células protodérmicas. A los cinco dias después de la fertilizacion se pueden
reconocer cuatro capas de células. La capa mdas externa o epidermis deriva de la
protodermis, y consiste en células grandes y vacuoladas. La capa subepidérmica que se
deriva de la hipodermis, que a su vez proviene de la division de la protodermis, consiste de
células pequefias con pocas vacuolas y niicleos grandes. Una tercera capa que se deriva de
la hipodermis y que tiene de uno a tres estratos son las células de esclerénquima en
empalizada. La cuarta capa consiste de quince estratos de células parenquimatosas. En la
segunda semana de fertilizacién, las capas estdn claramente definidas. Las células
parenquimatosas bajo el tejido en empalizada, cesan de dividirse y acumulan grandes
cantidades de almidén (Diaz-Pontones ef al,,1992). Quince o veinte dias después de la
fertilizacion, la epidermis, la subepidermis y la capa en empalizada engruesa sus paredes
celulares. La subepidermis, ademas, se impregna con lignina y cutina o suberina, capa que
se ha propuesto que es responsable de la impermeabilidad de la cubierta seminal. A los 25
dias, el parénquima es degradado y en la madurez queda sélo un estrato cuticular de paredes
celulares comprimidas, que separan al endospermo de la capa de esclerénquima. La
maduraci6n de la cubierta seminal ocurre aproximadamente a los treinta dias. En ella se
pueden distinguir tres regiones, la primera es una region entre el micrépilo y el funiculo,
formando el cojincillo; la segunda es una regién entre el funiculo y la chalaza y la tercera
que forma la mayor parte de la cubierta seminal (L6pez-Curto et al., 1990).

La embriogénesis de las especies antes citadas siguen el mismo plan bésico. La
primera divisién del cigoto, que es transversal, origina una célula apical y una basal. La
célula basal se divide verticalmente u oblicuamente y la célula apical, transversalmente. Las
células que se han derivado de la célula terminal, sufren subsecuentes divisiones
promoviendo la formacién de un proembrién. A los 10 dias de desarrollo se observa un
embrion en etapa de corazén con un suspensor y los primordios de los cotiledones. Cuando
el embrién llega a una edad de entre 15 y 20 dias ( etapa de torpedo) acelera su crecimiento,
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los cotiledones se alargan, se observa la aparicion del procambium tanto en el cuerpo del
embrién como en los cotiledones, y la presencia de un epicotilo y del hipocotilo.

En la semilla madura, el eje epicotilo-hipocotilo es mas corto que los cotiledones,
estos Gltimos presentan la forma de la hoja doble plegada. Alrededor de los 24 dias de
desarrollo se observa que los cotiledones ocupan un gran volumen dentro de la semilla y en
algunos casos aparecen laticiferos (I purpurea ). En la semilla madura hidratada se tienen
los cotiledones grandes y plegados, mientras que el endospermo ocupa un menor volumen
(Diaz-Pontones et al., 1992).

En el desarrollo del endospermo en C. arvensis, aproximadamente a los cinco dias
después de la fertilizacion aparece en el saco embrionario una linea periférica de citoplasma
denso conteniendo una gran cantidad de nicleos (endospermo de tipo nuclear). En el
extremo antipodal del saco embrionario, los nicleos se dividen mas frecuentemente que
aquellos del resto del endospermo. La division celular se inicia cerca del suspensor y
progresa lentamente hacia el extremo antipodal. En el noveno dia aproximadamente el
endospermo llena el saco embrionario y es completamente celular, excepto en el extremo
antipodal en donde la celularizacion ocurre hasta el dia doce o trece después de la
fertilizacién. Las células endospérmicas en un principio son vacuoladas y tienen paredes
celulares delgadas, cerca de los quince dias después de la fertilizacién, el endospermo
consiste de dos o tres zonas periféricas de células pequeiias rectangulares, que desarrollan
progresivamente paredes celulares mas gruesas, mientras que las células internas se vuelven
mds largas y vacuoladas. En el periodo de 20-25 dias postantesis el endospermo es
gradualmente degradado hasta que, en la semilla madura, sélo persisten de 2 a 6 estratos
externos alrededor del embrién y las células internas se encuentran en varias etapas de
degradacién (Sripleng y Smith, 1960).

Se ha observado en semillas de otras familias que el endospermo esta caracterizado
por la presencia de una capa externa de células vivas llamada capa de aleurona. Cuando la
semilla inicia su maduracion, las células periféricas del endospermo comienzan a dividirse
anticlinalmente formando células pequefias rectangulares. Se pueden producir uno o maés
estratos de células de éste tipo, las cuales engruesan su paredes, desarrollan cuerpos
proteicos, y lo mas importante, permanecen vivas, a diferencia de las células internas del
endospermo, las cuales almacenan polisacaridos en pared, pero que sin embargo mueren
(Bewley y Black, 1978).

D.- Carbohidratos de Reserva en Semillas de Angiospermas.

El desarrollo de la semilla implica una transferencia activa de sustancias de la planta
madre a las nuevas estructuras de la semilla. Esta transferencia se realiza mediante el
transporte de nutrimentos a través de los tejidos vasculares a la semilla y también mediante
la degradacién activa de tejidos (Esau, 1985).

Las semillas y el fruto se encuentran conectados al resto de la planta por el tejido
vascular que comprende el xilema y el floema, via por la cual son suministrados los solutos
y el agua. Las fuentes de obtencién de nutrimentos son principalmente las hojas foliares,
raices noduladas o no y la zona fotosintética del tallo. En el caso de los tejidos verdes, los




ANTECEDENTES

compuestos fotoasimilables son en un 90% traslocados a la semilla o fruto en forma de
sacarosa, el resto pertenece a cantidades traza de monosacaridos y 4cidos grasos. En cuanto
a las raices noduladas, las aminas de los aminoacidos sintetizados a éste nivel son del tipo
de la asparagina y glutamina. En las raices sin nodulos los 4cidos alantéico y uréico,
conjuntamente los nitratos y nitritos asimilados son traslocados a tejidos vegetativos o
reproductivos donde son utilizados y/o transformados. En la hoja se localiza un alto nivel
de azucares, acidos grasos y aminodcidos que son metabolizados en el mesdfilo de la
misma para obtener otros productos y sustentar el desarrollo del fruto y/o la semilla
(Murray, 1988).

En los cereales, los carbohidratos que son almacenados tales como la sacarosa,
glucosa, fructuosa, almidén y otros polisacéridos, alcanzan una concentracién méxima en
las parte vegetativas de la planta madre previamente a la antesis, después de la cual
comienzan a decrecer. Parte de éstos carbohidratos son translocados durante el desarrollo de
la semilla, lo que equivale de un 15 a 20% del peso fresco total de las semillas. La
contribucién restante depende de la actividad fotosintética de las diferentes partes de la
planta madre durante el desarrollo. En leguminosas, la mayor parte del aporte de carbono a
la semilla es fotosintetizado por tejidos verdes (como la vaina en el caso del chicharo),
aunque existe una contribucién importante por parte de las hojas. El incremento en el
contenido de proteinas durante el desarrollo de la semilla, se da a expensas de las
compuestos nitrogenados derivados de partes senescentes de la planta madre, o de la
transformacién a nivel de la hoja o bien proviene directamente de la fijacién por los
nédulos (Bewley y Black, 1985).

1.-Almidon.

La sacarosa es el azicar traslocado de la planta madre a la semilla y es el sustrato
para la formacién del almidén. Este almidén es sintetizado en hojas y almacenado en
drganos como los frutos, semillas y raices (Martin y Smith, 1995). La ruta de sintesis de
almidén es bien conocida. Primeramente la sacarosa es convertida en fructosa y glucosa
UDP por medio de la sacarosa sintetasa.

SAC +UDP — FRU + UDP-GLU

Ambos compuestos son convertidos a glucosa 1-fosfato por medio de la enzima UDP.
glucopirofosforilasa.

UDP-GLU + PPi — GLU-1-P + UTP

La glucosa-1-fosfato es convertida en ADP-glucosa por medio de la ADP-
glucopirofosforilasa (ADPGPPasa; Ec 2.7.723. yomenciatura Intermacional para Enzimas)-

GLU-1-P + ATP — ADP-GLU +PPi
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Con ese compuesto se alargan las cadenas. Este proceso se repite para completar la
molécula de almidén. La enzima involucrada es la ADP-glucosa almidén sintetasa (Ec

2.4.1.21).

ADP-GLU + GLU(n) - GLU(n+1) + ADP
Una forma alternativa de este paso lo realiza la enzima fosfatasa del almidén:
GLU-1-P + GLU(n) » GLU(n+1) + PPi

Las ramificaciones en los polimeros de almidén son reguladas por la enzima de
ramificacion del almidon (SBE; Ec 2.4.128), la cual hidroliza un enlace a-(1,4) de una
cadena y entonces cataliza la formacion de un enlace a~(1,6) entre el residuo terminal de la
cadena del glucano “cortado” y otro residuo de glucosa (Martin y Smith, 1995).

El almidén esta formado por dos componentes: amilosa (cadena lineal de glucosa
con enlace a-1,4) y la amilopectina (una cadena de glucosa ramificada con enlaces «-1,6
glucosidicos), esta ultima constituye del 50 al 70% del polisacarido. El almidon es
almacenado en organelos llamados amiloplastos, estos estdn rodeados por una doble
membrana y posiblemente incorporen algunas enzimas de la sintesis del almidén. La
sintesis de almidon parece comenzar después de la antesis y se acumula en el endospermo
de cereales junto a los cuerpos proteicos. En algunas leguminosas, el depésito del almidén
se da en las células de los cotiledones a nivel del estoma de algunos cloroplastos, dos o tres
semanas después de la antesis. Un patrén distinto de acumulacién ocurre en otras
leguminosas como la soya, en la que adquiere un incremento sustancial en el contenido de
almidon en los cotiledones durante el desarrollo de la semilla y es seguida por un
decremento, asi que la semilla madura hidratada permanece con poco almidén. Esto se debe
que el almidon es removido en estados tardios del desarrollo para proveer esqueletos de
carbono para la sintesis de proteinas y lipidos (Murray, 1988).

2.- Galactomanano.

El almidén no es el tnico carbohidrato que se almacena en dicotiledoneas, sino que
existen otros azicares poliméricos. En las leguminosas endospérmicas el mayor producto
de almacenamiento se deposita en paredes celulares del endospermo en forma de
hemicelulosas. Estos productos son largos mananos que se puede depositar en grandes
cantidades, al grado de involucrarse en el engrosamiento de las paredes celulares y son
conocidos también como gomas.

Las reservas de mananos sirven a un gran niimero de plantas, y estos pueden tener
una descripcion general como polimeros ramificados de manosa; las ramificaciones se dan
con cantidades pequefias de aziicares como galactosa y glucosa. En el primer caso se
denominan galactomananos y en el segundo glucomananos (Murray, 1988).
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Los galactomananos se han encontrado en el endospermo de familias como la
Caesalpiniceae, Mimosaceae y Fabacea (Meier y Reid, 1982), y también han sido
reportados en especies de Annonaceae, Convolvulaceae, Ebanaceae, Loganiaceae y Palmae
(Murray, 1988).

La estructura consiste de una cadena de manosa unida por enlace p (1-4), la cual
contiene substituciones de unidades D-galactopiranosil unidas por enlaces o (1-6). La
proporcién de galactomanano de una semilla en particular depende de la extension y del
desarrollo del endospermo (Reid y Meier, 1972). El grado de substitucién de galactosa
sobre la cadena de manosa varia de acuerdo a la leguminosa y se ha propuesto ademas que
existe una remarcada correlaci6n entre la posicion taxonémica (a nivel de subfamilia) y las
proporciones de manosa:galactosa, de esta forma se considera que durante el curso de la
evolucion se ha presentado un decremento en la cantidad del polisacérido paralelo a un
incremento en la proporcién de galactosa (Buckeridge et al.,1995).

Contenidos bajos de galactosa (25-35% respecto a una relacidn 1:1) son tipicos de
leguminosas primitivas como Caesalpiniodeae, mientras que altos grados de galactosa
(cerca del 97% respecto a una relacion 1:1) son caracteristicas de leguminosas avanzadas
como las Faboideas (Reid y Meier, 1970). Las propiedades fisicas de los galactomananos
estan determinadas en parte por la cantidad y distribucién de galactosa en las cadenas, como
también por el peso molecular y la concentracién del polimero (Ganter et al,1992). La
importancia biolégica de la proporcion de manosa /galactosa en las semillas de leguminosa
adn es desconocido, sin embargo ha sido relacionado con las interacciones que realiza con
el agua. Durante la hidratacién de las semillas de Trigonella foenum-graecum, el
galactomanano contenido en el endospermo acumula una gran cantidad de agua, la cual
sirve como reservorio durante la germinacion del embrién y durante los subsecuentes
periodos de desecacion (Reid y Bewley, 1979).

En las leguminosas, el galactomanano se deposita en las paredes celulares del
endospermo durante el desarrollo de la semilla y representa la fuente tipica de reserva de
nutrimento en éstas semillas ( Reid et al,1995). Reid y Meier (1970) estudiaron la
biosintesis de galactomanano en semillas de Trigonella foenum-graecum en diferentes
estados de maduracion. El polisacarido estd presente a lo largo del desarrollo exceptuando
las semillas muy jovenes. También demostraron que existen cambios en los carbohidratos
de bajo peso molecular durante el periodo de formacién de galactomanano, de esta forma al
iniciar la acumulacién del polisacarido, las semillas contienen sacarosa, mioinositol,
glucosa y galactinol, y al final el sacérido mas abundante es estaquiosa (de la serie de
rafinosa). Sioufis y colaboradores en 1970 (en Dey 1978) propusieron que la biosintesis de
galactomanano podria ser similar al mecanismo propuestos para la formacién de estaquiosa,
es decir, una transferencia de residuos de galactosa. Dey (1978) demostré la existencia de
una ruta biosintética dependiente de nucledtidos glucosilados (UDP-D-Galactosa y GDP-D-
Manosa). La formacion de galactomanano puede ocurrir en vesiculas de reticulo
endopldsmico rugoso y el polimero secretado a través del complejo de Golgi hacia el
plasmalema y la pared celular (Meier y Reid, 1977). En 1985, Bewley propuso que en la via
de formacion del polisacarido la manosa puede ser producida a partir de la sacarosa y
entonces convertida a un nucleétido glucosilado:

11




ANTECEDENTES

SACAROSA — FRUCTOSA -6-P — MANOSA - 6- P - MANOSA -1-P

| d
GALACTOSA GDP - MANOSA
0 2 d
GALACTINOL UDP- GALACTOSA i
3
GALACTOMANANO

Edwards y colaboradores (1989) han propuesto con base en estudios anteriores
(Campbell y Reid, 1982; MacCleary y Matheson, 1986) que en la biosintesis de
galactomanano estdn involucradas dos tipos de transferasas membranales, manosil
transferasas y galactosil transferasa. Sus estudios realizados en Trigonella foenum-graecum
y Cyamopsis tetragonoloba comprobaron que en la biosintesis del galactomanano son
necesarios los nucledtidos glucosilados: UDP-galactosa, GDP-manosa y las enzimas
manosil transferasa y galactosil transferasa, asi como un catién divalente calcio o magnesio.
Las cadenas sintetizadas corresponden al polimero y la relaciéon manosa galactosa esta
regulada por la interaccion de ambas enzimas. De esta forma las diferencias encontradas en
las proporciones de manosa: galactosa  para distintas leguminosas reflejan la
heterogeneidad de la estructura molecular de las enzimas y las propiedades de especificidad
(Reid et al.,1995)

2.a.- Usos.

El uso del galactomanano se inicia en el antiguo Egipto (3000 A de C) como
sustancias de momificacion (Dey, 1978), sin embargo la utilizaciéon masiva se presenta en
la década de los 40. A partir de la segunda guerra mundial y debido a los bloqueos entre
continentes se inicid la investigacién para reemplazar a la especie mas utilizada hasta ese
momento para la extraccion de galactomanano (Ceratonia siliqua L.). Una de las plantas
que se descubrié fue Ciamopsis tetragonolobus cuya cantidad de galactomanano en la
semilla seca representa el 23.5% del peso seco (Dea y Morrison, 1975). Actualmente
contindan los estudios a este nivel para localizar especies nativas que puedan considerarse
como alternativas para la extraccidon de galactomanano y cuyos costos de produccion sean
menores a los de importacion (Buckeridge et al.,1995). El galactomanano se utiliza en la
industria debido a sus propiedades fisicas. La principal es su alta viscosidad en soluciones
a ciertos intervalos de temperatura y pH. Esta propiedad es la razdn principal por la cual es
utilizado en la industria como un agente de espesamiento, estabilizador, dispersor, aditivo y
gelificante (Buckeridge y Dietrich; 1990; Garcia-Ochoa y Casas, 1992; Buckeridge et
al,1995). Los geles son extremadamente usados en la texturizacion de alimentos,
asimismo, se ha utilizado conjugado con protaminas para funcionar como emulsificante y
antibacteriano (Ganter et al,1992; Matsudomi et al, 1994). Los usos en los cuales ha
incidido el galactomanano son en la industria de los alimentos (helados, quesos y postres),
cosméticos y productos de papel, en la preparacion de brebajes de la industria farmacéutica,
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en la reconstitucién del tabaco, como agente ensamblador en la produccién de explosivos
(para el combate de incendios forestales), conjuntamente con el nitrato de amonio, en la
industria minera y de perforacién, y en el proceso de produccién de petréleo (Daniel y
Whistler, 1984). Recientemente se han estudiado las propiedades reoldgicas en solucion
acuosa de varios galactomananos obtenidos de semillas de leguminosas. Se ha medido su
viscoelasticidad que esta directamente relacionada con propiedades pseudoplasticas y cuya
utilizacion es amplia en la industria de la transformacién (Turquois ef al., 1992; Kapoor et
al., 1994).

E.- Fisiologia del Desarrollo del Endospermo.

Existe una clasificacion que divide a las semillas en endospérmicas y no
endospérmicas, dependiendo de la presencia o ausencia de éste tejido en la semilla madura.
Se ha visto que: 1) el endospermo es formado y retenido como un 6rgano de reserva en la
semilla madura hidratada y 2) el endospermo es formado, pero substancialmente es
degradado durante el tiempo en que el embrién madura. El endospermo se propone como
una fuente de reserva aunque esto no implica que todos los nutrimentos adquiridos por el
embrion se obtengan via endospermo Durante el desarrollo del endospermo, algunos de los
nutrimentos son obtenidos de los tejidos adyacentes y otros son sintetizados a partir del
material transportado. De ésta forma el endospermo se convierte en una fuente de
nutrimentos disponible para el embrién durante la maduracién, el cual puede ser agotado
parcial o totalmente al final del desarrollo de la semilla (Murray, 1984).

En semillas dicotiledéneas no endospérmicas las reservas del endospermo son
consumidas durante el desarrollo del embrién y depositadas en los cotiledones, activando
éstos como organos de almacenamiento. En este caso, el endospermo residual esta
representado por algunos estratos de células muy vacuoladas que no contienen sustancias de
reserva. En contraste, el endospermo se mantiene como un tejido permanente en semillas
dicotiledoneas endospérmicas. El material de reserva en este caso se deposita en el limen o
en la pared de estas células y consisten generalmente de polimeros de manosa. Durante la
germinacién funciona principalmente como tejido de nutricion.

Desde fines del siglo pasado se han desarrollado investigaciones concernientes al
tipo de carbohidrato de reserva que se presente en semillas endospérmicas, en particular
con semillas de leguminosas. Se ha hecho relevante identificar el material de reserva del
endospermo a partir de sus constituyentes, los procesos metabdlicos y sus funciones a lo
largo del desarrollo de la semilla. Los estudios realizados durante la década de los 60 y 70
han proporcionado valiosos datos acerca de la naturaleza, composicién quimica y
funcionalidad de las sustancias de reserva en el endospermo de leguminosas.

El mucilago encontrado en el endospermo de semillas de leguminosas es un
polisacarido denominado galactomanano. En general los galactomananos no estin
asociados a la presencia de granulos de almidon, pero se presentan en semillas que son ricas
en oligosacdridos de la familia de la rafinosa. En tales semillas, se considera que funciona
como una reserva de carbohidratos (Dey, 1978).
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La sintesis de estos polisacaridos implica una transferencia de galactosa sobre la
cadena lineal de manosa y se ha propuesto que la proporcion resultante entre estos dos
azucares tiene implicaciones en la capacidad higroscépica del polisacarido. Edwards y col.
(1992), utilizaron tres tipos distintos de semillas para observar el efecto de las proporciones
manosa/galactosa, encontrando en el caso de Sena occidentalis una relacion baja al inicio
del desarrollo (2.3), para posteriormente incrementarse a 3.3. Otro caso se presenta en el
estudio realizado por Mallet y colaboradores (1987) donde se observan cambios en la
cantidad de galactosa durante la acumulacion de galactomanano en semillas de Gleditsia
triacanthos. En estos casos las actividades de la a-galactosidasa coincide con la elevacion
de las proporciones manosa/galactosa, esto se explica debido a que se presenta una
hidrolisis de los residuos de galactosa, la cual es controlada durante el mismo proceso
biosintético.

Estudios realizados en la familia Convolvulaceae, particularmente en Ipomoea
muricata (Khanna y Gupta, 1967) demostraron que el galactomanano presente en el
endospermo de estas semillas tiene proporciones de manosa/galactosa 1.8.

Otro estudio realizado en Convolvulaceas, es el caso de Turbina corymbosa, en el
cual se lleg6 a la conclusién de que el polisacarido de reserva que contiene el endospermo
es galactomanano con una proporcién molecular manosa/galactosa de 7.2 (Brechi-Franco,
1980, Brechu-Franco et al.,1984).

F.- Germinacién de semillas en Angiospermas

La germinacion en semillas ortodoxas se presenta sélo hasta que se ha pasado por un
periodo considerable de crecimiento y desarrollo de acumulacién de sustancias de reservas
y finalmente por un etapa de desecacién. Posteriormente a estos eventos las semillas
atraviesan por una etapa de latencia, la cual puede durar meses o afios. Una vez que se
colocan en presencia de agua, comienza la imbibicién y con ella una fase diferente. Esta
fase tiene como resultado el crecimiento de la radicula y mas tarde del tallo a expensas de
los materiales de reserva (Murray, 1984). La germinacién se ha definido como la
reanudacién del metabolismo, crecimiento y expresién del genoma, acompafiado de la
transformacion del embridn en una plantula ( Jann y Amen, 1977). Sin embargo, desde el
punto de vista fisiolégico, Bewley y Black (1985) delimitan el término y consideran que la
germinacién comienza con la entrada de agua a la semilla (imbibicién) y termina cuando se
inicia el crecimiento del eje embrionario, y se da la protrusién de la radicula, acompafiado
de numerosos eventos celulares.

Una semilla que no presenta los procesos de germinacion, a pesar de que ésta se
encuentre preparada para ellos, se dice que es quiescente y ocurre cuando las condiciones
ambientales no son favorables. Por otro lado cuando la semilla no estid preparada para
germinar, aun cuando las condiciones sean las adecuadas, se encuentra en latencia. Las
semillas que ain no son dispersadas de la planta madre tienen un bloqueo para germinar
considerado como una latencia primaria. Posteriormente cuando las diasporas son
dispersadas y este bloqueo contintia en la semilla madura deshidratada como resultado de
las condiciones ambientales, se dice que posee una latencia secundaria.
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El proceso que da origen a la germinacién implica tres fases: imbibicion, lag y
alargamiento. La fase de imbibicion implica la entrada de agua a la semilla. La cantidad de
agua que entra a la semilla durante este perfodo es generalmente pequefio, no excediendo
tres veces el peso seco de la semilla y aumenta gradualmente en funcion del tiempo. En la
fase dos o fase lag, la entrada de agua es constante, manteniendo un balance hidrico.
Durante esta fase los eventos metabolicos de mayor relevancia tienen lugar en la
preparacion de la emergencia de la radicula, la cual se realiza al final de ésta fase. En la
Gltima fase (de alargamiento), sélo las semillas germinadas entran en ella, y esta
caracterizada por la elongacion de la radicula. El primer signo de que la germinacién se ha
completado, es precisamente cuando se da el incremento en la longitud y el peso fresco de
la radicula (Bewley y Black, 1985).

Durante la imbibicion de la semilla se activan minimamente tres vias metabolicas:
glucolisis, via de las pentosas fosfato y ciclo de los acidos tricarboxilicos. La glucélisis es
catalizada por enzimas citosolicas las cuales pueden operar bajo condiciones aerdbicas o
anaerdbicas, produciendo piruvato en la primera condiciéon y acido lactico, etanol y CO,.
La cadena de transporte de electrones y la fosforilacién oxidativa estdn relacionadas
directamente con respiracion de las semillas. Durante esta fase el transporte de electrones
ocurre por una via alternativa denominada de la oxidasa alternativa; posteriormente la
generacion de ATP se da por la via clésica de la cadena respiratoria. Por otro lado la sintesis
de proteinas es esencial en la germinacion. Esta sintesis comienza despu€s de la imbibicion
y es independiente en muchos casos de la sintesis de novo de RNA, sin embargo antes de
completar la germinacién se sintetiza nuevo RNA. La sintesis de DNA ocurre en muchas
semillas solo después de la germinacién y se considera una parte integral del crecimiento
del eje. Debido a que el evento mas importante en los tejidos de almacenamiento es la
movilizacion de reservas , lo cual requiere de la participacion de varias enzimas, es
necesario en algunos casos sintetizarlas de novo (Murray, 1988).

G.- Germinacion en Convolvulaceas.

Se conoce que [ purpurea presenta una latencia primaria impuesta por la testa. Al
eliminar la cubierta seminal se determiné que el embrion de la semilla recién deshidratada
cuenta con la madurez fisiologica para llevar a cabo la germinacion. Por lo que la
germinacion es afectada por la testa impermeable al agua y gases (Ponce-Salazar et al,
1990, 1993; Brechu-Franco, 1994). Una vez que se ha eliminado la testa, las semillas logran
desencadenar la germinacion. En el caso de [ purpurea es necesario la escarificacion acida
(Crowley y Buchannan, 1980 ). De esta manera la latencia a este nivel constituye una
estrategia de supervivencia que mantiene a las semillas viables por tiempos variables, hasta
que se presentan las condiciones favorables para germinar y lograr el establecimiento de la
plantula (Brechu-Franco, 1994)

Otro caso es Turbina corymbosa donde se ha demostrado la presencia de testa
impermeable al agua. La germinacion en esta semilla indica que el polisacarido de reserva
no es utilizado durante las primeras etapas de la germinacion; la movilizacién de las
sustancias nutritivas en este periodo se originan del embrién. La degradaciéon de reservas
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del endospermo ocurre entre los 60 y 120 horas de iniciada la imbibicién, alcanzando
entonces la hidrélisis completa (Brechu-Franco, 1980)

H- Movilizacion de carbohidratos durante la Germinaciéon y Postgerminaciéon

Durante la germinacidén, la sacarosa y los oligosacaridos de la serie de la rafinosa
son hidrolizados y sus niveles declinan. Adn cuando existe muy poca evidencia de que los
monosacéridos liberados son utilizados como substratos para la germinacion es probable
que esto suceda. La fructosa y glucosa libre pueden acumularse en las semillas durante la
hidrélisis de la sacarosa y de los oligosacaridos, sin embargo no se ha encontrado
galactosa, por lo que se propone que ésta sea rapidamente utilizada en la formacién de
paredes celulares (McCleary y Matheson, 1974).

La movilizacién de sustancias de reserva en tejidos de almacenamiento
invariablemente comienza después de la protrusién de la radicula, considerado entonces
como un evento postgerminativo. En regiones de crecimiento algunas movilizaciones
pueden ocurrir antes de que Ja germinacién sea completada, es este caso las reservas estan
generalmente presentes en cantidades menores, de esta forma los productos de la hidrélisis
puede ser importante para los procesos de establecimiento de la plantula. La forma de
movilizar las reservas de alto peso molecular es su conversiéon a formas transportables
hacia los sitios de requerimiento (tejidos en crecimiento) donde seran utilizados en la
produccidn de energia y sintesis de otras sustancias (Bewley y Black, 1985).

Los o6rganos de almacenamiento contienen cantidades apreciables de dos o maés
carbohidratos de reserva: almidén y hemicelulosas (galactomanano). El grano de almidén
puede ser degradado durante la germinacion mediante dos vias: la hidrolitica y/o la
fosforolitica. La via hidrolitica es aquella que puede romper los enlaces glucosidicos tanto
de la amilosa como de la amilopectina, por la introduccién neta de una molécula de agua.
Durante la germinacion, este proceso se inicia por la accion de la o-amilasa sobre el grano
de almidodn, la cual es capaz de romper las uniones entre glucosas con enlaces a(1-4) pero
no los que presentan enlace a(1-6), dando como productos finales : glucosa, maltosa y
oligosacérido ramificado. Esta ultima es conocida como dextrina limite, la cual es
desdoblada por una enzima desramificante. Asimismo, existe otra enzima que actiia sobre
los mismos enlaces pero desde el extremo no reductor del polisacéarido y se conoce como
B-amilasa. Los productos de estas dos enzimas son desdoblados a glucosa por medio de una
a-glucosidasa. La via alterna de la degradacién del almidén emplea f6sforo para la ruptura
del enlace entre las dos glucosas. La enzima que realiza esta ruptura es la fosforilasa del
almidén, rindiendo como productos finales al almidén menos un residuo de glucosa, maés la
glucosa 1-fosfato. Con la glucosa liberada, la sintesis de sacarosa se presenta como una
forma de movilizar esta fuente de carbono (Preiss y Levi, 1982).

En dicotiledéneas no endospérmicas, las primeras etapas de la germinacién estin
caracterizadas por la utilizacién de sustancias de reserva como las proteinas, lipidos y
carbohidratos, éstos estan almacenados en la radicula. Asi, la rafinosa , la estaquiosa y la
sacarosa son la fuente inicial de carbohidratos. En chicharo se encuentra una pequefia
cantidad de las amilasas, la hidrélisis e n los cotiledones se inicia después de la emergencia
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y elongacién de la radicula. El consumo de almidén en este caso es bifasico; la inicial o
lenta se debe a la actividad de la fosforilasa del almidén, la segunda fase o répida se debe a
la actividad hidrolitica (Diaz- Pontones et al., 1992).

En semillas maduras de dicotiledéneas que poseen un endospermo, las paredes del
endospermo estan constituidas del 10 al 50 % por galactomanano. Trabajos realizados en
alholva durante la germinacién, demuestran que en las primeras fases el embridn utiliza
los oligosacaridos como la rafinosa para la obtencion de glucosa y galactosa (Reid 1971).
En un proceso posterior, la utilizacién del galactomanano se inicia por la liberacién de las
enzimas: a-galactosidasa (EC3.2.1.22) que remueve la D-galactosa con enlace o (1-6); f3-
mananasa (EC.3.2.1.78), que hidroliza los enlaces B(1-4)D-mananos y B-manosidasa
(EC.3.2.1.25) que hidroliza los productos de la B-mananasa para completar el rompimiento
a D-manosa. La f-manosidasa también es conocida como f-manosidasa monohidrolasa o
exo-B-mananasa (McCleary y Matheson, 1975; Spyropoulos y Reid, 1988).

La a-galactosidasa y f§ -mananasa son producidas por la capa de aleurona del
endospermo, probablemente por sintesis de novo , mientras que la B -manosidasa esta
presente en un estado activo en el endospermo (Reid y Meier, 1972; Seiler, 1977;
MacCleary y Matheson, 1983). Eventualmente el endospermo es hidrolizado y los
productos de éstos son absorbidos por los cotiledones por difusiéon pasiva (Uebelman,
1978), o bien la manosa y la galactosa pueden ser transportados por acarreadores
especificos ademas del componente de difusién pasiva (Zambou y Spyropoulos, 1989 y
1990). En este ultimo caso son fosforilados (a galactosa 1-fosfato y manosa 6-fosfato) y
por una serie de pasos pueden ser utilizados para la sintesis de sacarosa, la cual puede ser
enviada al eje embrionario. Si los niveles de sacarosa son altos, estos pueden ser utilizados
para la sintesis temporal de almidén (Reid, 1971). Las leguminosas endospérmicas son
unicas en el sentido de que los cotiledones no contienen almidén, sino hasta que éste es
sintetizado como reserva temporal después de la germinacion (Bewley et al.,, 1993).

La regulacion de la movilizacién de galactomanano se ha estudiado en los ultimos
afios. El embriéon a nivel del eje embrionario regula durante la primera parte de la
germinacion la inhibicién del rompimiento del polisacarido y la produccién de «-
galactosidasa. A nivel del endospermo no se conoce totalmente la naturaleza del inhibidor,
pero se postula la presencia de acido abscisico (Reid et al, 1977; Spyropoulos y Reid,
1985, Malek y Bewley, 1991) y sustancias saponificables (Zambou ef al., 1993).

L.- Fisiologia de la Postgerminacién: el papel del Endospermo.

Los fendmenos de movilizacién de galactomanano se presentan durante la
postgerminacidn, en la cual funciona como fuente de carbono para muchas de las semillas
dicotiledoneas endospérmicas. Los productos de la hidrélisis del polisacarido son la D-
galactosa y D-manosa que no son almacenados en el endospermo sino que son absorbidos
rapidamente por el embrién y pueden ser convertidos en sacarosa y/o almidén transitorio, 1o
cual permite €l establecimiento y crecimiento de la plantula.
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En el caso de Turbina corymbosa, en la que se ha analizado al galactomanano y los
cambios que sufre el endospermo durante la postgerminaciéon y se propone que el
endospermo funciona de tres maneras: como un tejido de absorcién de agua, como un
material que ejerce presion hacia la testa provocando su rompimiento y como un material
de reserva utilizado en el desarrollo vegetativo de la planta (Brechu-Franco, 1980; Brechu-
Franco et al., 1984).

Existe semejanza entre los estudios realizados en leguminosas y la familia
Convolvulacea (Brechi-Franco et al,1990) ya que presentan un endospermo con un
polisacarido que al contacto con el agua se convierte en un mucilago (galactomanano).
Dentro de las Convolvulaceas de interés especial se encuentra Ipomoea purpurea, arvense
que causa serios dafios a la agricultura, cuyos estudios se han enfocan al desarrollo de las
semillas, con el fin de controlarla. No existen trabajos realizados en esta semilla a nivel de
composicién de endospermo y caracterizacion de sustancias de reserva (polisacaridos de
galactosa y carbohidratos solubles), por lo que es necesario abundar en el conocimiento a
nivel bioquimico de los fenomenos de depositacién, transformacién y utilizacién de estos
carbohidratos durante el desarrollo, germinacién y postgerminacién en I purpurea.




JUSTIFICACION

El grupo de las malezas o malas hierbas, dentro de las cuales se encuentran las
arvenses, se definen como aquellas que afectan considerablemente el desarrollo del cultivo
que invaden, y constituyen uno de los problemas de mayor importancia en la agricultura ya
que establecen una competencia por luz, nutrimentos, agua, espacio, y otros requerimientos
para el desarrollo. Los dafios producidos se interpretan como bajas en los rendimientos y
en la calidad de los cultivos. Las arvenses afectan cultivares de importancia econémica
como el maiz , frijol, arroz, trigo, cebada, avena, sorgo y muchos mas.

La capacidad de las arvenses para sobrevivir a medios hostiles y competir
exitosamente con otras plantas se debe a su alto grado de especializacién, es decir,
adaptaciones muy caracteristicas. Entre las adaptaciones encontramos la de tener una alta
produccién de semillas con alta viabilidad, germinacién répida, pronto establecimiento y
crecimiento de la plantula. Ademas, esta ultima caracteristica se deben al tamafio de la raiz,
los cotiledones y al indice de hojas producidas. El desarrollo de las estructuras, se
encuentran influenciadas directamente por los eventos embrioldgicos, fisiologicos y
bioquimicos que ocurren durante la fase de desarrollo de la semilla.

Dentro del grupo de las malas hierbas se encuentra el género Ipomoea, dicotileddnea
que pertenecen a la familia Convolvulaceae de hébito rastrero o trepador. Una de ellas es
Ipomoea purpurea, la cual causa serios dafios a cultivos basicos como el maiz y el frijol (
entre 40 cultivos). Esta arvense ha sido poco estudiada a nivel bioquimico, por lo que se
requiere de un conocimiento mds amplio acerca de su ciclo de vida, fisiologia y los
mecanismos adaptativos que le permiten desplazar a los cultivos. Por otra parte, las malas
hierba elevan los costos de operacion de las siembras y cosecha asi como decremento en
rendimientos y productividad. Ademas la presencia de semillas arvenses como
contaminantes de semillas de importancia econémica, hace que disminuya su valor
comercial hasta el grado de impedir su exportacion.

Dada su amplia distribucién en zonas templadas de México y su importancia
agricola, es trascendente abundar en el conocimiento de los mecanismos adaptativos a nivel
bioquimico que utiliza I purpurea y que favorecen su competitividad. Es claro que la
formacion, almacenamiento y posterior utilizacion de los materiales de reserva en la semilla
juegan un papel preponderante entre sus adaptaciones como maleza. En este sentido, es de
especial importancia conocer el tipo de polisacarido que almacena como fuente principal de
carbono durante el desarrollo y su posterior utilizacién en los procesos de germinacion
asocidandolo a las enzimas involucradas. De esta manera se conocerd mas acerca del
metabolismo central de la semilla. La generacién de nuevo conocimiento ayudard a
encontrar diferencias en comparacion con los cultivos que invade, para lograr en un futuro
un método especifico de control, con el fin de minimizar los problemas econdémicos
producidos por la maleza y de manera indirecta la posible utilizacién de la semilla en la
industria.
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OBJETIVOS

A- OBJETIVO GENERAL.

Estudiar la acumulacién, degradacion y transformacién de Galactomanano durante
el desarrollo, germinacién y postgerminacion de la semilla [pomoea purpurea (L) Roth.

B- OBJETIVOS ESPECIFICOS.

a- Determinar durante el desarrollo de la semilla I purpurea (desde la antesis hasta la
semilla madura deshidratada).
1.- La cantidad de galactomanano.
2.- Las pozas acumulables de carbohidratos solubles: sacarosa, glucosa, fructosa,
galactosa y oligo de galactosa con enlace alfa.
3.- La actividad de las enzimas a-galactosidasa, -mananasa y 3-manosidasa,
involucradas en la degradacion de galactomanano.

b- Determinar durante la germinacion y postgerminacion de la semilla I purpurea (de las 0
a las 72 hrs de imbibicién).
1.- La cantidad de los polisacéaridos, galactomanano y almidon.
2.- Las pozas acumulables de carbohidratos solubles.
3.- Laactividad de las enzimas a-galactosidasa, f-mananasa y B-manosidasa,
involucradas en la degradacion de galactomanano.
4.- La actividad amilolitica involucrada en la degradacién de almidén.
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METODOS

VI.- METODOS

A.- Material bioldgico

B.- Desarrollo de semillas

C.- Germinacion de semillas

D.- Extraccién de carbohidratos solubles

E.- Cuantificacion de carbohidratos solubles totales

F.- Determinacién de carbohidratos solubles por pruebas quimicas

G.- Cuantificacion de Gal y nRaf por pruebas enzimaticas

H.- Determinacion del tipo de a-Galactosil Oligosacarido

I.- Cuantificacién de Sac, Glu y Fru por pruebas enzimaticas

J.- Extraccién y cuantificacion de GLM

K.- Pureza del GLM

L.- Extraccién y cuantificacion de Alm

M.- Extraccién y cuantificacion de actividades enzimaticas
1.- a-Galactosidasa y $-Manosidasa
2.- B-Mananasa

N.- Extraccién y cuantificacién de la actividad amilolitica
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A.- Material Biolégico.

Se colectaron semillas maduras deshidratadas de campos de cultivo de maiz del
estado de Morelos, los cuales se encontraban infestados con Ipomoea purpurea. Estas
fueron usadas como banco de semillas para propagar la planta. Las plantas fueron crecidas
en el invernadero de la UAM-I en la ciudad de México y de éstas se obtuvieron las semillas
en desarrollo y las semillas maduras deshidratadas. Con respecto a las semillas en
desarrollo, se colectaron los frutos cada 30 dias, durante los tres meses subsecuentes a la
primera floracion. Este material bioldgico se guardd a -70°C hasta su uso. Las semillas
maduras deshidratadas se conservaron a temperatura ambiente.

B.- Desarrollo de Semillas.

Para la cuantificaciéon de carbohidratos, el desarrollo de la semilla se considerd
desde la antesis hasta la semilla madura deshidratada. El desarrollo se dividi6 en 10 etapas
de acuerdo al peso fresco de la semilla, cuyo intervalo estd comprendido de entre 1 y 50 mg
(Diaz-Pontones, 1992). Las determinaciones de carbohidratos y actividades enziméticas se
realizaron en la semilla completa y por estructura: testa, endospermo y embrién. En este
caso la diseccion se realiz6 bajo microscopio estereoscopico y sobre un soporte a 4°C.

C- Germinacion de Semillas.

Siete lotes de 100 semillas se escarificaron por la regiéon del micrépilo, se
esterilizaron superficialmente en una solucién al 3% de hipoclorito de sodio durante 15 min
y posteriormente se lavaron tres veces con agua estéril. En condiciones de esterilidad, las
semillas se colocaron en cajas de Petri y se les adiciond Sml de agua destilada. Las semillas
se germinaron en obscuridad a 25 °C durante el periodo de imbibicion determinado
(Brechu-Franco, 1994). Al final de cada periodo de imbibicion (de 0 a 72 hrs con intervalos
de 12 hrs cada uno) se tomaron los siguientes parametros fisioldgicos: peso fresco, longitud
de radicula y peso seco. La determinacion de las pozas de carbohidratos y actividades
enzimaticas se realizaron en el germinado completo y por estructura: testa-endospermo
(considerado como endospermo) y embrion. En este Gltimo caso se realizo la diseccidn del
germinado bajo microscopio estereoscopico y sobre un soporte a 4°C.

D- Extraccion de Carbohidratos Solubles.

De cada etapa de desarrollo se tomaron 200 mg de semillas y se homogeneizaron a
4°C adicionando 2 ml de etanol al 80%. Las muestras homogeneizadas se colocaron en un
bafio a 84°C durante 15 min. Después de ser solubilizadas las muestras se centrifugaron a
1100 g durante 10 min, el sobrenadante se separ6 y se almacené. El botdn se lavé tres veces
con 3 ml de etanol al 80% (Adams et al., 1980; Saravitz et al,1987; Lambrechts et al.,
1994). El extracto etandlico se fraccion6 en alicuotas de 0.5 ml, las cuales se colocaron en
un desecador con silica gel durante 48 hrs para su total desecacion (Fig. 1a).
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Material Bioloégico '
Fraccionamiento de las
semillas por su peso fresco !

\J

Homogeneizacién
con etanol al 80%

\

Solubilizacidén a
84 ° C durante 15 min.

\

Centrifugacion a LQD

1100 g por 10 min.

\J

Almacenamiento del
Sobrenadante

CINEL

\

Lavado del botén
con etanol al 80%

Fig. 1a Diagrama del método de extraccién de carbohidratos solubles
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| E- Cuantificaciéon de Carbohidratos Reductores Totales.

La cuantificacién de los carbohidratos obtenidos en la seccién anterior se realizo por
el método de Antrona. Se utilizé un curva estindar de glucosa y las muestras se midieron a
620 nm (Fig. 1b). Esto permitié conocer la cantidad de reductores totales presentes en
extractos solubilizados de la semilla (Yemn y Williams, 1954; Gonzalez y Penaloza, 1984).

F- Determinacién de Carbohidratos Solubles por Pruebas Quimicas

Se utilizaron ademads, pruebas quimicas especificas para la determinacion de los
carbohidratos presentes en los extractos del desarrollo. Las pruebas utilizadas fueron:
Fehling, para determinar azicares reductores; bial-orcinol, para detectar la presencia de
pentosas; difenilamina y Borenfreund, para detectar cetohexosas; carbazol y cisteina-
H,SO,, para determinar la presencia de hexosas (Kabat y Mayer, 1968; Ortega, 1986).

G- Cuantificacion de Galactosa y a-Galactosil Oligosacarido por Pruebas Enzimaticas

La muestra desecada se resuspendiéo en 0.2 ml de agua. De las muestras se
determiné la cantidad de galactosa libre o galactosa proveniente del oligosacarido mediante
la hidrélisis previa utilizando la enzima a -galactosidasa. La galactosa se estimo mediante
métodos enzimdticos utilizando estuches comerciales (Boehringer Mannheim Gmbh). La
galactosa se acopld a una reaccion en presencia de galactosa deshidrogenasa, produciendo
galactono-lactona y la reduccién del NAD (Fig. 1c). Este ultimo se midi6 a 365 nm
(Bergmeyer et al.,1974; Beuther, 1984; Kurz y Wallenfels, 1974; Walter, 1980).

H- Determinacion del tipo de a-Galactosil Oligosacarido.

Para determinar el tipo de o-galactosil oligosacarido presente, inicialmente la
muestra desecada se resuspendié en etanol al 80% y se sometié a cromatografia en placa
fina bidimensional (HPTLC- A.K. 60 F,,,, Merk 5548). Se utilizaron como sistemas de
solventes: fenol-acido acético-EDTA-agua (840:10:1:160) y butanol-acetato de etilo-acido
acético-agua (40:30:25:40). Se determind el Rf y se comparé contra los estandares.
Posteriormente se determind la proporcién galactosa: sacarosa presente en la molécula. Para
esto se cuantifico la cantidad de galactosa proveniente del oligosacdrido después de la
hidrélisis con a-galactosidasa (ver seccion F) y la cantidad de sacarosa proveniente del
mismo después de la hidrélisis (ver seccién H). Las proporciones resultantes entre galactosa
y sacarosa permitieron determinar que tipo de oligosacarido se encontraba.

I- Cuantificaciéon de Sacarosa, Glucosa y Fructosa por Pruebas Enzimaiticas.
La muestra desecada se resuspendi6 en 0.2 ml de agua. Se determiné la cantidad de

sacarosa, glucosa y fructosa, utilizando pruebas enzimadticas especificas (Estuche
enzimatico Boehringer Mannheim Gmbh ). Se cuantificaron los equivalentes de glucosa-6-
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fosfato productos de la glucosa libre, de la hidrolisis de sacarosa y de la transformacion de
fructosa. La glucosa -6-fosfato se acoplé a una reaccién en presencia de glucosa-6-fosfato
dehidrogenasa para producir gluconato-6-fosfato y NADH +H* (Fig. 1d). La concentracién
del ultimo producto se determin6 a 365 nm (Bergmeyer et al.,1974; Beuther, 1984; Kurz y

Wallenfels, 1974; Walter, 1980).

Preparar las muestras de cada
lote y la curva estandar en
hielo durante 45 min.

\

Colocar la solucién de
Antrona (0.2% H,SO,)
en hielo.

\J

Adicionar la solucién
de antrona (1 ml) a las
muestras.

\J

Colocar las muestras
a 92 ° C durante 8 min.

\

Detener la reaccién
colocando las muestras
en hielo.

A

\

Leer la absorbencia
de las muestras a 620 nm

\\\

~

-

-
-~

Fig. 1b Diagrama del método de cuantificacién de carbohidratos reductores totales
con el reactivo de antrona.
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GALACTOSA
\
1
OLIGOSACARIDO +H20 ——> D-GALACTOSA + SACAROSA
' NAD

I 2

GALACTONO-LACTONA
+ NADH2

\

LEER 365 nm.

Fig. Ic Diagrama del método para cuantificar galactosa y a-galactosil oligosacérido por
pruebas enzimaéticas. 1- a-galactosidasa. 2- Galactosa deshidrogenasa.

GLUCOSA FRUCTOSA
d J
1
SACAROSA +H,0 ——> GLUCOSA  + FRUCTOSA
+ ATP + ATP
I 2 J 4
5
Glu-6-P «—— Fru-6-P
+ NADP
I3
GLUCONATO

+ NADPH, —> LEER 365 nm.

Fig. 1d Diagrama del método para cuantificar sacarosa, glucosa y fructosa por pruebas

enzimaticas. 1- B-fructosidasa, 2 y 4- Hexocinasa, 3- Glu-6-P deshidrogenasa y 4-
Fosfoglucosa isomerasa.
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J- Extraccién y Cuantificaciéon de Galactomanano.

Después de extraer los aziicares solubles, el precipitado de cada lote se hidraté (1:27
w/v) durante 48 hrs a 5°C. Posteriormente, la muestra se incub6 en un bafio a 84°C durante
35 min. La suspensién se centrifugé a 1500 g durante 10 min. Al botén se le realizé6 una
nueva extraccion. Los sobrenadantes se combinaron y se les agregd etanol al 40% y el
sobrenadante resultante se llevé a una concentracion final del 80%. Se conjuntaron los
botones y la muestra conteniendo al galactomanano. Se mantuvo toda una noche a 5°C en
5 volumenes de etanol, al final se colectd el precipitado por centrifugacion a 1500 g
durante 10 min. El botén se deseco, y se disolvié en agua en el momento de su uso (Fig.
le). Esto se consideré como galactomanano o extracto crudo del polisacarido (Larson,
1955; Edwards et al, 1989; Buckeridge y Dietrich, 1990; Buckeridge ef al, 1995). La
cantidad de galactomanano se determind por el peso del extracto, denominado como el
método gravimétrico y se determinaron los equivalentes de galactosa (Equiv de Gal)
obtenidos previo a la hidrolisis del compuesto mediante o-galactosidasa, acoplado a un
estuche enzimatico para determinar galactosa (Ver Seccién F).

K- Pureza del Galactomanano.

El galactomanano obtenido se sometié a una hidrélisis 4cida con H,SO, al IN
durante 12 hrs (Andrews et al, 1952; Mallett ef al, 1987). Posteriormente se neutralizd con
Ba(OH), IN y se centrifugé a 9000g durante 10 min (Harborne, 1991). La muestra se
separ6 por medio de una cromatografia en placa fina (HPTLC- A.K. 60 F,,,, Merk 5548).
La fase mévil utilizada fue n-propanol-etanol-agua (7:1:2). Las placas fueron reveladas
mediante aspersion con una solucién al 5% de H,SO, en ETOH y calentadas a 110°C
durante 5-10 min. (McCleary, 1983; Spyropoulus y Reid, 1988; Edwards et al, 1989 ).

L- Extraccion y Cuantificacion de Almidoén.

La determinacion de almidén se realizé durante la germinacion. El tejido de cada
etapa de imbibicién se homogeneizd en un volumen minimo de una solucién de azida de
sodio al 0.02%. Se agregd 160 pl de una solucidén de I,-KI y se filtro el homogenado a
través de una muselina. Posteriormente se agit6 el filtrado por espacio de una hora en un
bafio de agua-hielo. Al término se centrifugé a 2,500 g durante 15 min y el botén se
resuspendid en 2 ml de azida de sodio fria, para filtrarla por una malla de 100 um. El
filtrado se sometio a centrifugacién nuevamente. El botdn se resuspendid en etanol al 70 %
durante 15 min. y después en etanol al 100 % por 20 min. Pasado este tiempo se decantd y
se sustituyd por hexano, manteniéndose en ¢l durante 48 hrs. El hexano se sustituyd por
etanol al 100% y éste a su vez por etanol al 80%. El almiddn se desecd a temperatura
ambiente durante 24 hrs (Diaz-Pontones, 1991).

El método que se utilizd para la cuantificacién de almidon fue el iodométrico. El
almidén se gelificé con KOH 0.5 N durante 72 hrs a temperatura ambiente. Posteriormente
se sometid a ebullicion por 30 min. y se recuperé el volumen perdido. El almidén disuelto
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fue acidificado con HCI IN. Se tomo una alicuota de volumen conocido y se llevé a 1 ml de
amortiguador de acetatos 0.2 M pH 4.7 (Fig. 1f) Para la formacién del complejo yodo-
almiddn, a la muestra se le agreg6 20 pl de 1,-KI acidulada (1,: 12.7 g, KI: 30 g, HCI IN:
2.2 ml, H,0O: 1,000 ml) se agitd y se determiné su absorbencia a 620 nm. Se realiz6 una
curva patrén empleando almidén soluble Merck (Diaz-Pontones, 1991).

Hidratacion del botén
durante 48 hrs.

\

Solubilizaciona84°C
por 35 min.

\

Centrifugacion a
1500 g durante 10 min.

\

Precipitacion del
GLM con etanol al 80%.

\

Desecacion de GLM
Peso seco
(método gravimétrico)

\J

Hidratacion del GLM
y cuantificacién
(método de Equiv de Gal)

Sh

>

Ny b

Fig. le Diagrama del método de extraccién y cuantificacion de galactomanano.
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Extraccion de lipidos
del botén con hexano.

\

Solubilizaciéon de Alm
con KOH 72 hrs.

\J

Neutralizacion de la
solucién de ALM
HC!I 1N.

\

Formacion del complejo
Alm- lodo.

\

Leer absorbencia
a 620 nm,

Fig. 1f Diagrama del método de extraccién y cuantificacién de almidén.
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M- Extraccién y Cuantificacién de la Actividad de Enzimas hidroliticas.

1.- a~Galactosidasa y [-Manosidasa.

La extraccion de o-Galactosidasa y B-Manosidasa se realizo mediante dos
procedimientos. En ambos casos la extraccion se realizo a 0 °C. Bajo el primer
procedimiento grupos de 5 semillas de acuerdo a las etapas previamente sefialadas fueron
homogeneizados en 3 ml de amortiguador Mcllvaine (citratos 0.1M y fosfatos 0.2M) pH
5.1 con BSA 1 mg/ml. El homogenado posteriormente fue centrifugado a 1000 g durante 10
min v el sobrenadante se utilizé para realizar las mediciones enzimdticas (modificado de
Spyropoulus y Reid, 1985 y Ouellette y Bewley, 1986). El segundo procedimiento de
extraccion consistidé en homogeneizar grupos de 5 semillas en un amortiguador de alta
salinidad consistente de Tris-HCl 0.05 M pH 8.0, BSA 1 mg/ml y NaCl 0.2 M.
Posteriormente se centrifugé a 14,000 g durante 10 min. Al finalizar, e] sobrenadante se
utilizé6 para medir la actividad enziméatica de ambas enzimas (McCleary, 1983 y Ouellette y
Bewley, 1986). Para realizar las determinaciones por estructura, se realizé una diseccion
manual a 4°C. El embrion fue suspendido en el amortiguador de extraccidon y se agitd
gentilmente para remover el GLM adherido a los cotiledones. Esta solucion fue adicionada
para la homogeneizacion del endospermo. El embrién fue lavado en dos ocasiones y
entonces homogeneizado en un volumen conocido. Para determinar la actividad en la
semilla madura deshidratada, estas se imbibieron en agua y se colocaron a 4 °C durante 12
hrs.

La actividad de la o-Galactosidasa se determiné en el sobrenadante por duplicado
bajo la siguiente mezcla de reaccion: 37 pl del extracto crudo, 37 ul del sustrato p-nitofenil-
a-D-Galactopiranésido (PNPG, 0.01 M) en amortiguador de citratos-fosfato a pH 5.1 y
BSA | mg/ml. Se determin6é el lapso de tiempo de incubacidén adecuado para la
determinacion de la actividad enzimatica, en donde se conserva la linearidad entre el tiempo
y el cambio de absorbencia. Asi se estimé que el tiempo idéneo de incubacién a 30°C fue
de 30 min para el desarrollo y de 15 min para la fase de germinacién utilizando una
dilucién de 1:10 del extracto. Al final de el periodo de incubacion la reaccién fue detenida
agregando 930 pl de Na,CO, (0.1 M) en frio (Fig. 2a). La absorbencia del grupo nitrofenil
liberado se determiné a 400 nm (modificado de Spyropoulus y Reid, 1985).

La p-Manosidasa se midié utilizando como sustrato el p-nitrofenil-B-D-
manopiranosido (PNPM) como sustrato. La mezcla consistidé de 37 ul del extracto crudo,
37 wl del sustrato PNPM (2.5X10? M) en amortiguador de citratos-fosfato pH 5.1 y BSA 1
mg/ml. La reaccion se inici6 por adicion del extracto enzimdtico y se colocd a 30 °C
durante 30 min., en el caso de semillas en desarrollo, y por 20 min. en el caso de semillas
en germinacion. La reaccioén fue detenida por adicion de 930 ul de Na,CO, 0.1 M en frio
(Fig. 2b). Se midié la cantidad de nitrofenil liberado mediante su absorbencia a 400 nm
(modificado de Ouellette y Bewley, 1986 y Spyropoulus y Reid. 1988).
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Homogeneizacién y
solubilizacion de las
enzimas

s

En amortiguador de
a) Citratos 0.1M y Fosfatos 0.2M pH 7.5
b) Tris-HC! 0.05 M pH 8.0 y NaCl 0.2 M.

\

Centrifugacion a
a) 1000 g durante 10 min.
b) 14,000 g durante 10 min.

\

Incubacidn con los sustratos:
PNP-a-D-Galactopirandsido y
PNP-3-D-Manopirandsido.

\

A
(¢ 1

Adicién de Na,CO, i

para detener la reaccion. H

d &

Leer la absorbencia a |

400 nm. e
P
@ ”

Fig. 2a Diagrama del método de extraccién y cuantificacion de la actividad de o-
galactosidasa y f-manosidasa.
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b.- B-Mananasa.

La extraccién de la enzima se realiz6 utilizando un amortiguado citratos-fosfato pH
5.1 con BSA 1 mg/ml (Spyropoulus y Reid, 1985). La actividad de la endo-B-Mananasa se
cuantificé por ensayo de difusion en gel. El gel se coloco en cajas de Petri conteniendo
0.1% de GLM y 0.7% de phytagel (Sigma). Sobre el gel se realizaron pozos de 2 mm de
didmetro y se colocan 10 pl de extracto enzimatico. Las cajas se sellaron con parafilm y se
incubaron a 40 °C durante 16 hrs en oscuridad. Al final de la incubacién los geles se
equilibraron con un amortiguador de fosfatos 0.2 M conteniendo rojo congo al 1%, y se
agitaron suavemente durante 15 min. Se removié la solucién y se lavo con NaCl 1M hasta
que aparecieron las zonas claras. Se midi¢ la actividad tomando los didmetros de las zonas
claras y se interpolaron de acuerdo con una curva estdndar de actividad de endo-B-
Mananasa de Aspergillus niger (Downie et al, 1994).

N- Extracciéon y Cuantificacién de la Actividad Amilolitica.

La determinacion de la actividad amilolitica se realiz6 mediante la utilizacién de dos
procedimientos considerando la posibilidad de que la actividad presentara diferencias entre
las enzimas durante el desarrollo, la germinacién y postgerminacién de la semilla. En el
primer caso el material se homogeneizd en un amortiguador de acetatos 0.01M pH 6.0 con
0.01 M de CaCl,, 0.003M de NaF y 0.005 M de B-mercaptoetanol, utilizando una relacién
de 0.04g de peso fresco por ml de amortiguador. Posteriormente se incubd en agitacion
constante a 4°C durante 1 hora, se centrifugd a 10,000 g durante 20 min a 4 °C, y se
recuperé el sobrenadante, el cual fue considerado como extracto enzimatico (Okamoto y
Akazawa, 1979; Beleida y Varriano-Martson, 1981; Abdul-Hussain y Varriano-Martson
1982). Se determiné de la actividad amilolitica utilizando la siguiente secuencia:

1- Cuantificacion de la actividad total a pH 6.0

2- Cuantificacion de la actividad termoestable a pH 6.0 (mayoritariamente o-amilasa),
actividad remanente una vez sometido el extracto a 70 °C durante 20 min en
amortiguador que contiene CaCl; 0.01 M.

3- Cuantificacién de la actividad total a pH 4.8

4- Cuantificacién de la actividad termoestable a pH 4.8 (mayoritariamente o-amilasa),
actividad remanente una vez sometido el extracto a 70 °C durante 20 min en
amortiguador que contiene CaCl, 0.01 M.

La actividad amilolitica se determiné en un ensayo con un volumen final de 1.2 ml
que contenia de 100 a 400 pl del extracto enzimatico crudo, 300 pl de almidén soluble
Merck (4 mg/ml) en amortiguador de acetatos, CaCl, 0.01 M y de azida de sodio 0.02 % a
pH 6.0 0 4.8 de acuerdo al extracto a ensayar. Se incubd durante 1,2,5,10,15 min y se tom6
una alicuota de 100 pl de la mezcla de reaccidn, la cual se recibid en un tubo que contenia
20 pl de la sol de I,-KI acidulada (I,: 12.7 g, KI: 30 g, HCl IN: 2.2 ml, H,0O: 1,000 ml). Se
diluyé la muestra 1:2 y se determino su absorbencia a 620 nm y la cantidad de almiddn se
interpolé con una curva estandar de almidén soluble Merck (Diaz-Pontones, 1991).
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Homogeneizacion y
solubilizacion de la
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Fig. 2b Diagrama del método de extraccion y cuantificacion de la actividad de B-mananasa.
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Solubilizacién de la enzima
en amortiguador de acetatos
0.01M pH 7.5

\J

Incubacion en agitacion constante
a 4°C durante 1 hora

\

Centrifugacion a
10,000 g durante 20 min.

\

Condiciones de medicion:
a) Extracto crudo pH 6.0 y 4.8
b) Fraccion termoestable pH 6.0 y 4.8

\)
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Fig. 2c Diagrama del método de extraccién y cuantificacién de la actividad amilolitica.
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La segunda metodologia utilizada consisti6é en tomar grupos de 5 semillas, las cuales
fueron homogeneizadas con 3.5 ml en amortiguador de acetatos 0.1 M a pH 5.6. El
homogenado fue centrifugado a 12,000 g durante 20 min. a 2 °C y el sobrenadante fue
considerado como extracto crudo. Para determinar la actividad de amilasa soluble se utilizo
almidén soluble Sigma al 0.1% en amortiguador de acetatos 0.1M como sustrato. La
mezcla de incubacion consistio de 300 pl del extracto crudo y 200 ul de sustrato. Se
incub6 a 30 °C durante 1, 2, 5, 10, 15 min. Al terminé de cada periodo se adicionaron 200
pl de HCI (IN), 500 pl de amortiguador (acetatos 0.1 M pH 5.6) y 20 pl de KI-I, (I,=12.7
g y KI= 30 g en 1000 ml). La cantidad de almidén se interpolo con una curva estandar de
almidon (modificado de Bewley er al., 1993).
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VII.- Resultados
A.- Cuantificacion de Carbohidratos.
1.- Durante el desarrollo de [pomoea purpurea.
a.- Desarrollo de la semilla,
b.- Carbohidratos.
2.- Durante la germinacién y postgerminacion de Ipomoea purpurea.
a.- Germinacion de la semilla.
b.- Carbohidratos.
B.- Determinacion de las actividades enzimaticas.
1.- Durante el desarrollo de [pomoea purpurea.
a.- a-Galactosidasa y 3-Manosidasa.
b.- f-Mananasa.
2.- Durante la germinacién y postgerminacion de Ipomoea purpurea.
a.- a-Galactosidasa y f-Manosidasa.
b.- f-Mananasa.
c.- Actividad Amilolitica.
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A.- Cuantificacién de Carbohidratos
1.- Durante el Desarrollo de la Semilla de Ipomoea purpurea.

a.- Desarrollo de la Semilla.

El desarrollo de la semilla [pomoea purpurea se realiza en un lapso de 29 a 31 dias
desde la antesis hasta la semilla madura hidratada. El desarrollo de la semilla se dividié en
10 etapas de acuerdo a su peso fresco (mg-pf) y estado de desarrollo morfolégico (Diaz-
Pontones, 1992).

b.- Carbohidratos Solubles.

Los carbohidratos de la semilla se solubilizaron en etanol al 80%. Posteriormente el
extracto se centrifugd y se tomé el sobrenadante para realizar los ensayos. Para la
cuantificaciéon de azicares reductores por antrona, se tom6 una alicuota directamente del
sobrenadante, pero para el caso de las mediciones acopladas a reacciones enzimaticas se
deseco una alicuota del sobrenadante y posteriormente se resuspendio en agua bidestilada.

Inicialmente se midieron los azucares reductores por el método de antrona
utilizando como referencia una curva estandar de glucosa. Los resultados se muestran en la
fig. 3. Se encontré que la cantidad de azlcares reductores aumenta gradualmente con
respecto al desarrollo de la semilla hasta los 35 mg, disminuyendo en la siguiente etapa y
hacia el final del desarrollo aumenta nuevamente hasta alcanzar un maximo en la semilla
madura deshidratada.

Azlcares Reductores Durante el desarrollo de Jpomoea purpurea i
1000 |

800 _

600 T |
| I

400

Cantidad (ug/semilla)

200

i
i

!

5 10 15 20 25 30 35 . 40 45 50
Peso Fresco (mg/semilia)

Fig. 3 Cuantificacién total de carbohidratos reductores por el método de antrona durante el desarrollo de Ia
semilla [pomoea purpurea. Se utilizé la glucosa como curva estandar. Los datos representan la media y DS
de 4 ensayos
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Un analisis cualitativo del tipo de carbohidratos que se podrian encontrar en los
extractos de las etapas de desarrollo se realiz6 con la marcha de pruebas quimicas (Tabla 1).
La prueba de Fehling fue positiva, lo cual indicé la presencia de azucares reductores; la
prueba de bial-orcinol fue negativa indicando la ausencia de pentosas; las pruebas de
difenilamina, Borenfreund, carbazol y cisteina- H,SO, fueron positivas por lo que se
determind la presencia de hexosas y cetohexosas.

MUESTRA PRUEBAS

Fehling |Blal-orc|nol ]leennamma ICarbaon ]Clstema
CONTROL*
Glucosa + - + +
Fructosa + - + +
Galactosa + - - + +
Manosa + - - + +
Sacarosa - - + + +
Rafinosa - - + + +
Estaquiosa - - + + +
Maltosa + - - + +
Eritrosa + - - - -
Problema
Etapa 35 mg + - + + +
Etapa 45 mg + - + + +
GLM** - - - + +

Tabla 1 Identificacién de carbohidratos obtenidos durante el desarrollo de [pomoea purpurea mediante
pruebas quimicas. Las pruebas de identificaciéon aplicadas fueron: Fehling (detecta azucares reductores),
bial-orcinol (prueba para pentosas) difenilamina y Borenfreund (prueba para cetohexosas), carbazol y
cisteina-acido sulfiirico (prueba de hexosas).* Sol 1 mg/ml** Sol 1 mg/ml de GLM de I purpurea. (-)
Reaccion negativa y (+) reaccién positiva.

Los azicares solubles en etanol como son sacarosa (Sac), glucosa (Glu), fructosa
(Fru), galactosa (Gal) y a-galactosil oligosacaridos (nRaf) fueron medidos mediante los
equivalentes de NADH, producto de reacciones enzimaticas acopladas y la cantidad se
expreso en pg/semilla o pg/estructura (ver seccion G e I de métodos). En cada caso se
utilizé un estandar en paralelo para verificar que el proceso de extraccién y cuantificacion
fuera el adecuado. En todos los casos se obtuvo un porcentaje de eficiencia en el proceso de
extraccién y cuantificacion mayor o igual al 90%. Los resultados se obtuvieron tanto en
semilla completa como por estructura: testa, endospermo y embrion.

La cuantificacién de Glu realizada en la semilla completa demostré que esta
presenta un maximo hacia la mitad del desarrollo (25 mg), para posteriormente descender
(Fig. 4A). A nivel de estructura, la cantidad de Glu presente en el embrién aumenta
gradualmente hasta la etapa de 45 mg cuando alcanza su mayor concentracién (28
pg/semilla) y a partir de la cual disminuye (Fig. 4D). El endospermo presenta un
comportamiento similar, sin embargo la cantidad de Glu es el doble (Fig. 4C). En la testa la
cantidad de Glu desciende de 120 a 60 pg/semilla en la ultima etapa de desarrollo (Fig. 4B).
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La cantidad de Fru durante el desarrollo de la semilla oscila sobre una basal en un
valor constante (Fig. 5A), sin embargo los patrones de acumulacién son distintos en cada
estructura. La Fru en testa a los 30 mg presenta un valor maximo para posteriormente
descender y estabilizarse; mientras que endospermo y embrién presentan comportamientos
similares a los de Glu en estas dos estructuras, solo que en este caso los valores son
menores (Fig. 5B, Cy D).
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Fig. 4 Cantidad de glucosa durante el desarrollo de la semilla Ipomoea purpurea. A- Determinacion en la
semilla completa, B - Testa, C - Endospermo y D - Embrién. La cuantificacion se determin6 mediante los
equivalentes de NADH producidos en reacciones acopladas (ver métodos para mas detalles). Los datos
representan la media y DS de 4 ensayos.

Durante el desarrollo de la semilla se encontraron a-galactosil oligosacaridos
(nRaf). El patron de acumulacién indica que en la semilla completa el nRaf tiene un primer
maximo a los 20 mg, un segundo a los 35mg y un tercer maximo hacia los 45 mg (Fig.
6A); ademas, la concentracion se encuentra un orden de magnitud menor que en el caso de
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Glu. Los estudios por estructura demostraron que este o-galactosil oligosacarido se
acumula de manera principal en el endospermo y el embridn, en el primer caso se presenta
un maximo Unico hacia los 40 mg, mientras que el embrién se acumula a partir de esta
etapa para posteriormente disminuir. Cabe mencionar que en la testa se acumula
unicamente en la etapa de 35 y 40 mg con la menor concentracion de las tres estructuras

(Fig. 6B, Cy D).
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Fig. 5 Cantidad de fructosa durante el desarrollo de la semilla [pomoea purpurea. A- Determinacion en la
semilla completa, B - Testa, C - Endospermo y D - Embrién. La cuantificacién se determiné mediante los
equivalentes de NADH producidos en reacciones acopladas (ver métodos para mas detalles). Los datos
representan la media y DS de 4 ensayos
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La cantidad de galactosa (Gal) cuantificada durante el desarrollo presenta en la
semilla completa un maximo en la etapa de 35 mg para posteriormente descender en 45
mg y alcanzar un segundo maximo en la ultima etapa de estudio (Fig. 7A). Los resultados
por estructura muestran que en la testa se presenta unicamente en las Gltimas tres etapas de
estudio con cantidades constantes (Fig. 7B). En el endospermo la etapa de 30 mg presenta
un valor maximo para después descender y desaparecer al final del desarrollo, en estas dos
estructuras las cantidades maximas son similares. En embrién, la acumulaciéon de Gal
presenta un maximo en la etapa de 40 mg y posteriormente oscila sobre un valor menor

(Fig. 7C y D).
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Fig. 6 Cuantificacion de a-galactosil oligosacarido durante el desarrollo de la semilla Jpomoea purpurea.
A- Determinacién en la semilla completa, B- Testa, C- Endospermo y D - Embrién. La cuantificacién se
determiné mediante los equivalentes d¢ NADH producidos en reacciones acopladas (ver métodos). Los
datos representan la media y DS de 4 ensayos
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Para el caso de sacarosa (Sac) se observdé que en la semilla completa aparece una
poza cuantificable a partir de la etapa de 35 mg, presentando posteriormente un ligero
descenso en la siguiente etapa, a partir de la cual aumenta nuevamente hasta alcanzar un
méximo en la etapa de 50 mg (Fig. 8A), el descenso en la etapa de 40 mg coincide con el
descenso en los azicares reductores totales. Los estudios por estructura demuestran que la
Sac se acumula en testa, endospermo y embridn a partir de la etapa de 30 mg (Fig. 8B, Cy
D). A nivel de testa aumenta gradualmente hasta alcanzar una concentraciéon de 120
pg/semilla. En el endospermo, las concentraciones se encuentran entre 250 y 300
pg/semilla, siendo esta estructura la que contiene la mayor cantidad. Sin embargo, en €l
embrion solo se presenta un maximo en la etapa de 40 mg, con una concentracion similar a
la testa, a partir de esta etapa la cantidad se mantiene constante.
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Fig..7 Cantidad de galactosa durante el desarrollo de la semilla [pomoea purpurea. A -Determinacién en la
sem.llla completa, B - Testa, C - Endospermo y D - Embrién. La cuantificacién se determiné mediante los
equivalentes de NADH producidos en reacciones acopladas. Los datos representan la media y DS de 4
ensayos
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El método empleado para la obtencion del polisacarido galactomanano (GLM)
demostr6 tener un rendimiento del 90% cuando se utiliz6 un estdndar en paralelo de GLM
de Turbina corymbosa (donado por la Dra. Alicia Brechii Franco). La cuantificaciéon de
GLM se realiz6 por dos métodos: gravimétrico y equivalentes de galactosa, expresados en
mg/semilla y mg/estructura respectivamente. Los resultados obtenidos por el método
gravimétrico en la semilla completa demuestran que el GLM se detecta desde la etapa de 25
mg a partir de la cual aumenta hasta obtener un maximo a los 50 mg. Asi mismo, el analisis
por estructura demostré que en las mismas etapas de desarrollo el GLM unicamente se
encuentra en el endospermo, no asi en el embridn, ni en la cubierta seminal (Fig. 9A).
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Fig. 8 Cantidad de sacarosa durante el desarrollo de la semilla Ipomoea purpurea. A -Determinacién en la
sem.llla completa, B -Testa, C -Endospermo y D -Embrion. La cuantificacién se determiné mediante los
equivalentes de NADH producidos en reacciones acopladas (ver métodos ). Los datos representan la media y
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La cuantificacién de GLM mediante los equivalentes de galactosa se presenta en la
figura 9B. Para esta cuantificacién el GLM por este método se somete a hidrolisis en
presencia de a-galactosidasa (ver seccion J de métodos). E1 GLM se detect6 desde la etapa
de 25 mg que corresponde a la mitad del desarrollo, hasta alcanzar un maximo en la semilla
madura hidratada. Los resultados obtenidos tanto en la semilla completa como en el
endospermo presentan la misma tendencia. En la semilla madura hidratada el polisacarido
de GLM representa aproximadamente el 18.8% del peso fresco. Por otro lado la hidrolisis
4cida y el corrimiento en cromatografia en placa fina demostr6 que a partir de los 25 mg el
GLM tnicamente posee galactosa y manosa, no detectandose cantidades apreciables de
glucosa ni por TLC ni mediante pruebas enzimaticas.
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Fig. 9 Cuantificacién de galactomanano durante el desarrollo de la semilla Jpomoea purpurea. A-
D'etermmacu')n por el método gravimétrico y B- Determinacién por el método de equivalentes de galactosa a
nivel del endospermo (ver métodos). Los ensayos representan la media y DS de 4 ensayos.
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Las diversas pruebas realizadas con el extracto de galactomanano en la marcha para
identificar monosacaridos se observan en la tabla 1. La prueba de Fehling fue negativa. Las
pruebas para pentosas también fueron negativas y las pruebas para hexosas resultaron
positivas.

La fig. 10 resume las tendencias de los carbohidratos solubles y GLM durante el
desarrollo de la semilla, estos patrones permiten considerar las posibles transformaciones
durante el desarrollo de la semilla y su funcién en la maduracién de la misma.

Carbohidratos Durante el desarrollo de Jpomoea purpurea

Cantidad (ug/semilla)

5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
Peso Fresco (mg/semilla)

Fig. 10 Resumen del contenido de carbohidratos durante el desarrollo de la semilla [pomoea purpurea. Se
presenta solo la media de los datos de la semilla completa. Para el caso de galactomanano se utilizan los
equivalentes de galactosa. Ol-Gal = nRaf.

2.- Durante la Germinacién y Postgerminacion de Ipomoea purpurea.
a.- Germinacién de la Semilla.

El proceso de germinacion de I purpurea se realizd inicialmente escarificando a las
semillas por la regién micropilar y desinfectandolas con hipoclorito de sodio. Las semillas
se germinaron en condiciones de obscuridad a 25 °C. El intervalo de imbibicién fue de 0
hasta las 72 hrs. Para el caso de los estudios por estructura a 0 hrs de imbibicidn se realizo
la escarificacion, la esterilizacién y se colocaron 12 hrs en imbibicién a 4 °C, esto con el fin
de facilitar la separacion de estructuras.

Durante el proceso de imbibicion se observa que existe un incremento en el peso
fresco, teniendo un méximo al final del periodo de estudio (Fig. 11). El peso representado a
las cero horas de imbibicién es el peso de la semilla madura deshidratada, la cual tiene un
valor que fluctia entre 16 y 18 mg/semilla. Cuando se observa el peso seco durante el
mismo periodo (Fig. 12) se aprecia que existe una tendencia descendente, sin embargo
estadisticamente no existe diferencia significativa ( p< 0.05 ). A partir de estos resultados se
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estableci6 que el periodo de germinacion corresponde de las 0 a las 24 hrs de imbibicion, la
postgerminacién temprana de las 24 a las 48 hrs y la postgerminaci6n tardia de las 48 a las
72 hrs de imbibicion. 4

Para cada tiempo de imbibicion se tomé la longitud de la radicula (expresada en
cm/semilla), el peso fresco y el peso seco (expresado como mg/semilla), este ultimo se
realizé sometiendo los germinados a desecacion rapida en silica gel hasta obtener un peso
constante. De esta manera se obtuvo que la protrusion de la radicula se presenta entre las 12
y 24 hrs de imbibicion. Esta es visible entre las 12 y 18 hrs y es posible medirla a las 24 hrs.
A partir de las 24hrs se presenta un aumento gradual en la longitud de la radicula con
respecto al tiempo de imbibicion, hasta alcanzar en promedio 8 cm a las 72 hrs (Fig. 13).
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Fig. 11 Determinacién del peso fresco durante la germinacion y postgerminacién de Ipomoea purpurea. La
determinacion se realizé tomando el peso fresco de las semillas al completar el tiempo de imbibicién. Los
datos representan la media y DS de al menos 6 ensayos.
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24 36 48
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Fig. 12 Determinacién del peso seco durante la germinacién y postgerminacién de Ipomoea purpurea. La
determinacién se realizé tomando el peso seco de las semillas después de someterlas a desecacién répida. Los
datos representan la media y DS de al menos 6 ensayos.
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Fig. 13 Determinacion de la longitud de la radicula durante la postgerminacién de Ipomoea purpurea. La
determinacién se realizé tomando la longitud de la radicula a los distintos tiempos de imbibicion.

b.- Carbohidratos.

La cuantificaciéon de carbohidratos solubles durante la germinaciéon y
postgerminacién se realizé tanto en el germinado completo como por estructura: testa-
endospermo y embridon-plantula. Los carbohidratos solubles cuantificados fueron nRaf, Gal,
Sac, Glu y Fru, ademés de GLM y almidén (Alm) los cuales se expresaron en mg/semilla o
pg/semilla. Durante la fase de germinacion se observo que se consume unicamente el a-
galactosil oligosacarido. La cantidad de nRaf encontrado a las 0 hrs de imbibicion (semilla
madura deshidratada) es tres érdenes de magnitud mayor al encontrado en la semilla
madura hidratada (Fig. 14 y 22). La proporcion Sac:Gal determinada para este
oligosacérido por pruebas enzimaticas fue de 1:2, por lo tanto se puede considerar que este
oligosacarido es verbascosa; el estudio por estructura demostré que el nRaf se localiza
Unicamente en el embridn, desciende hacia las 24 hrs y desaparece totalmente a las 36 hrs
de imbibicion (Fig. 14).

La cantidad de galactomanano detectado entre la semilla madura hidratada con
respecto a la semilla madura deshidratada, demuestra un ligero incremento, indicando que
en la fase intermedia (desecacion) este polisacarido continda su acumulacion (Fig. 22).
Durante la fase de germinacion, la cantidad de GLM medida por el método gravimétrico se
mantiene constante, posteriormente este polisacarido disminuye al inicio de Ila
postgerminacién, es decir entre las 24 y 36 hrs de imbibicion hasta desaparecer
completamente hacia las 72 hrs (Fig. 15A). De la misma forma que durante el desarrollo de
la semilla, el GLM se localizé unicamente en el endospermo. En cambio la medicién de
equivalentes de galactosa demostrd que el GLM comienza a disminuir entre las 12 y 24 hrs
hasta desaparecer practicamente a las 48 hrs a nivel del endospermo (Fig. 15B), es decir se
detecta remocion de galactosa 12 hrs antes del inicio de la degradacién del endospermo con
este método en comparacién con el gravimétrico. (Fig. 15A y B).
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Cantidad (mg/embrién)

0 12 24 36 48 60 72
Tiempo de Imbibicién (hrs)

Fig. 14 Cuantificacion de a-galactosil oligosacarido en Embrion durante la germinacion y postgerminacion
de Ipomoea purpurea. La cuantificacién se determiné mediante los equivalentes de NADH producidos en
reacciones acopladas. Los datos representan la media y DS de 4 ensayos.
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Fig.15 Cuantificacién de galactomanano en endospermo durante la germinacién y postgerminacién de la
semilla [pomoea purpurea. A - Determinacion por el método gravimétrico y B- Determinacién por el método
de equivalente de galactosa (ver métodos). Los ensayos representan la media y DS de 4 ensayos.
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El contenido de Gal en el germinado presenta dos maximos, el primero a las 24 hrs
para posteriormente disminuir en las 36 hrs, y el segundo hacia las 72 hrs donde alcanza su
maxima concentracién. La Gal solo se detectd en el embrién-plantula y su concentracién
oscila entre 5 y 40 pg/semilla (Fig. 16). Durante la fase medida de postgerminacion la Sac
que comienza a acumularse a partir de las 12 hrs alcanza un maximo entre las 36 y 48 hrs,
después de este periodo la cantidad disminuye hacia las 72 hrs. El patrén de acumulacién
por lo tanto es transitorio. Este disacarido solo se detect6 en el embrién-plantula (Fig. 17).
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Fig. 16 Cantidad de galactosa en embrién durante la germinacion y postgerminacion de Ipomoea purpurea.
La cuantificacién se determiné mediante los equivalentes de NADH producidos en reacciones acopladas (ver
métodos). Los datos representan la media y DS de 4 ensayos
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Fig.17 Cantidad de sacarosa en embrion durante la germinacién y postgerminacién de Ipomoea purpurea.
Los datos representan la media y DS de 4 ensayos.
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determinacién se realizo por el método iodométrico. Se representa la media y DS de 6 ensayos.

Simultaneo a la acumulacién de Sac se da también un aumento en el Alm. La
determinaciéon de Alm se realizé utilizando la técnica de gelificacion en KOH vy
posteriormente se midio por el método iodométrico. El Alm se detecté Ginicamente en el
embridn-plantula siendo una acumulacioén transitoria. El Alm inicia su acumulacion a las 24
hrs hasta alcanzar un maximo entre las 36 y 48 hrs (110 pg/estructura) a partir de la cual
disminuye hasta el final del tiempo de imbibicién (Fig. 18). Cabe mencionar que el Alm
alcanza concentraciones muy parecidas a la que prevalecen durante la primera fase de
desarrollo de la semilla a nivel de testa (Fig. 22).

Cantidad (mg/embri6n)

0 12 24 36 48 €0 72
Tiempo de Imbibicion (hrs)

Fig. 19 Cantidad de glucosa en embrion durante la germinacion y postgerminacion de Ipomoea purpurea. La
cuantificacién se determiné mediante los equivalentes de NADH producto de reacciones acopladas. Los
datos representan la media y DS de 4 ensayos.
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Fig. 20 Cantidad de fructosa en embrién durante la germinacién y postgerminacién de [pomoea purpurea. La
cuantificacion se determin6 mediante los equivalentes de NADH producto de reacciones acopladas. Los
datos representan la media y DS de 4 ensayos.

Por otro lado los monosacaridos Glu y Fru se detectan desde las 0 hrs de imbibicion,
durante la germinacién su concentracién se mantiene baja, sin embargo a partir del inicio de
la postgerminacién comienzan a acumularse hasta alcanzar maximos hacia las 72 hrs. La
Glu y Fru se localizaron tinicamente a nivel del embrién-plantula (Fig. 19 y 20).

A manera de resumen la fig. 21 presenta los comportamientos de acumulacién de los
carbohidratos solubles, GLM y Alm medidos durante la germinacién y postgerminacion.
Los comportamientos de acumulaciéon y desaparicion de carbohidratos durante el
desarrollo, germinacidén y postgerminacién se presentan en la fig. 22. El periodo de
desecacion se muestra con el fin de considerar los posibles cambios de estas pozas.

Carbohidratos Durante la Germinacion y Postgerminacién de
Ipomoea purpurea

—e— glucosa

—3— Fructosa

— e Gim

Cantidad (mg/semilla)

—x— Rafinosa

--a— Galactosa
i Tiempo de Imbibicién (hrs) —j§— Sacarosa

Fig. 21 Resumen de carbohidratos durante la germinacion y postgerminacién de la semilla [pomoea
purpurea. Se presenta solo la media de los datos. En el caso de galactomanano se utiliza los equivalentes de
galactosa.
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Fig. 22 Resumen de carbohidratos durante el desarrollo, desecacion, germinacién y postgerminacion de la
semilla Ipomoea purpurea. Se presenta solo la media de los datos de la semilla completa. En el caso de GLM
se utiliza los equivalentes de galactosa.

B.- Determinacion de las Actividades Enzimaticas
1.- Durante el Desarrollo de Ipomoea purpurea.
a.- a-Galactosidasa y 3-Manosidasa.

Durante el desarrollo de la semilla se midieron la actividad de a-Galactosidasa y [3-
Manosidasa y B-Mananasa. La extraccién de las enzimas se realizé utilizando un
amortiguador de citratos-fosfatos a pH 5.0 y tomando el sobrenadante para realizar la
mediciones con los sustratos PNPG y PNPM. Inicialmente se determind el tiempo idoneo
de reaccion de cada enzima. Para a-Galactosidasa y B-Manosidasa durante el desarrollo el
tiempo fue de 30 min. La actividad de las enzimas se expreso en unidades internacionales
por semilla o por estructura.

La actividad de a-Galactosidasa se detect6é desde la primera etapa de desarrollo en
la semilla completa, hasta obtener un méximo en la etapa de 45 mg, a partir de la cual tiene
un ligero decremento (Fig. 23A) Los estudios por estructura demostraron que en la testa la
actividad es constante (Fig. 23B) a partir de los 30 mg hasta el final del desarrollo. En
endospermo y embridn la actividad de esta enzima aumenta gradualmente hasta alcanzar un
maximo a los 50 mg (Fig. 23C y D), siendo mayor la actividad en el embrion (Fig. 24). Por
lo tanto se puede establecer que la actividad de esta enzima se debe principalmente a la
presentada a nivel de testa y embridn.
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Fig. 23 Cambios en la actividad de a-galactosidasa durante el desarrollo de la semilla [pomoea purpurea. Los
datos representan la media y DS de 4 ensayos. A) Total, B) TES, C) END y D) EMB.

Asimismo al medir la actividad de P-Manosidasa se encontré que en semilla
completa la actividad se presenta desde el inicio del desarrollo y aumenta gradualmente
hasta los 45 mg-pf (Fig. 25A), comportamiento similar al presentado por la «a-
Galactosidasa (Fig. 23). La disertacién por estructura indica que la actividad de esta enzima
en testa es baja y se mantiene constante en las etapas de estudio (Fig. 25B). A diferencia de
lo encontrado en la medicion de «-Galactosidasa, el endospermo presenta una actividad
mayor de -Manosidasa (Fig. 25C), la cual presenta un méximo hacia la etapa de 50 mg.
Este comportamiento se repite a nivel del embrién para la misma enzima y los valores de
actividad son similares (Fig. 25D). De esta manera se puede observar que la actividad de f3-

manosidasa se localiza principalmente en las estructuras de endospermo y embrion (Fig.
26).
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Fig. 24 Comparacic’m en la actividad de a-galactosidasa por estructura durante el desarrollo de la semilla
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Fig. 26 Comparacién en la actividad de B-manosidasa por estructura durante el desarrollo de la semilla
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b.- f-Mananasa.

La determinacion de la actividad de B-Mananasa se realizé con ensayos de difusién
de la actividad en geles que contienen como sustrato GLM provieniente de semillas
maduras deshidratadas de Ipomoea purpurea. La actividad se interpold a una curva
estandar de endo-f-Mananasa proveniente de Aspegillus niger (Megazima International
Ireland Ltd.).

1. - 0,6
' T_I; 0,8 . ‘ E
O ; . 4
28 o5 /N1 g8
s + i . g K] B
= Q l 29 " S
G X 04 / ! K& ‘
< g i E\ / Q< ;
N < x 0,2
-‘% / f g i
T 02.4 o
=1 ‘ | 5
2 5
1 0L e o 0 .
| 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 30 35 40 45 50
| PESO FRESCO (mg/semilla) A PESO FRESCO (mglsemilla) B

Fig. 27 Cambios en la actividad de f-mananasa durante ¢l desarrollo de la semilla [pomoea purpurea. Los
datos representan la media y DS de 4 ensayos. A) actividad total y B) en TES.
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Se detectd una actividad baja de B-Mananasa durante el desarrollo de la semilla, la
cual presenta en general un comportamiento ascendente, pero con una alta variabilidad
entre ensayos, y se localiza exclusivamente en la testa (Fig. 27A y B). La actividad de esta
enzima es dos érdenes de magnitud menor que en el caso de o-Galactosidasa. Sin embargo
no se detect6 actividad de B-Mananasa cuando se utilizo GLM obtenido de algunas etapas
del desarrollo de la semilla (Datos no mostrados). La figura 28 muestra los
comportamientos comparativos de las actividades de enzimas hidroliticas durante el

desarrollo de la semilla.
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Fig. 28 Cambios en la actividad de enzimas hidroliticas de GLM durante el desarrollo de la semilla [pomoea
purpurea. a-GLT= a-galactosidasa, B-MSD= f3-manosidasa y B-MNN= 3-mananasa.

2.- Durante la Germinacion y Postgerminacion de Ipomoea purpurea.
a.- a~-Galactosidasa y 3-Manosidasa.

Durante los procesos de germinacion y postgerminacion se determinaron los niveles
de actividad de a-Galactosidasa, f-Manosidasa y f-Mananasa. La extraccion y medicion de
la actividad de las enzimas se realiz6 de manera similar que durante e] desarrollo, aunque
para a-Galactosidasa y [(-Manosidasa se utilizd también una extraccién alternativa
consistente en un amortiguador de Tris-HCl y NaCl al 0.2M a pH 8.0. La determinacién del
tiempo iddneo de reaccién indicd que para a-Galactosidasa en dilucién 1:10 fue de 15 min
y para f-Manosidasa sin dilucién fue de 20 min. Los estudios se realizaron en germinado
completo y por estructura: testa-endospermo y embridn-plantula, expresandose la actividad
en unidades internacionales por semilla o por estructura.

La actividad de a-Galactosidasa se detectd en la semilla madura deshidratada (0 hrs)
para posteriormente presentar un primer maximo a las 12 hrs de imbibicion, el cual
desciende a las 24 hrs. A partir de este punto aumenta hasta alcanzar un segundo méximo
entre las 36 y 48 hrs. Entre las 60 y 72 hrs la actividad disminuye (Fig. 29A).
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Los estudios por estructura demostraron que en el endospermo la actividad aumenta a partir
de las 24 hrs y obtiene un maximo entre las 36 y 48 hrs. (Fig. 29B). En el embrién-plantula,
la actividad de esta enzima aumenta gradualmente hasta estabilizarse entre las 48 y 72 hrs
(Fig. 29C), siendo menor la actividad que en el caso de endospermo. Por lo tanto se puede
establecer que la actividad de esta enzima se debe principalmente a la presente a nivel de
endospermo (Fig. 29D) y que el maximo de actividad coincide con las declinacién en la
cantidad de GLM. Con respecto a la actividad medida con la extraccién a pH 8.0 se
encontré que en el germinado completo, el comportamiento y la actividad es similar a la
presentada a pH 5.0 (Fig. 30), aunque resalta que a las 12 hrs de imbibicién no existe un
primer maximo. La actividad presenta en el endospermo y embrion bajo esta extraccién no
presentan diferencias significativas (P< 0.05) a la medida a pH 5.0 (Fig. 29). Estos
resultados coinciden con los presentados por McCleary (1983) al medir esta enzima por los
dos métodos de extraccion.
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Fig. 29 Cambios en la actividad de a-galactosidasa durante Ja germinacion y postgerminacion de la gemilla
Ipomoea purpurea. Los datos representan la media y DS de n=6. A) actividad total, B) en END, C) en EMB
y D) comparacién entre END y EMB.
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\Fig. 30 Cambios en la actividad de a-galactosidasa en el embrién extraida a pH 8.0, durante la germinacion y
postgerminacion de la semilla Ipomoea purpurea. Los datos representan la media y DS de n=6. A) actividad
total, B) en END, C)en EMB y D) comparacion entre END y EMB.

Por otro lado la medicién de la actividad de f-Manosidasa permitié observar dos
comportamientos distintos debido al proceso de extraccién. Inicialmente al medirse la
actividad a partir de la extraccién con amortiguador de citratos-fosfatos a pH 5.0, se
encontré que en el germinado completo la actividad se presenta desde la semilla madura
deshidratada y aumenta de manera considerable a partir de las 24 hrs hasta alcanzar un
maximo entre las 36 y 48 hrs (Fig. 31A). A nivel de estructura los comportamientos de
actividad cambian totalmente. En endospermo la actividad a las 0 hrs de imbibicién es
mayor que en el germinado completo. Esta actividad se mantiene alta hasta las 24 hrs, a
partir de este punto la actividad disminuye sucesivamente (Fig. 31B). La actividad en el
embridn-plantula presenta el mismo comportamiento (Fig. 31C), sin embargo en esta
estructura la actividad es menor (Fig. 31D). A diferencia de lo encontrado en el germinado
completo, el endospermo y embrioén-plantula presenta comportamientos opuestos.
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Fig. 31 Cambios en la actividad de B-manosidasa durante la germinacién y postgerminacioén de la sémilla
Ipomoea purpurea. Los datos representan la media y DS de n=6. A) actividad total, B) en END, C)en EMB
y D) comparacidn entre END y EMB.

Estos resultados obligaron a determinar la causa de tales tendencias, por lo que se
propuso cambiar el tipo de extracciéon. McCleary (1983) y Ouellette y Bewley (1986) ya
habian establecido que diferencias en el comportamiento de esta enzima se debia
principalmente al proceso de extraccién. Considerando ellos que tal enzima se localiza
adosada a la pared celular, es necesario utilizar pH alcalinos (pH 8.0) y una alta fuerza
16nica (0.2 M de NaCl). Partiendo de lo anterior se extrajo la enzima bajo estas condiciones
y se encontrd que en el germinado intacto la actividad a las 0 hrs de imbibicién es alta y
posteriormente disminuye paulatinamente (Fig. 32A). Estructuralmente el endospermo
presenta un comportamiento similar al del germinado completo (Fig. 32B) y al presentado
en la misma estructura pero con extraccion a pH 5.0 (Fig. 31B). El comportamiento en
embridn es similar, pero a diferencia de lo encontrado en la extraccion a pH 5.0, se encontrd
que presenta un maximo a las 12 hrs de imbibicion para posteriormente disminuir, siendo
los valores de actividad similares (Fig. 32C). De esta manera se puede observar que la
actividad de B-Manosidasa se localiza principalmente en el endospermo (Fig. 32D).
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'Fig. 32 Cambios en la actividad de B-manosidasa extraida a pH 8.0 durante la germinacioén y postgerminacion
de la semilla Ipomoea purpurea. Los datos representan la media y DS de n=6. A) Actividad total, B) en END,
C) en EMB y D) comparaciéon entre END y EMB.

b.- $-Mananasa.

La actividad de pB-Mananasa se detect6 de manera significativa durante la
germinacion y postgerminacion. En el germinado completo no se detecta actividad entre las
0y 12 hrs de imbibicidn, pero a partir de las 24 hrs inicia un aumento muy importante hasta
alcanzar un maximo en las 36 hrs de imbibicién. En la ultima fase de la postgerminacién la
actividad disminuye paulatinamente (Fig. 33A). Por estructura, la B-Mananasa se encontrd
en el endospermo presentando la misma tendencia con valores similares al del germinado
completo (Fig. 33B). La actividad en el embrion-plantula tiene el mismo comportamiento
(Fig. 33C), sin embargo la variacion entre ensayos es alta y presenta un orden de magnitud
menor que en el caso del endospermo (Fig.33D). La figura 34 muestra los comportamientos
comparativos de las actividades de enzimas hidroliticas durante la germinacién y
postgerminacidn.
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Fig. 33 Cambios en la actividad de B-mananasa durante la germinacién y postgerminacion de la semilla
Ipomoea purpurea. A) Total, B) END, C) EMB y D) comparacién entre END y EMB.
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c.- Actividad Amilolitica.

La actividad amilolitica soluble se midi6 con base en la metodologia propuesta por
Diaz-Pontones (1992) en la cual se realiza una extraccion con un amortiguador de acetatos
pH 6.0 y 4.8 para posteriormente medir la actividad en el extracto crudo y la actividad en la
fraccidn termoestable al someterse a 70°C durante 20 min. De la resta de la actividad total y
de la fraccién termoestable, podemos obtener la actividad mayoritaria de B-amilasa. La
fraccion termoestable representa mayoritariamente la actividad de o-amilasa. De igual
forma se midi6 la actividad amilolitica total a pH 5.6 de acuerdo a Bewley y colaboradores
(1993). La actividad se expreso en almidén consumido/minuto/estructura.
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Ij‘ig. .36 Cambios en la actividad total de amilasa soluble del embrion durante la germinaéién y
postgerminacion de la semilla [pomoea purpurea. Los datos representan la media y DS de n=4. A) actividad
total a pH 5.6, B) actividad total a pH 4.8, C) a-amilasa a pH 4.8 y D) B-amilasa a pH 4.8.
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La actividad amilolitica se localiz unicamente a nivel del embrién plantula durante
la germinacién y postgerminacion. No se detectd actividad a pH 6.0, sin embargo se detect6
actividad a pH 4.8 y 5.6. La actividad amilolitica total soluble a pH 5.6 se detecta desde la
semilla madura deshidratada y aumenta gradualmente hasta obtener un maximo entre las 60
y 72 hrs (Fig. 36A). A pH 4.8 la actividad total presenta un maximo a las 36 hrs de
imbibicidn, a partir del cual disminuye hasta las 60 hrs (Fig. 36B). Se presenta un segundo
maximo hacia las 72 hrs. La actividad de [-amilasa presenta el mismo comportamiento
(Fig. 36C). La a-amilasa medida a pH 4.8 presenta un comportamiento distinto (Fig. 36D),
a las 0 hrs, la actividad es alta para después mantenerse constante hasta las 36 hrs,
presentando un méximo hacia las 60 hrs de imbibicion.
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VII.- Discusién.
A.- Desarrollo de la semilla [pomoea purpurea
B.- Carbohidratos durante el desarrollo de la semilla.
C.- Carbohidratos durante la germinacién y postgerminacion.
D.- Enzimas hidroliticas durante el desarrollo.
E.- Enzimas hidroliticas durante la germinacién y postgerminacion
- F.- Actividad amilolitica durante la germinacién y postgerminacién.
G.- Modelo de movilizacién de carbono en [pomoea purpurea.
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A.- Desarrollo de la Semilla de Ipomoea purpurea.

El desarrollo de la semilla ocurre en un lapso de 29 -31 dias desde la antesis hasta la
semilla madura hidratada. Se presentan dos fases principales, una de alta divisién celular
seguida de una fase de aumento en el peso fresco y acumulacion de sustancias de reserva.
En estas etapas las diferentes estructuras que componen a la semilla sufren una serie de
modificaciones; se ha demostrado en [ .purpurea que la morfogénesis de la cubierta
seminal comienza en el momento de la fertilizacidn, reconociendo cuatro capas de células a
los 5 dias: la capa mas externa o epidermis, la hipodermis, la tercera capa derivada de la
hipodermis con células esclerenquimatosas y la cuarta capa que consiste de estratos de
células parenquimatosas. Las células parenquimatosas acumulan grandes cantidades de
almidén entre los 20 y 25 mg de peso fresco, los cuales son degradados en etapas
posteriores (Diaz-Pontones et al, 1992). A la mitad del desarrollo la epidermis, la
hipodermis y la capa en empalizada engrosa sus paredes celulares. La hipodermis ademas
se impregna con lignina y un alto contenido de compuestos fenélicos ( Lopez-Curto et al,
1990; Ponce-Salazar et al, 1993). También se ha demostrado que durante el desarrollo del
embridn se observa una etapa globular a los 5 dias de desarrollo (5-10 mg), un embrién de
tipo corazdn a los 10 dias que posteriormente se desarrolla en un embrién de tipo torpedo
con cotiledones alargados (15 dias potsantesis) y culminar con un embrion cotiledonal a
los 23 dias de iniciado el desarrollo, con presencia de laticiferos. Se observa en la semilla
madura hidratada que los cotiledones presentan la forma de hoja doble plegada y ocupan un
gran volumen dentro de la semilla ( Diaz-Pontones ef al., 1992).

El endospermo durante las primeras etapas del desarrollo es de tipo nuclear en
donde los nicleos de la células son formados por divisiones nucleares libres y no es hasta
que el embriéon adquiere la forma de torpedo temprano, es decir a los 13-15 dias
postantesis, cuando se inicia la celularizacién por la regién micropilar. Las células
endospérmicas en un principio tienen paredes celulares delgadas, ademas de ser
vacuoladas, posteriormente, el endospermo consiste de zonas periféricas de células
pequeiias rectangulares que desarrollan progresivamente paredes mas gruesas. La mayor
parte del endospermo llega a ser celular a los 17 dias postantesis (Diaz-Pontones et al.,
1996).

B.- Carbohidratos Durante el Desarrollo de la Semilla.
En semillas en desarrollo, el embrion asimila los nutrimentos por parte de la planta
madre a través del floema y de éste hacia las diferentes partes de la semilla. Sistemas de

transporte activo (McDonald ef al., 1996) y pasivos (Dejon et al.,1996) estan localizados en
diferentes partes de la semilla y éstos pueden representar puntos de control en el proceso.
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Las semillas importan sacarosa (Sac), la cual puede ser hidrolizada por medio de la
invertasa antes de entrar al metabolismo o a la sintesis de productos de almacenamiento
(Quick et al.,1996). Para el caso de las leguminosas como V. faba, la hidrélisis de Sac
puede darse a nivel de la cubierta seminal, permitiendo que las concentraciones de hexosas
en los cotiledones se eleven en las primeras fases de desarrollo (fase de pre-
almacenamiento), por lo que no se acumula Sac en estas estructuras (Weber ef al., 1996a).
Segun la hipétesis del control de la invertasa durante el desarrollo de la semilla y en la fase
de almacenamiento, la actividad de esta enzima disminuye y la cantidad de Sac aumenta en
los tejidos permitiendo la sintesis de productos de acumulacién (Weber ef al,1997). En este
estudio se encontrd que durante las primeras fases de desarrollo (hasta los 30 mg) no se
acumula Sac en la semilla [pomoea purpurea, sin embargo hacia el final del desarrollo la
testa, el endospermo y el embrién acumulan este disacarido (Fig. 8), datos que coinciden
con la literatura.

Por otro lado, las hexosas medidas: Glu, Fru y Gal presentan comportamientos
distintos. Estudios realizados en / purpurea indican que en las primeras fases de desarrollo
se degrada el almidon (Alm) de la cubierta seminal (Diaz-Pontones ef al., 1992). La glucosa
se acumula hacia la mitad del desarrollo en la testa (Fig. 4), la cual con base en la hipotesis
de la invertasa se originaria de la Sac en las primeras fases del desarrollo y serviria para la
sintesis de Alm en la cubierta seminal, el cual a su vez se degrada hacia la mitad del
desarrollo y libera este azicar. Los cambios en las proporciones Glu/Fru apoyan este hecho
(Fig. 37A y B), ya que al inicio del desarrollo la proporcién se mantiene cercana a uno (lo
cual indica que ambas hexosas provienen de Sac), pero posteriormente incrementa justo
cuando se da la hidrdlisis de almidén en la cubierta seminal, indicando que éste incremento
en la cantidad de Glu proviene de este polimero. En etapas posteriores la proporcién
nuevamente se acerca a uno. Por estructura estas proporciones son cercanas a uno en
embrion y endospermo, pero en testa existe un aumento en las etapas intermedias y
posteriormente disminuye a uno. Se ha establecido en otros modelos que este carbohidrato
se acumula en el endospermo dependiendo de la existencia y del tipo de traslocador (Dejon
et al,1996). Segin las proporciones Glu/Fru, la Glu acumulada en el endospermo puede
deberse a la hidrdlisis de Sac a nivel de la testa. De manera paralela la fructosa (Fru)
presenta el mismo comportamiento a nivel de las estructuras de la semilla, sin embargo en
la semilla integra se mantiene constante (Fig. 5), lo que indica que en testa la Fru proviene
unicamente de la hidrdlisis de Sac. La concentraciéon de ambas hexosas en el embrién
durante las ultimas fases de desarrollo son bajas al igual que en V. faba (Barratt y Pullent,
1984; Weber ef al., 1996b), debido que en esta etapa se encuentra la fase de almacenamiento
de Sac. Es importante sefialar que los patrones de acumulacién de hexosas y Sac estdn
intimamente relacionados con el estado de desarrollo morfolégico de Ipurpurea, ya que en
las primeras etapas de desarrollo cuando se acumulan estas hexosas se da la diferenciacion
del embrién (desde globular hasta cotiledonal) y del endospermo (de la fase nuclear a
celular), y durante las etapas finales se acumula Sac en las tres estructuras, las cuales inician
un periodo de almacenamiento, coincidiendo con el papel propuesto para las hexosas en el
crecimiento y divisién celular y la funcién de Sac en la sintesis de productos de
almacenamiento (Weber et al., 1997).
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Fig. 37 Cambios en las proporciones g]ucosé/fructosa durante el desarrollo de la semilla Ipomoea
purpurea. A) Semilla completa y B) Estructura. Las proporciones se obtuvieron con la media de los datos
obtenidos para cada carbohidrato.

Durante la fase de almacenamiento las semillas pueden acumular almidén, proteinas
y lipidos. En el caso de leguminosas endospérmicas y algunas semillas de las familias
Convolvulaceae, Ebanaceae, Annonaceae, Caesalpineae, Mimosaceae, entre otras, el mayor
producto de almacenamiento es depositado en las paredes celulares del endospermo en
forma de un polisacarido denominado galactomanano (Meier y Reid, 1982). En /. purpurea
se encontrd que este polisacarido se acumula tnicamente en el endospermo a partir de la
mitad del desarrollo, obteniendo el valor maximo en la etapa de semilla madura hidratada
(Fig. 9), este polisacarido debe ser considerado como galactomanano, ya que la
cromatografia y las pruebas quimicas demostraron la presencia de manosa y galactosa
Gnicamente (Tabla 1). Estos datos coincide con los estudios realizados en 7 rigonella
Joenum-graecum (Reid y Meier, 1970) Gledistsia triacanthos (Mallet et al, 1987),
Cyamopsis tetragonoloba y Senna occidentalis (Edwards et al., 1992). Se observa al mismo
tiempo que el inicio en la acumulacién del GLM coincide con la celularizacién del
endospermo y el incremento en el peso fresco de la semilla, siendo similar a lo encontrado
por Campbell y Reid (1978) y Edwards et al. (1992). Con los resultados obtenidos en esta
investigacién se propone que la aparicién y la acumulacién de GLM pueden ser utilizados
como un marcador del desarrollo del endospermo en la semilla de I purpurea (ver indices
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de correlacion en tabla 2). La determinacién de GLM realizado por dos métodos indica que
la sintesis de este polisacérido estd altamente coordinadacon el metabolismo Gal en el
endospermo. Esto puede apreciarse al analizar que los patrones de acumulacion presentan
la misma tendencia, lo que apoya la propuesta de una sintesis de GLM coordinada entre la
galactosil-tranferasa y manosil-transferasa (McCleary y Matheson, 1986; Reid ef al., 1985).
De esta forma la acumulacién de GLM esté relacionada con el decremento en la cantidad de
almidén a nivel de cubierta seminal y Gal en el endospermo, asi como con €l aumento en
las pozas de Sac y en menor proporcién de Glu y Fru en endospermo (Fig. 4, 5,7y 8) . Es
posible por lo tanto que estos carbohidratos sean las fuentes de carbono disponibles para la
sintesis de éste polisacarido. A diferencia de lo reportado por Reid y Meier para semillas
de Trigonella foenum-graecum (1970), no se encontraron cantidades apreciables de a-
galactosil oligosacaridos (serie de la Rafinosa) en la fase final de acumulacién de GLM. La
cantidad de galactosa en el endospermo declina al final del desarrollo debido a que en esas
etapas se da la sintesis de GLM (Fig. 8-11). La deteccion de un nRaf en la misma estructura
puede ser el resultado de la extraccion, debido a que las cadenas pequefias de este polimero
son exportadas a la pared celular durante este periodo ( Meier y Reid, 1977) o bien a
concentraciones bajas de éste acumuladas en la capa de aleurona.

Se ha demostrado en especies de leguminosas que la presencia de o-galactosil
oligosacarido (serie de la rafinosa) tiene importancia fisiolégica durante los procesos de
estrés a frio y tolerancia a la desecacion debido a que estan involucrados en la proteccion
celular (Koster y Leopold, 1988; Kuo et al., 1988, Lowell y Kuo, 1989). Segin la hip6tesis
del reemplazamiento, los sacaridos ocupan los sitios de hidratacion de los componentes
celulares, permitiendo la formacion del estado vitreo (Koster, 1991; Blackman et al., 1992).
La presencia de cantidades minimas de a-galactosil oligosacarido durante el desarrollo de 1.
purpurea indicar que probablemente no se alcanzoé el periodo donde se da la sintesis de este
nRaf (Fig. 6). Sin embargo en la semilla madura deshidratada se cuantificaron cantidades
elevadas de nRaf y se determindé que se trata de verbascosa. La sintesis de este
oligosacarido esta intimamente relacionado con la desaparicion de Sac, Glu y Fru durante el
proceso de desecacion (Fig. 10 y 22). La cantidad de umoles de Sac, Glu y Fru (0.22, 0.24
y 0.138 pumoles respectivamente) que desaparecen en esta etapa coinciden con la cantidad
de pmoles que aparecen de nRaf (1.15 pmoles). Esto indica que la sintesis del nRaf se da a
partir de la Sac presente en la semilla madura hidratada y la Gal utilizada para este fin
proviene de las pozas de Glu y Fru existentes al final del desarrollo (Fig. 22). Es imperativo
por lo tanto realizar estudios en la fase de desecacion para conocer el momento exacto de la
sintesis de nRaf'y la funcién de estos en la adquisicién de la tolerancia a la desecacion.

C.- Carbohidratos Durante la Germinacién y Postgerminacién.
Durante la imbibicion de Ia semilla se pueden observar tres fases: germinacién (0-24

hrs), postgerminacién temprana (24-48 hrs) y postgerminacion tardia (48-72 hrs). La
emergencia de la radicula se da hacia las 24 horas de imbibicién. A partir de este punto, la
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longitud de la radicula, asi como el peso fresco aumentan gradualmente como sucede con
otras Convolvulaceae (Crowley y Buchannan, 1980) y coincide con los estudios realizados
en la misma semilla (Brechu-Franco, 1994) . El peso seco se mantiene constante durante las
tres fases, lo que indica que la semilla en condiciones etioladas unicamente esta
transformando compuestos sin pérdida significativa en el peso seco (Fig. 11-13).

Durante la fase de germinacién se consumen la verbascosa (nRaf) localizada a nivel
del embrién, lo cual coincide con lo demostrado en otras semillas endospérmicas
(McCleary y Matheson, 1974; Murray, 1984; Bewley y Black, 1985), la presencia de estos
oligosacaridos indica que funcionan como substratos del metabolismo respiratorio en el
proceso de germinacion (Fig. 14). La cantidad minima de galactosa encontrada demuestra
que esta no se acumula en forma considerable y tal vez sea utilizada rdpidamente en el
metabolismo respiratorio o en la sintesis de pared celular como se ha propuesto en otras
semillas (Reid y Meier, 1972; Dey, 1978).

Durante la fase de germinacién los niveles de GLM en endospermo de 1 purpurea
permanecen constantes, posteriormente las cantidades de GLM comienzan a disminuir en la
postgerminacion temprana y hacia la postgerminacion tardia desaparece totalmente. Estas
etapas de degradacion de GLM son similares a las reportadas en Turbina corymbosa desde
la perspectiva histologica (Brechu-Franco, 1980; Brechu-Franco ez al., 1984). Sin embargo,
durante la germinacion la galactosa que constituye el esqueleto del GLM desaparece 12
horas antes (Fig. 15 y 21). Probablemente esto se deba a la accién de a-galactosidasa que
durante estas etapas aumenta considerablemente (Fig. 29). Esto muestra una diferencia en
este proceso que no habia sido reportado con anterioridad.

La secuencia de movilizacién de reservas de GLM en Ipurpurea (Fig. 28) indica
que al ser degradado el GLM en el endospermo, los esqueletos de carbono provenientes de
éste son absorbidos por los cotiledones para dar lugar al aumento en la concentracion de
Sac y la acumulacién de Alm. Estos ultimos son transitorios, ya que en la postgerminacién
tardia son degradados en el embrion-plantula para dar lugar al aumento de las pozas de Glu
y Fru (Fig. 17-21). Es probable por lo tanto, que la sacarosa sea traslocada al eje y ahi sea
hidrolizada para dar origen a Glu y Fru (Halmer et al., 1978) donde se acumulan en forma
considerable (ver indices de correlacion Tabla 2). Este esquema de degradacién es similar a
lo que sucede en otras semillas endospérmicas como las leguminosas (Reid, 1971;
McCleary y Matheson; 1974; Dea y Morrison, 1975; Dea, 1978; Meir y Reid, 1982;
McCleary, 1983; Bewley ef al,, 1993; Bewley y Black, 1985).

Se conoce que la cantidad de galactomanano en las semillas de Convolvulaceae
pueden ser consideradas como de contenido medio (10 a 15% del peso seco) (Tookey et al.,
1962), encontrdndose que [ purpurea contiene uno de los valores mas altos de esta
categoria, superior al 20% del peso seco (datos no mostrados). En este sentido, al comparar
los % de galactomanano con especies de las familias Fabacea, Mimosaceae, Caesalpiniacae
permiten proponer a Ipomoea purpurea (planta nativa en México y ampliamente
distribuida) como una fuente alterna de obtencién del polisacarido, dado que actualmente
no tiene uso alguno en el pais. Cabe sefialar que la industria de alimentos en México
importa grandes cantidades de estos polisacaridos y muy poco se sabe acerca del potencial
de especies mexicanas que pueden reemplazar a las especies productoras del extranjero.
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PARAMETROS |CORRELACION |VALOR-P
mg-pf, GLM 0,949 < 0,0001
imb, GLM -0,909 < 0,005
imb, Glu 0,961 < 0,0001
Imb, Fru 0,971 < 0,0001
GLM, Alm -0,985 < 0,001

GLM, Sac -0,941 < 0,05
Alm, Sac 0,992 < 0,01
nRaf, Alm -0,871 < 0,01
nRaf, Sac -0,952 < 0,01
GLM, Glu -0,868 < 0,01
GLM, Fru -0,91 < 0,005
Glu, Fru 0,994 < 0,0001

Tabla 2 Andlisis de correlacion entre las pozas de carbohidratos durante el desarrollo, germinacién y
postgerminacion de Ipomoea purpurea. Los valores de P son menores a 0.05. Abreviaciones igual que en
figuras.

D.- Enzimas Hidroliticas durante el Desarrollo.

Entre las plantas, la enzima a-galactosidasa ha sido detectada ampliamante; se ha
encontrado dentro de las leguminosas y otras especies que contienen sustratos o-D-
galactosidicos. Actualmente esta bien establecido que en plantas una de las funciones de la
a-galactosidasa es romper los grupos a-D-galactosil de oligo y polisacaridos que contienen
o-D-galactosa. Los productos de degradacién entonces formados funcionan como un fuente
de energia y de metabolitos celulares (Dey, 1978).

Durante el desarrollo de Ipomoea purpurea se demostré la presencia de actividad
de a-Galactosidasa, detectdndose desde la antesis hasta obtener un maximo a los 45 mg-pf
en la semilla completa (Fig. 23), similar a lo establecido en estudios realizados durante el
desarrollo de Trigonella foenum-graecum, Cyamopsis tetragonoloba y Senna occidentalis
(Edwards et al., 1992).

En el endospermo de Ipomoea purpurea ésta enzima aumenta gradualmente hasta
alcanzar un maximo en la semilla madura deshidratada, sin embargo los niveles de
actividad son bajos al compararse con las otras dos estructuras: embrién y testa (Fig. 23).
Estos datos contrastan con los obtenidos para TI. foenum-graecum y C. tetragonoloba
donde los niveles de a-galactosidasa en el endospermo son constantes y bajan justamente
durante la depositaciéon de GLM. Sin embargo, son similares a los reportados en S.
occidentalis, en la cual existe un incremento considerable en la actividad de esta enzima en
la etapa de depositacion tardia de GLM (Edwards et al., 1992).
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Se ha establecido anteriormente una relacién directa entre la actividad de a-
galactosidasa del endospermo y los cambios en la proporcion manosa/galactosa que se
producen después de la sintesis de GLM. Para el caso de algunas leguminosa como T.
foenum-graecum (Reid y Meier, 1970) y C. tetragonoloba (Edwards et al, 1992), no
existen evidencias de modificacién post-sintesis en estas proporciones. Sin embargo en
leguminosas primitivas como S. occidentalis se ha reconocido una correspondencia exacta
entre los cambios en las proporciones manosa/galactosa en el GLM vy los niveles de a-
galactosidasa del endospermo, lo cual perimitié concluir que esta enzima media las
modificaciones post-sintesis de GLM (Edwards et al, 1992). Asi mismo Mallett y
colaboradores (1987) en Gleditsia triacanthos han reportado una disminucién en la
proporciones manosa/galactosa y la presencia de actividad de a-galactosidasa en las
semillas maduras, sin embargo ellos postulan la posibilidad de que las modificaciones en
estas proporciones se deban a los efectos estéricos y conformacionales en el complejo
membranal de biosintesis de GLM, donde estan involucradas la manosil y galactosil
tranferasa (McCleary y Matheson, 1986), y no a la actividad de o-galactosidasa. Por lo
tanto la actividad de o-galactosidasa en I purpurea puede estar involucrada en las
modificaciones de las proporciones manosa/galactosa durante la acumulacién de GLM.

Edwards et al (1992) establecieron la probabilidad de que las modificaciones en las
proporciones manosa/galactosa no ocurran en todas las leguminosas endospérmicas. De tal
forma que la actividad de a-galactosidasa se presentaria solo en las leguminosa primitivas
o en aquellas semillas con bajos contenidos de galactosa en el GLM. Pruebas preliminares
en las proporciones manosa/galactosa de Ipomoea purpurea indican que €sta presenta
niveles bajos de galactosa en el GLM, tal vez debido a las modificaciones post-sintesis
derivadas de la actividad de «-galactosidasa. Por lo tanto y de acuerdo al criterio
taxon6mico de proporciones y de modificacion de manosa/galactosa (Bailey, 1971; Dea y
Morrison, 1975; Reid, 1985; Buckeridge et al., 1995), es probable que semillas del género
Ipomoea pertenecientes a la familia Convolvulaceae puedan ser consideradas dentro del
grupo de las endospérmicas primitivas.

La presencia de a-galactosidasa a nivel del embrién en Ipomoea purpurea (Fig. 23),
se encuentra vinculada con la degradacion de los azicares de la serie de la rafinosa durante
el proceso de germinacion, como en el caso de las semillas 7. foenum-graecum, en donde
los niveles de a-Galactosidasa en el embridn son altos en la semilla madura deshidratada
(Reid y Meier, 1973). Es probable que esta enzima se encuentre compartamentalizada como
en el caso de Vicia faba, ya que su actividad se presenta durante las primera horas de
imbibicion y en este periodo se degradan los nRaf (Fig.14).

En probable que en testa la actividad basal de «o-Galactosidasa pueda tener
funciones distintas a las propuestas para el endospermo y el embrion (Fig. 30 y 33). No ha
sido reportada la actividad de esta enzima en esta estructura, sin embargo
histoquimicamente se ha demostrado en /. purpurea que en estas etapas se acumulan en el
esclerénquima en empalizada cantidades considerables de lignina, asi como lipidos, taninos
y cutina (Ponce-Salazar ef al., 1990). Es importante mencionar que las células del
parénquima continian degradando sus reservas de almidon y es probable que esta enzima
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esté involucrada en estos procesos. Quedara por establecer la funcién y participacion de la
o-Galactosidasa en esta estructura.

Similar al caso de a-galactosidasa se ha demostrado también la actividad de B-
manosidasa durante el desarrollo de semillas endospérmicas (Reid y Meier, 1972;
McCleary y Matheson,1975). En I purpurea los niveles de B-manosidasa aumentan
gradualmente hasta alcanzar un maximo en la semilla madura hidratada y se encuentran
principalmente en el endospermo y el embrién (Fig. 25). En C. tetragonoloba se ha
determinado que esta enzima se acumula durante el desarrollo del endospermo, sin embargo
en semillas como 7. foenum-graecum y S. occidentalis se presenta solo en niveles bajos
(Edwards et al., 1992). Es probable por lo tanto que la actividad de la enzima localizada en
el endospermo y embrién cumplan funciones en la movilizacién de GLM durante la
germinacion y postgerminacién y Gnicamente sean almacenadas durante el desarrollo de I
purpurea. Se sabe que esta enzima es inactiva sobre el GLM intacto (McCleary, 1983)
pero, tiene un rol en el metabolismo postgerminativo (Reid y Meier, 1973). Edwards er al
(1992) han establecido que las diferencias en la regulacion de los niveles de actividad de B-
manosidasa son de caracter inter-especies, lo cual se confirma con las datos obtenidos para
L purpurea.

La presencia de B-mananasa en semillas que contienen reservas de GLM ha sido
ampliamente demostrada (McCleary y Matheson,1975). Esta enzima cataliza la hidrdlisis
de enlaces B-D-(1-4)-mandsidos en GLM, mananos y glucomananos entre otros (Dey,
1978). Se ha reportado que esta enzima se puede localizar tanto en la semillas maduras
deshidratadas como en proceso de imbibicion. En el primer caso se han localizado
principalmente en dicotiledoneas como Lactuca sativa y gimnospermas como Pinus
banksiana (Dirk et al., 1995), en ambos casos a nivel del embrién. Sin embargo, en I
purpurea se encontrd que la actividad endo-f-mananasa se localiza Gnica y exclusivamente
en la testa y su actividad se incrementa hacia el final del desarrollo (Fig. 27). Los niveles
de actividad son menores que en el caso de la actividad presente durante la postgerminacion
(Fig. 33). Debido a que esta actividad es solo medible cuando se utiliza como sustrato GLM
de semillas deshidratadas, es probable que su acciéon no sea sobre el GLM que se estd
sintetizando. Dirk ef al (1995) han comprobado la presencia de esta enzima en tejidos
vegetativos de alfalfa madura y en proceso de floracién, asi como en megagametofitos de
coniferas que no contienen GLM, lo cual pueden implicar funciones distintas a la de
degradacion de las paredes de mananos; tal vez este sea el caso en la testa de I purpurea
durante el desarrollo.

E.- Enzimas Hidroliticas durante la Germinacién y Postgerminacién.
En semillas de leguminosas endospérmicas, la movilizacion de GLM durante la
postgerminacion es un proceso bioquimico ampliamente comprendido. En el proceso estin

involucradas tres enzimas hidroliticas; a-Galactosidasa, exo-B-Mananasa (B-Manosidasa)
y endo-B-mananasa (Meier y Reid, 1982). Aun cuando existen diferencias en
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Jos niveles de actividad de pP-Manosidasa para algunas semillas (Reid y Meier, 1973;
McCleary, 1983), se ha establecido que esta enzima participa en la movilizacién de GLM
durante la germinacion de semillas leguminosas.

La actividad de o-Galactosidasa en I purpurea se encontrd durante la germinacion,
presentando un primer maximo en las primeras horas de imbibicién, mas aun, durante la
postgerminacion, el nivel de actividad aumenta de manera significativa y coincide con la
declinacién en la cantidad de GLM (Fig. 29, 15). La actividad se localizé principalmente en
el endospermo y en menor magnitud en embrién (Fig 29). Estos resultados coinciden con
los reportados para varias semillas donde se ha demostrado que esta actividad incrementa
durante la germinacién (Dea y Morrison, 1975; Leung et al., 1979). La a-Galactosidasa
localizada en el embrion de I purpurea es sintetizada y compartamentalizada durante el
desarrollo y posteriormente utilizada durante la germinacién en la hidrolisis de los
oligosacaridos de la serie de la rafinosa, mientras que en el endospermo la enzima que actua
en la degradacion de GLM tal vez sea sintetizada de novo (Fig. 29, ver indices de
correlacién Tabla 3 y 4). Este analisis es apoyado por los estudios realizados durante la
germinacion de Trigonella foenum-graecum donde los niveles de a-Galactosidasa en el
embrion permanecen constantes, mientras que en el endospermo incrementan rapidamente
paralelo a la degradacion del GLM, sugiriéndose que la «-galactosidasa del embrién es
responsable de la degradacién de los nRaf (Reid y Meier, 1973). McCleary y Matheson
(1974) ha demostrado la presencia de formas multimoleculares de «a-Galactosidasa
(designadas como A, B y C) durante la germinacién de Medicago sativa, Cyamopsis
tetragonolobus, Ceratonia siliqua, Gleditsia triacanthos y soya. La Forma A esta presente
en semillas deshidratadas y sus niveles no incrementan significativamente en la
germinacién. Se ha sugerido que las formas A y B estan confinadas al cotiledén-embrion y
son responsables principalmente de la hidrolisis de oligosacaridos a-D-galactosidicos. La
forma C es una enzima endospérmica que tiene una alta especificidad por la hidrélisis de
GLM, y se sabe que se incrementa rapidamente durante la germinacién. Es probablemente
que las a-Galactosidasas localizadas por estructura en I purpurea sean isoenzimas y su
sintesis sea controlada de diferente forma durante el desarrollo y germinacion (Fig. 35). La
enzima del embrion invariablemente es sintetizada durante el desarrollo y activada durante
la germinacion, sin embargo la enzima involucrada en la degradacién del GLM parece que
se sintetiza de novo.

222812

PARAMETROS |[CORRELACION |VALOR-P
GLM, o-GLT -0,99 < 0,0001
GLM, B-MSD 0,944 < 0,0005
GLM, B -MNN -0,993 < 0,005
o-GLT, B-MSD -0,95 < 0,005
a-GLT, B~MNN 0,967 < 0,05 .
Tabla 3 Analisis de correlacion entre las actividades enzimaticas y GLM durante la germinacién y

postgerminacién de /pomoea purpurea. Los valores de P son menores a 0.05. Abreviaciones igual que en

figuras.
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Con respecto a los niveles de actividad de P-manosidasa en I purpurea se
presentaron comportamientos distintos, resultado de la extraccién a pH 5.0 y pH 8.0 (Fig.
31-32). De acuerdo con McCleary (1983) las diferencias en los comportamientos de esta
enzima se deben principalmente al proceso de extraccién. Se ha postulado a manera de
hipétesis que la enzima se localiza adosada a la pared celular, por lo que es necesario
utilizar pH alcalinos y una alta fuerza i6nica (McCleary, 1983; Ouellette y Bewley, 1986).
Los resultados obtenidos a pH 5.0 demuestran que en el germinado completo la actividad
aumenta gradualmente y coincide con la degradacién de GLM, sin embargo por estructura
no se observa este incremento, por el contrario, se determiné que en endospermo la
actividad disminuye (Fig. 31). Estos resultados contrastan con los obtenidos en T foenum-
graecum por Reid y Meier (1973) y los observados en Lactuca sativa por Leung et al
(1979), en los cuales se demuestra la presencia de esta enzima en el embrién y el
endospermo en todos los estadios de germinacién. Estructuralmente encontraron que el
embridn presenta bajos niveles de la enzima y no muestra incremento durante la
germinacion, sin embargo la B-manosidasa del endospermo incrementa 10 y 4 veces
respectivamente su actividad y este incremento coincide con la desapariciéon de GLM.

Bajo la extraccion a pH 8.0 se encontr6 que en el germinado intacto la actividad es
alta y posteriormente disminuye en forma paralela a la desaparicién de GLM, la principal
actividad se localiza en el endospermo (Fig. 32). A pesar de que los niveles de actividad son
bajos, al parecer son suficientes para degradar los mano-oligosacaridos producidos durante
la postgerminacién. Durante las primeras horas de imbibicidn la actividad de esta enzima se
mantiene alta y constante, por lo que es probable que esté involucrada en la degradacion de
mano-oligosacaridos presentes en la semilla y que no son producto de la degradacién de
GLM. Los comportamientos de actividad presentados en I purpurea son similares a los de
estudios realizados por McCleary y Matheson (1975) para distintas leguminosas y con los
estudios de McCleary (1983) en Cyamopsis tetragonoloba. En I purpurea se puede
observar que a nivel de endospermo no hay un incremento en la actividad de B-manosidasa
durante la degradacién de GLM. En este caso la actividad se mantiene constante hasta que
inicia la degradacion de GLM, posteriormente decrece la actividad. En el embrién-plantula
los niveles de la enzima aumentan ligeramente durante la germinacion y después declinan
(Fig. 35). Oullette y Bewley (1986) ha reportado que la actividad de esta enzima se
encuentra exclusivamente en los cotiledones asociada a la fraccién celuldsica y sus niveles
de actividad no cambian durante y después de la germinacién. Los datos obtenidos durante
el desarrollo apoyan la idea que esta enzima es sintetizada durante esta etapa y utilizada
durante la germinacion y debido a su localizacién en diferentes estructuras, es posible que
se trate de isoenzimas. Por lo tanto en I purpurea esta enzima es sintetizada durante el
desarrollo tanto en el endospermo como en el embrién y Unicamente durante la germinacién
es activada y cumple funciones de degradacién de manooligosacéridos de GLM (Fig. 32 y
35, ver Tabla 3 y 4).
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PARAMETROS |CORRELACION |VALOR-P
GLM, o—GLT(T-E) -0,973 < 0,0001
GLM, B -MSD (T-E) 0,975 < 0,0001
GLM, -MSD (EMB) 0,83 < 0,05
GLM, B -MNN(T-E) -0,999 < 0,005
GLM, B -MNN(EMB) -0,993 < 0,005

Tabla 4 Anélisis de correlacién entre las actividades enzimaticas por estructura y GLM durante la
germinacién y postgerminacion de Ipomoea purpurea. Los valores de P son menores a 0.05. Abreviaciones

igual que en figuras.

Por ultimo, dentro del proceso de degradacién de GLM, la accion de la -mananasa
en I purpurea aumenta drasticamente y posteriormente disminuye, estd actividad se
localiza principalmente .en endospermo. El aumento en la actividad de la enzima esta
intimamente correlacionado con la disminucién de GLM (Fig. 33, Tabla 3 y 4). Al igual
que en otras semillas, la actividad de f-mananasa incrementa al inicio de la
postgerminacion (36 hrs), pero posteriormente decrementa en forma paralela a la
degradacion de GLM en el endospermo (Halmer et al.,, 1976; McCleary y Matheson, 1975;
McCleary, 1978; DeMason ef al, 1985; Bewley y Reid, 1985). Estos patrones de actividad
son consistentes con los observados en 7. foenum-graecum por Reid y colaboradores (1973
y 1977) en donde demuestran que la enzima localizada en el endospermo incrementa 4
veces su actividad y alcanza un méaximo entre las 42-48 hrs de imbibicion. Por lo tanto al
igual que en otras semilla (Toorop et al, 1996) la presencia de [B-mananasa en el
endospermo de I purpurea juega un rol importante en los procesos catabolicos,
permitiendo al embrién la absorcidn de los esqueletos provenientes del GLM. Por otro lado,
en el embrion de I purpurea se detectd actividad de PB-mananasa, pero los niveles de
actividad fueron significativamente menores a los del endospermo (Fig. 33). McCleary y
Matheson (1975) no detectan actividad alguna en esta estructura. Sin embargo otros
estudios han demostrado ampliamente la presencia de -mananasa en el embridén (Halmer et
al., 1978; Dirk et al, 1995). En semillas de tomate (Lycopersicon sculentum) se observo
que la actividad de f-mananasa en el embrion aumentan drasticamente hacia las 40-60 hrs
de imbibicién y posteriormente disminuye; esto sucede inicialmente en el eje y
posteriormente en los cotiledones. Hasta el momento, la razén de los patrones de actividad
de B-mananasa en el embrion permanece desconocida (Toorop et al,,1996; Voigt y Bewley,
1996). Sin embargo y considerando otro estudios realizados a nivel de pared celular es muy
probable que la enzima localizada en el embrion de I purpurea pueda estar involucrada en
la extensibilidad de la pared celular (parecido a otras proteinas de la pared), promoviendo el
crecimiento celular (Schopfer y Plachy, 1985; Fry, 1993; McQueen-Mason y Cosgrove,
1995). Es claro que durante la germinacién estas enzimas son sintetizada de novo, ya que la
encontrada durante el desarrollo esta localizada en la testa y no se descarta la posibilidad de
que se presenten varias isoformas en diferentes estructuras de la semilla tal y como se ha
establecido en tomate (Fig. 35).
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Se ha propuesto que la B-mananasa no solo juega un rol importante en la
mobilizacion de reservas, sino que también cumple funciones importantes en el proceso de
germinacion. En este sentido se ha asociado la presencia de esta enzima en la region
micropilar de tomate con el adelgazamiento de las paredes celulares del endospermo lo que
permite la penetracién y posterior protrusion de la radicula ( Nonogaki ef al., 1992; Groot et
al, 1988; Ni y Bradford, 1993; Leviatov et al, 1995; Nomaguchi et al, 1995). Sin
embargo recientemente se ha establecido que la presencia de esta enzima en la regidn
micropilar no es suficiente para permitir el adelgazamiento de las paredes del endospermo y
la germinacién (Toorop y Bewley, 1996; Voigt y Bewley, 1996; Still y Bradford, 1997;
Duta et al., 1997; Dahal et al, 1997). En la semilla de I purpurea sera importante
establecer en un futuro si esta enzima se localiza en la regién micropilar y siexiste
correlacién con el proceso de germinacion.

F.- Actividad Amilolitica durante la Germinacion y Postgerminacion.

Si bien las semillas de las leguminosas endospérmicas no almacenan almidoén en la
madurez, debido a que el principal carbohidrato de reserva es el GLM localizado en el
endospermo, durante la postgerminacién Nadelmann (1889) observd por vez primera la
formacion de granulos de Alm en los cotiledones justo cuando el endospermo desaparecia.
A partir de ese estudio. se ha establecido de manera general que durante la fase final de
movilizacion de GLM, se acumula de manera transitoria Alm en los cotiledones (Reid,
1971; Dey, 1978). En I purpurea se encontré de manera clara esta relacion. El Alm se
acumula entre las 36 y 48 hrs de imbibicion, una vez que el GLM ha desaparecido del
endospermo (Fig. 18 y 21).

El estudio realizado en semillas de Trigonella foenum-graecum por Bewley y
colaboradores (1993) demostré que la acumulacidn transitoria de ALM en los cotiledones
estaba acompafiada de la presencia de amilasa soluble. Los niveles de actividad
incrementan cuando el Alm comienza a desaparecer, sugiriendo que el aumento en el
recambio y utilizacion del almidén temporal comienza después de este tiempo. Al igual que
en ese estudio, se encontrd que en L purpurea la actividad amilolitica soluble se detecta
desde el inicio de la imbibicién y aumenta entre las 48 y 72 hrs de imbibicion (Fig 36),
periodo en el cual la concentracion de Alm disminuye notablemente. Estos resultados
indican una relacion directa entre la actividad amilolitica y la desaparicion de ALM. Diaz-
Pontones (1992) demostré que durante el desarrollo de la semilla I .purpurea la actividad
amilolitica aumenta en el primer tercio del desarrollo junto con la desaparicién del Alm de
la cubierta seminal. En ese estudio la actividad de la enzima se midi6 a pH 6.0 y 4.8
encontrando actividad en ambos pH. Una forma de comprobar que la enzimas involucradas
en la degradacion de Alm tanto en el desarrollo como en la germinacién no son las mismas
fue medir la actividad amilolitica no solo a pH 5.6 como lo propone Bewley et al (1993),
sino medirla también a pH 6.0 y 4.8. No se detectd actividad a pH 6.0 , sin embargo a pH
4.8 se encontré que la actividad presenta un maximo a las 36 hrs de imbibicién. La
actividad deteminada mayoritariamente como alfa amilasa es constante, mientras que la
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beta amilasa presenta el mismo comportamiento que la actividad total (Fig. 36). Por lo tanto
es claro que las enzimas involucradas en la degradacion de Alm de I purpurea son distintas
para desarrollo y germinacién. Esto se ha demostrado en otras semillas (Chrispeels y
Varner, 1967; Garcia-Maya et al.,1990).

G.- Modelo de Movilizacién de Carbono en Ipomoea purpurea.

A partir de los resultados obtenidos es posible establecer un modelo de movilizacién
de carbono en la semillas de Ipomoea purpurea. El aporte de carbono por parte de la planta
madre, su posterior acumulacién, transformacion y utilizacién estan caracterizadas por los
diferentes estadios fisiologicos y de desarrollo por lo cuales pasa la semilla hasta
establecerse como una nueva plantula. Durante el desarrollo que comprende desde la antesis
hasta la semilla madura deshidratada, la semilla acumula carbohidratos de manera
diferencial. Asi durante los primeros estadios de desarrollo la glucosa se acumula en la
testa, al mismo tiempo que el almidon se degrada en la misma estructura. La glucosa se
origina de la sacarosa proveniente de la planta madre y sirve para la sintesis de almidén, el
cual a su vez se degrada hacia la mitad del desarrollo y libera este azicar. Las proporciones
glucosa/fructosa apoyan este hecho, ya que al inicio del desarrollo de la cubierta seminal la
proporcién se mantiene cercana a uno, pero posteriormente incrementa cuando se produce
la hidrélisis de almidén. De acuerdo a estas mismas proporciones la glucosa se acumula en
el endospermo debido a la hidrolisis de sacarosa. La fructosa que presenta el mismo
comportamiento por estructura que la glucosa, proviene tnicamente de la hidrélisis de
sacarosa. La concentracién de ambas hexosas es elevada durante la primeras etapas de
desarrollo en el embridn, sin embargo hacia el final del desarrollo se acumula sacarosa en la
testa, el endospermo y el embrién.

Ademas los patrones de acumulaciéon de hexosas y sacarosa se encuentran
intimamente relacionados con el estado de desarrollo morfologico de I purpurea, ya que en
las primeras etapas de desarrollo cuando se acumulan estas hexosas se da la diferenciacién
del embrion (desde globular hasta cotiledonal) y del endospermo (de la fase nuclear a
celular), coincidiendo con el papel propuesto en el crecimiento y division celular. Durante
las etapas finales se acumula sacarosa en las tres estructuras, las cuales inician un periodo
de sintesis de productos de almacenamiento.

Uno de estos productos de acumulacion es el galactomanano, el cual se acumula
Unicamente en el endospermo a partir de la mitad del desarrollo hasta obtener un méaximo
en la etapa de semilla madura hidratada. La acumulacién de GLM esta relacionada con el
decremento en la cantidad de almidén a nivel de cubierta seminal y galactosa en el
endospermo, asi como el aumento en las pozas de sacarosa y en menor proporcion de
glucosa y fructosa en endospermo. Es posible por lo tanto establecer que estos
carbohidratos son las fuentes de carbono disponibles para la sintesis de éste polisacarido. La
aparicion de galactomanano coincide con la celularizacion del endospermo (ya que es a
nivel de pared celular donde se acumula) y el incremento en el peso fresco de la semilla.
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La deteccion de cantidades minimas de o-galactosil oligosacarido durante el
desarrollo indican que no se alcanz6 el periodo donde se da la sintesis de este
oligosacarido,ya que en la semilla madura deshidratada se encuentran cantidades elevadas
de nRaf, la cual se determiné como verbascosa. Al parecer la sintesis se presenta en el
periodo considerado como desecacidn y de acuerdo a las conceniraciones encontradas la
sintesis se da a partir de la sacarosa, glucosa y fructosa presente al final del desarrollo (Fig.
38Ay B).

Durante el desarrollo se presenta actividad de c-galactosidasa. En el endospermo
esta enzima puede estar involucrada en las modificaciones de las proporciones
manosa/galactosa del GLM. La presencia de a-galactosidasa a nivel del embrion esta
vinculada con la degradacion de los aziicares de la serie de la rafinosa durante el proceso de
germinacién. Es probable que esta enzima sea sintetizada y compartamentalizada durante
este perfodo y utilizada durante la germinacién. Los niveles de B-manosidasa también
aumentan en el endospermo y el embrién. Es probable que al igual que la a-galactosidasa
esta enzima se encuentre compartamentalizada ya que la funcién que se le ha atribuido es
de movilizacién de GLM vy se presenta durante la germinacion y postgerminacion.

Durante la imbibicion de la semilla se pueden observar tres fases: germinacion (0-24
hrs), postgerminacién temprana (24-48 hrs) y postgerminacion tardia (48-72 hrs). La
emergencia de la radicula se da hacia las 24 horas de imbibicién. A partir de este punto, la
longitud de la radicula asi como el peso fresco aumentan con respecto al tiempo de
imbibicién. Durante la fase de germinacién se consumen la verbascosa (nRaf) localizada a
nivel del embridn por accidn de la a-galactosidasa localizada en esa estructura. La cantidad
minima de galactosa encontrada demuestra que ésta no se acumula en forma considerable y
tal vez sea utilizada rdpidamente en el metabolismo respiratorio o en la sintesis de pared
celular.

Durante esta misma fase el GLM del endospermo permanece constante, sin embargo
las cantidades comienzan a disminuir en la postgerminacion temprana, justo cuando se da el
aumento de la actividad de a-galactosidasa y P-mananasa a nivel del endospermo. La
actividad de la B-manosidasa disminuye paralelamente con el GLM y al parecer esta enzima
tiene un papel menos importante durante la movilizacién de este polisacarido. Es
importante puntualizar que la galactosa que constituye el esqueleto del GLM es removida
12 horas antes de iniciada la movilizacion total del GLM por accién de la a-galactosidasa.
Esta diferencia puede reflejarse indirectamente como parte de las estrategias de
establecimiento de la plantula.
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A.-Carbohidratos Durante el Desarrollo de Ipomoea purpurea (Etapa 30-35 mg)

v ALM 4GLM GAL

*GLU FRU / 4GLU FRU 4+GLU FRU

A A U

e | SAC | w1 SAC =3 SAC | wedp 1SAC

TESTA ENDOSPERMO  EMBRION
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B.- Carbohidratos Durante el Desarrollo de [pomoea purpurea (Etapa 45-50 mg)

v G:‘.:L AGLM GAL
YGLU FRU / 4GLU FRU {GLU FRU
=== 4 SAC | =gt SAC | ===3p- ,GAC | s 1SAC

TESTA ENDOSPERMO EMBRION

Fig. 38. Esquema de movilizacién de carbohidratos durante el desarrollo de la semilla Jpomoea purpurea. A .-

etapa de 30-35 mg y B.- etapa de 45-50 mg de peso fresco.
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La secuencia de movilizacién de GLM indica que al ser degradado en GLM del
endospermo, los esqueletos de carbono provenientes de éste son absorbidos por los
cotiledones para dar lugar al aumento en la concentracion de Sac y la acumulacién de Alm.
Estos altimos son transitorios, ya que en la postgerminacion tardia son degradados en el
embrion-plantula para dar lugar al aumento de las pozas de Glu y Fru. Este hecho es
apoyado por el aumento en la actividad amilolitica durante la fase en la que el Alm
desaparece. La sacarosa es traslocada al eje muy probablemente y ahi es hidrolizada para
dar origen a la Glu y la Fru donde se acumulan en forma considerable (Fig. 39).

Degradacion de Galactomanano en . PURPUREA

Galactomanano

o - Galactosidasa ‘
B -Mananasa

Mano-oligosacaridos (?)

418 5 -Manosidasa

Galactosa (?)

ENDOSPERMO .
Manosa (?) Manobiosa (?)

i Manotriosa (?7)

e Manog (?) <——I

Sacarosa 4-1—» Glucosa 1- P ==» Almidon B -Manosidasa

(?) i 4 v B - Amilasa

Fructosa Glucosa

EMBRION-PLANTULA

Fig. 39. Esquema de movilizacién de carboh durante la germinacién y postgerminacion de la semilla
Ipomoea purpurea. A.- etapa de 30-35 mg y B.- etapa de 45-50 mg de peso fresco.

Es claro que los esqueletos de carbono provienen durante el desarrollo de la planta
madre, se acumulan de manera inicial en la testa en forma de almiddn y posteriormente
estos esqueletos son tranferidos al endospermo en forma de galactomanano. Durante la
postgerminacion, la fuente de carbono almacenada en el endospermo es tranferida y
tranformada a manosa y galactosa para ser asimilada por los cotiledones, en los cuales se
sintetiza sacarosa y almidon. En la plantula, el almidon es degradado y los esqueletos
resultantes en forma de sacarosa son exportados hacia las zonas de crecimiento como la
radicula para funcionar como fuentes disponibles de energia al ser hidrolizados en glucosa y
fructosa. Por lo tanto se establece que existe una distribucién espacio-temporal de la fuente
de carbono en esta semilla.
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1.- Durante el desarrollo de la semilla se acumulan carbohidratos solubles. La glucosa tiene
un méaximo de acumulacion hacia la mitad del desarrollo, encontrdndose principalmente en
la testa. La fructosa (Fru) se mantiene constante durante el desarrollo, descendiendo en la
testa y acumulandose en el endospermo y embrién. Con respecto a la sacarosa (Sac), ésta se
acumula unicamente hacia el final del desarrollo en las tres estructuras. La cantidad de
galactosa (Gal) y oligosacaridos de galactosa (sRaf) se mantienen en cantidades traza. A
nivel del endospermo se acumula GLM a partir de la mitad del desarrollo. La acumulacién
de GLM pueder ser utilizada como un marcador de desarrollo del endospermo y de la
semilla.

2.- Durante la germinacién y postgerminacion existe un aumento en el peso fresco y la
longitud de radicula con relacion al tiempo de imbibicidn; sin embargo, el peso seco se
mantiene constante.

3.- Durante la fase de germinacion (0-24 hrs) se encontré que los sRAF (verbascosa)
localizados unicamente en el embridn se consumen.

4.- En la postgerminacién (24-48 hrs), el GLM se consume totalmente y aparecen a nivel
del embridn pozas transitorias de SAC y ALM junto con el inicial aumento de Glu y Fru.

5.- En la ultima fase de estudio (48-72 hrs) descienden las pozas de Sac y Alm y se
acumulan Glu y Fru.

6.- Con respecto a las enzimas involucradas en la degradacion de GLM, durante el
desarrollo la actividad de «-galactosidasa se incrementa principalmente en el embridn
mientras que la actividad de B-manosidasa se incrementa en el embrion y endospermo. A
nivel de la testa se detecta una actividad baja de f3-mananasa.

7.- Durante la germinacién y postgerminacién la actividad de a-galactosidasa y J-
mananasa a nivel del endospermo se incrementan conforme el GLM desaparece, sin
embargo la actividad de la -manosidasa disminuye paralelamente con el GLM.

8.- En el embritn la actividad de a-galactosidasa aumenta y al parecer esta relacionada con
la desaparicion de los nRaf, la actividad de B-mananasa también aumenta y puede estar
relacionada con la protrusién de la radicula. La actividad de la [3-manosidasa se mantiene
constante y al parecer esta relacionada con la degradacion de manoligosacéridos.

9.- La actividad amilolitica en la plantula aumenta conforme el Alm desaparece.

10.- En semillas de [pomoea purpurea, el GLM es el polisacarido de reserva de mayor
importancia, el cual se acumula durante el desarrollo en el endospermo y se utiliza durante
la postgerminacién para el establecimiento de la pldntula.

11.-La acumulacién de GLM esta asociada a las pozas acumulables de Sac, Glu, Fruy Gal a
nivel del endospermo.

12.- La disminucién en la cantidad de GLM esta correlacionada con la actividad de la
enzimas a-galactosidasa, f-mananasa y 3-manosidasa.

13.- La desaparicion de GLM esta correlacionada con la produccién de pozas transitorias de
Sac y Alm en el embrién, asi como a la acumulacién de Glu y Fru en la postgerminacion.
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En futuras investigaciones es necesario indagar acerca de las sefiales que controlan
la sintesis y degradacion de GLM asi como determinar el papel especifico de las enzimas
involucradas en estos procesos. Quedara por establecer la funcién del GLM en la proteccién
del embridn y en la nutricion de la nueva plantula. En este sentido y debido a la importancia
comercial y agricola que representa esta especie es prioritario realizar estudios exhaustivos,
a nivel de desarrollo, desecacion y germinacion, utilizando herramientas a nivel celular y
molecular que permitan discernir los mecanismos y estrategias bioquimicas que ha
desarrollado esta especie en su proceso de adaptacidn a los cultivares. Estos estudios podréan
aportar nuevos conocimientos que favorezcan a corto y largo plazo el control y utilizacién
de la semilla Jpomoea purpurea.
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