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| RESUMEN

El maiz de calidad proteinica (QPM) resulta de la conversién del endospermo
blando de la mutante opacoZ2 (02) en vitreo. Estudios previos con lineas recombinante
puras (RIL) derivadas de la cruza entre K0326Y-QPM y W64A02 sugieren que esta
modificacion del endospermo en QPM esta asociada con la expresion y actividad de
enzimas de sintesis almidon durante el desarrollo del grano. El objetivo del presente
estudio fue analizar cambios en la expresion y actividad de enzimas de sintesis de
almiddn relacionados con la modificacién del endospermo en QPM. Se utilizaron las
lineas KO326Y-QPM y W64A02, asi como una seleccion de RIL derivadas de su cruza
y contrastantes en vitrosidad. Se obtuvieron endospermos en desarrollo a los 28 dias
después de la polinizacién (DDP), de los cuales una parte se liofilizd para obtener
harina y medir el contenido de almidon total. Del endospermo en desarrollo se aislo6 el
almidon y se determind su composicion, propiedades térmicas, grado de hinchamiento
y patron de ramificacion de la amilopectina; también se analizaron las proteinas
involucradas en su biosintesis. Se extrajo RNA para el analisis de expresion de cuatro
genes involucrados en la sintesis de almidon: Brittle2 (Bt2), Waxy1 (Wx1), Amylose
extender1 (Ae1)y Pullulanase (Zpu1). También se prepararon extractos proteicos para
medir la actividad de enzimas codificadas por estos genes: ADP-glucosa
pirofosforilasa (AGPasa), almidon sintasa unida al granulo (GBSSI), enzima
ramificadora (SBE) y desramificadora (PUL). Se determinaron las secuencias
nucleotidicas de las variantes alélicas de K0326Y-QPM y W64Ao02 del gen Aet que
codifica para SBE y se expresaron en Escherichia coli para determinar si las enzimas
codificadas difieren en actividad. El analisis de la composicién quimica del almidén

reveld que el contenido de amilosa fue mayor en las lineas vitreas con respecto a las

1



opacas, mientras que en el caso del contenido de almidon y amilopectina se observé
lo opuesto. El almidén de las lineas vitreas presentd menor grado de hinchamiento
(GH), menor entalpia de gelatinizacion (AHg) y mayor porcentaje de retrogradacion
(%R), lo cual correspondié con el mayor contenido de amilosa en estas lineas. La
expresion del gen Wx1, la acumulacién y la actividad de GBSSI fueron superiores en
las lineas vitreas respecto a las opacas, lo cual correspondié con el contenido de
amilosa, mientras que la expresion de Ae7 y actividad de SBE fue mayor en lineas
opacas respecto a las vitreas y correspondié con el contenido de amilopectina. Las
secuencias de las SBE codificadas por las variantes del gen Ae7 en KO0326Y-QPM y
WG64A02 variaron en cinco aminoacidos, de los cuales algunos parecen afectar el sitio
catalitico de la enzima, lo cual podria ser responsable de la menor actividad de SBE y
contenido de amilopectina observados en las lineas vitreas. Sin embargo, las SBE
recombinantes producidas en E. coli mostraron una actividad similar. Los resultados
sugieren que la modificacion del endospermo en QPM esta asociada con cambios en
la expresion y actividad de las enzimas de biosintesis del almidon que afectan la
composicion del almidén durante el desarrollo del endospermo, asi como sus
propiedades fisicoquimicas y estructurales. La mayor actividad de GBSSI y la menor
actividad de SBE producen granulos de almidén con mayores proporciones de amilosa
y regiones amorfas, favoreciendo una mayor compactacion entre estas estructuras,

contribuyendo al fenotipo vitreo en QPM.



ABSTRACT

Quality protein maize (QPM) results from the conversion of the soft endosperm of
the opaqueZ2 (02) mutant into a vitreous phenotype. Previous studies with recombinant
inbred lines (RIL) derived from the cross between K0326Y-QPM and W64A02 suggest
that endosperm modification in QPM is associated with the expression and activity of
starch biosynthetic enzymes during kernel development. The aim of the present study
was to analyze changes in the expression and activity of starch biosynthetic enzymes
related to endosperm modification in QPM. The lines K0326Y-QPM and W64A02 were
used, as well as a selection of RIL derived from their cross and contrasting in
vitreousness. Developing endosperms were obtained 28 days after pollination (DAP)
and part of them were freeze-dried to measure total starch content. Starch was isolated
from developing endosperms to measure their composition, thermal properties,
swelling power and amylopectin branching pattern, as well as to analyze proteins
involved in its biosynthesis. RNA was extracted to analyze the expression of four genes
involved in starch biosynthesis: Brittle2 (Bt2), Waxy1 (Wx1), Amylose extender1 (Ae1)
y Pullulanase (Zpu1). Protein extracts were also prepared to measure the activity of
enzymes encoded by these genes: ADP-glucose pyrophosphorylase (AGPase),
granule-bound starch synthase (GBSSI), branching enzyme (SBE) and debranching
enzyme (PUL). The nucleotide sequences of the allelic variants of the Ae7 gene from
K0326Y-QPM and W64Ao02 were determined and expressed in Escherichai coli to
determine if the SBE encoded by these genes differ in activity. Analysis of the chemical
composition of starch showed a higher amylose content in the vitreous lines with

respect to the opaques, while the opposite was observed for starch and amylopectin



content. Starch from the vitreous lines showed lower swelling power (SP), lower
enthalpy of gelatinization (AHg) and higher percentage of retrogradation (%R), which
corresponded with the higher amylose content in these lines. The expression of the
Wx1 gene, the accumulation and GBSSI activity were higher in the vitreous lines
compared to the opaques, which corresponded with the amylose content, whereas the
expression of Ae7 and the activity of SBE were higher in the opaque than the vitreous
lines, which corresponded with the amylopectin content. The sequences of the SBE
enzymes encoded by the Ae variants from K0326Y-QPM and W64Ao02 differed in five
amino acids, some of which appear to affect the catalytic site of the enzyme, which may
be responsible for the lower activity and amylopectin content observed in the vitreous
lines. However, the recombinant SBE enzymes produced in E. coli showed similar
activity. The results suggest that endosperm modification in QPM is associated with
changes in the expression and activity of starch biosynthetic enzymes, which affect
starch composition during endosperm development, as well as its physicochemical and
structural properties. The higher activity of GBSSI and the lower activity of SBE produce
starch granules with larger proportions of amylose and amorphous regions, favoring a
greater compaction between these structures, contributing to the vitreous phenotype in

QPM.



Il INTRODUCCION

El maiz (Zea mays L.) ocupa el primer lugar de produccion entre los cereales y
representa la base de la alimentacién en paises en desarrollo como México. Sin
embargo, al igual que otros cereales las proteinas del maiz son deficientes en
aminoacidos esenciales, principalmente lisina y triptéfano (Yau y col 1999). Es por esta
razon que surge la necesidad de obtener un cereal con buena calidad proteinica. En
este sentido, Mertz y col (1964) reportaron que la mutacion opaco-2 (02) duplica el
contenido de lisina en el endospermo de maiz y mejora la calidad proteinica del grano;
sin embargo, presenta un endospermo blando que trae consigo consecuencias como
un pobre desempefio agrondmico y problemas poscosecha. Para solucionar dichos
inconvenientes, fitomejoradores del Centro Internacional de Mejoramiento de Maiz y
Trigo (CIMMYT) desarrollaron mutantes 02 con un endospermo duro (vitreo) conocidos
como maiz de calidad proteinica (QPM), los cuales fueron obtenidos mediante
retrocruzas tradicionales (Magbool y col 2021) y mantienen la calidad nutricional de la
mutante 02. Sin embargo, se conoce poco sobre los mecanismos involucrados en la
conversion del fenotipo blando de 02 en vitreo en QPM. Dentro de los factores
involucrados en esta modificacién se incluyen la alteracion de la estructura y
composicion del almidén (Gibbon y col 2003; Salazar-Salas y col 2014), el aumento en
la acumulacion de pequefios cuerpos proteinicos enriquecidos en y-zeina de 27 kDa y
recientemente la pérdida de la envoltura de los amiloplastos debido a una reduccion

de los carotenoides no polares (Wu y col 2010; Wang y col 2020).

El almidon es el principal componente del maiz y por ende el que tiene mayor

influencia sobre las propiedades del grano. Estda formado por dos polimeros de



glucosa, amilosa y amilopectina, que se acumulan en forma de granulos durante el
desarrollo del endospermo. La biosintesis de almidon involucra principalmente la
actividad de cuatro grupos de enzimas: las ADP-glucosa pirofosforilasas (AGPasa)
formadas por una subunidad grande codificada por el gen Shrunken2 (Sh2) y una
subunidad pequefia codificada por el gen Brittle2 (Bt2); las almidén sintasas que
comprenden la unida al granulo de almidén (GBSS) codificada por el gen Waxy1
(Wx1), responsable de la sintesis de amilosa, y las solubles (SSI, Il, lll y IV) que son
responsables de la sintesis de amilopectina; enzimas ramificadoras de almidon (SBE)
destacando la codificada por el gen Amilose extenderi (Ae1) y enzimas
desramificadoras de almidon (DBE y PUL), codificadas por los genes Sugary1 (Suf)

y Pullulanase (Zpu1) (Hannah y James 2008).

El analisis genético en una poblacion de lineas recombinantes puras (RIL)
derivada de la cruza entre KO326Y QPM (endospermo vitreo) y W64Ao02 (endospermo
blando) identificd tres loci genéticos asociados con vitrosidad, una caracteristica
relacionada con la dureza del grano, en los cromosomas 1, 7 y 9 (Holding y col 2011);
el locus en el cromosoma 7 correspondid a y-zeina de 27 kDa y el del 9 se encontrd
muy cerca de genes de sintesis de almidon. Salazar-Salas y col (2014) evaluaron el
efecto de estos loci genéticos sobre algunas propiedades fisicoquimicas del almidén y
la acumulacion de proteinas de almacenamiento y relacionadas con la sintesis de
almidoén en el endospermo maduro. Sus resultados sugieren que las modificaciones
en la estructura e interaccion de cuerpos proteinicos y granulos de almidon contribuyen
de manera importante en la modificacion del endospermo en QPM. Estudios de

expresion génica (Vega-Alvarez y col 2022) y actividad enzimatica (Gonzalez-Nufiez



2016) en endospermo en desarrollo de las lineas K0326Y-QPM y W64Ao02 sugieren
que la modificacion del endospermo en QPM esta asociada con cambios significativos
en los niveles de transcritos de genes de sintesis de almidén y en la actividad de las
enzimas codificadas por dichos genes durante el desarrollo del grano, lo cual repercute
en las propiedades fisicoquimicas y estructurales del almidén. Sin embargo, es
necesario ampliar los analisis de expresion y actividad usando lineas derivadas de la
cruza entre K0326Y-QPM y W64A02 para demostrar dicha asociacién, ademas de
determinar las secuencias de las variantes alélicas de genes sintesis de almidon en
las lineas parentales KO0326Y-QPM y W64Ao02 y expresarlos en un sistema heterdlogo
para evaluar la actividad de las enzimas correspondientes, lo cual permitira determinar
si las diferencias de actividad se deben a diferencias estructurales de las enzimas. Por
ello, el objetivo del presente trabajo fue evaluar la expresién y actividad de enzimas de
biosintesis de almiddn y su asociacion con la modificacion del endospermo en maiz de

calidad proteinica.



Il REVISION DE LITERATURA
A GENERALIDADES DEL MAIZz
1 Importancia econémica y social

Dentro de los cereales el maiz destaca en importancia econdmica a nivel mundial,
ocupando el primer lugar de produccion con aproximadamente 1,210 millones de
toneladas en el afo 2022, seguido del arroz y el trigo con una produccién de 787y 770
millones de toneladas para ese mismo afo, respectivamente (FAOSTAT 2024). En el
Cuadro 1 se muestran los principales paises productores de maiz, destacando Estados
Unidos de América que ocupa el primer lugar de produccién al aportar el 31.7% del
total mundial, mientras que México ocupa el séptimo lugar con una produccion de 27.5
millones de toneladas (FAOSTAT 2024). En cuanto a la produccién de maiz en México,
Sinaloa es el principal estado productor con el 22% de la produccion nacional, seguido
de Jalisco y Estado de México, con 14.5 y 8%, respectivamente (Cuadro 2). Sinaloa
es altamente productivo por la calidad de sus tierras, la tecnificacion y uso de hibridos
con un alto desempefio agronémico, logrando asi obtener rendimientos altos que se
pueden comparar incluso con los de los principales paises productores de maiz (SIAP
2024)

El maiz es de gran importancia social en paises como el nuestro donde representa
la base de la alimentacion, pudiendo aportar hasta un 70% de las calorias y un 60%
de las proteinas en la dieta. En México, el consumo per capita de maiz es de 120.39
kg/afio (FAOSTAT 2024), lo cual se debe a su uso en la mayoria de los platillos de

consumo habitual por la poblacion.



Cuadro 1. Principales paises productores de maiz en 2022.

Pais

Produccién (Ton)

Estados Unidos
China

Brasil

Argentina
Ucrania

India

México

Otros

Total

370,960,390
259,071,000
97,721,860
49,475,895
28,720,000
27,952,000
27,762,481
273,083,041

1,210,235,135

FAOSTAT (2024)



Cuadro 2. Principales estados productores de maiz en México en 2022.

Estado Produccién (ton)
Sinaloa 6,167,095.85
Jalisco 4,024,863.86
Edo. México 2,219,616.11
Michoacan 1,911,238.75
Guanajuato 1,642,835.37
Guerrero 1,357,556.76
Chiapas 1,296,939.60
Otros 9,142,334.7
Total 27,762,481.00
SIAP (2024)
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2 Estructura y composicion quimica del grano de maiz

El grano de maiz esta constituido por cuatro estructuras principales (Figura 1),
pericarpio, endospermo, germen y pedicelo. El pedicelo es la estructura del grano
mediante la cual se une al olote y por lo tanto esta formado de haces vasculares que
finalizan en la porcion basal del pericarpio. También consta de una capa externa de
abscision que tiene la funcién de sellar la punta del grano maduro. El pedicelo ocupa
un 0.8% del peso total del grano (Watson 1987).

El pericarpio es la capa exterior fibrosa y dura que encierra y protege al grano. En
la parte externa el pericarpio esta constituido por epicarpio, mesocarpio y endocarpio,
mientras que en la parte interna esta conformado por células cruzadas cuya funcion
es evitar que el grano pierda humedad y por células tubulares que sirven para el
reparto del agua que se absorbe por el germen durante la germinacion. En el grano
maduro también tiene la funcion de impedir el ingreso de hongos y bacterias. El
pericarpio constituye alrededor de un 5.3% del peso del grano y esta constituido en su
gran mayoria de fibra.

El endospermo ocupa la mayor proporcién del grano con un 80-84% del peso total.
La capa mas externa de esta estructura es la aleurona y son las unicas células vivas
después de la desecacion del grano. Hacia el interior se encuentra el endospermo
vitreo y luego hacia el centro del grano el endospermo harinoso que en un maiz normal
ocupa la mayor proporcién (Figura 1). El endospermo funciona como la principal
reserva energética de la planta durante su etapa temprana de desarrollo y esta
compuesto mayoritariamente de almidon (90%) y proteinas (7%), y en menor

proporcion de lipidos, minerales y otros compuestos (Serna-Saldivar 2019).
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Pericarpio

Endospermo harinoso

Endospermo Vitreo

Germen

Pedicelo

Figura 1. Principales estructuras del grano de maiz.

Proporcionada por Joao T. Leiva (Depto. Ciencia de Plantas, Universidad de Arizona).
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El germen ocupa un 9.5-12% del peso total del grano y esta formado
principalmente del eje embrionario y el escutelo. El escutelo (cotileddn unico)
constituye cerca del 90% del germen y sirve como almacén de nutrientes que utiliza el
embrion durante la germinacion. El germen contiene aproximadamente el 35-40% del
total de lipidos del grano de maiz (Serna-Saldivar 2019).

En lo que respecta a la composiciéon quimica del grano de maiz, esta se ve
afectada por el genotipo, asi como por las condiciones climaticas y de crecimiento; a
su vez, la composicion quimica varia entre las diferentes estructuras del grano como
se puede observar en el Cuadro 3. Los componentes mayoritarios son el almidén (~70
%)y las proteinas (~10 %). El almidon esta formado por amilosa y amilopectina, cuyas
caracteristicas seran descritas en mayor detalle en la siguiente seccion. Las proteinas
representan en promedio un 10.3 % y se encuentran en mayor porcentaje en el
germen.

Las proteinas de reserva mas abundantes en el grano de maiz son las prolaminas
(solubles en alcohol), denominadas zeinas, ocupando el 70-80% del total en el
endospermo, mientras que las albuminas (solubles en agua) y globulinas (solubles en
soluciones salinas) se encuentran principalmente en el germen (Glover y Mertz 1987).
Debido a que las zeinas son las proteinas mayoritarias del endospermo de maiz, una
clasificacion mas sencilla divide a las proteinas totales en zeinas y no-zeinas
(Hamaker y Larkins 2002). Las no-zeinas son un grupo heterogéneo de proteinas, las
cuales forman parte del citoplasma y de la pared celular, pero ocupan una menor

proporcion en el endospermo.
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Cuadro 3. Composicidon quimica del grano de maiz (% en base seca).

Componente Grano Pericarpio Endospermo Germen Pedicelo

Almiddn 71.5 7.3 86.4 8.2 5.3
Proteina 10.3 3.7 9.4 18.8 9.1
Lipidos 4.8 1.0 0.8 34.5 3.8
Azucares 20 0.3 0.6 10.8 1.6
Cenizas 1.4 0.8 0.3 10.1 1.6
FAO (1993)
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En la composicion quimica del grano de maiz se distinguen también otros
componentes como son lipidos (~5 %), cenizas (~1-3 %) y fibra (1-2 %). El contenido
lipidico se encuentra en su mayoria en el germen del grano y los acidos grasos no
saturados (oleico y linoleico) son los que predominan en general. Con respecto al
contenido de cenizas, los minerales se encuentran principalmente en el germen del
grano (78 %), donde el mas abundante es el fosforo que puede llegar a representar el

1 % del peso del grano (Serna-Saldivar 2019).

B ALMIDON

El almidén es la principal forma de reserva de carbono en los cereales,
representando cerca del 70-80% del peso del grano, por lo que este componente es
mayormente responsable del valor energético, nutricional y econdmico que tienen los
granos (Paredes-Lépez y col 2006). Las moléculas de almidén se encuentran
formando granulos que se depositan en las células del endospermo, ocupando la
mayor parte de su volumen (Hamaker y Larkins 2002). En los ultimos afos, el estudio
de la estructura del almidon y su relacion con la actividad de las diferentes enzimas
involucradas en su biosintesis se ha incrementado, ya que esto repercute en las
caracteristicas morfologicas, fisicoquimicas y funcionales del almidon. Por ello, el
entendimiento de los procesos relacionados con la biosintesis de almidon es esencial
para el mejoramiento del rendimiento y la calidad de los cereales, asi como de sus

usos en la industria.
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1 Estructura del almidén

El almidon esta formado por dos polimeros de glucosa: amilosa y amilopectina
(Figura 2). Estas moléculas se organizan en anillos concéntricos para dar lugar a la
estructura de los granulos. La distribucion de la amilosa dentro de los anillos
concéntricos varia entre las regiones centrales y periféricas del granulo, ya que solo
ocupa los espacios que deja disponibles la amilopectina después de su sintesis
(Tetlow y col 2004).

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

Por otro lado, la amilopectina es un polimero de mayor tamafio con un peso
molecular alrededor de 1 x 108 y GP de hasta un millon de unidades de glucosa. Un
almidén normal contiene 25-30% de amilosa y 70-75% de amilopectina; sin embargo,
algunos almidones con alto contenido de amilosa (> 50%) pueden tener 30-50% de
amilopectina, mientras que los almidones de maices tipo ceroso (waxy) contienen

entre el 90 y 99% de amilopectina.
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Amilosa

Amilopectina

CH,0OH

Figura 2. Estructura quimica de amilosa y amilopectina.

Tester y col (2004).
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Aproximadamente el 5% de las unidades de glucosa de la amilopectina estan
unidas mediante enlaces a-(1,6), otorgandole un alto grado de ramificacion a la
molécula. La estructura tipo arbol y la compleja arquitectura molecular puede variar
sustancialmente entre almidones, lo cual depende de la posicion y la longitud de la
ramificacion (Copeland y col 2009). La organizaciéon de estos racimos genera la
formacion de zonas semicristalinas y amorfas del granulo de almidén (Figura 3A). Es
decir, los granulos de almidén crecen a partir del hilum (centro del granulo), formando
anillos concéntricos amorfos y semicristalinos alternados rodeando al hilum (Figura
3B), estas ultimas formadas por laminas amorfas y cristalinas alternadas con un
espesor entre 100 y 400 nm. Las lamelas amorfas contienen los puntos de ramificacion
que conectan las dobles hélices de la amilopectina y amilosa intercaladas
aleatoriamente mientras que las lamelas cristalinas comprenden segmentos cortos y

lineales de las cadenas ramificadas de la amilopectina (Waterschoot y col 2015).

2 Propiedades fisicoquimicas del almidén

La estabilidad y propiedades fisicoquimicas del almidon dependen grandemente
de la naturaleza de las regiones cristalinas y amorfas que lo conforman. Debido a ello,
se han aplicado muchas técnicas para probar el orden estructural de los polimeros del
almidon. Dentro de las mas utilizadas se encuentran la calorimetria diferencial de
barrido (DSC), ya que permite establecer diferencias en la estructura del almidon,
cambios en estados fisicos e interacciones de los polimeros del almidén con otros

constituyentes.
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Amorfo
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Crecimiento
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Figura 3. Estructura del granulo de almidon. (A) Cadena de amilopectina, formada por

laminillas amorfas y cristalinas. (B) Granulo entero formado por el apilamiento de
anillos concéntricos amorfos (a) y semicristalinos (c) alternados rodeando al hilum.

Dhital y col (2017)
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Debido a su estructura semicristalina, los granulos de almidon son insolubles en
agua a temperatura ambiente. Cuando estos son colocados en suficiente agua, los
granulos de almidon tienden a absorber una parte y se hinchan. Cuando se calienta el
almidon, ocurre una pérdida del orden estructural debido al desarreglo molecular de
los polimeros amilosa y amilopectina. Se ha demostrado que el rompimiento del orden
estructural dentro de los granulos de almidon esta caracterizado por ser un proceso
endotérmico llamado transicién de orden-desorden (Cooke y Gidley 1992).

Durante este proceso endotérmico (gelatinizacion del almidon) se disocia la
estructura de dobles hélices (cristalina) produciendo la desorganizacién molecular,
provocando un incremento de la viscosidad de la pasta formada y la hidrolisis
enzimatica (Srichuwong y Jane 2007). Este proceso de gelatinizacion es medido a
partir de calorimetria diferencial de barrido (DSC); el almidén es calentado a una
velocidad constante conocida y los cambios en la capacidad calorifica se miden en
funcidn de la temperatura (Wang y col 1998), registrandose la temperatura (Tg) y
entalpia de gelatinizacion (AHg).

La gelatinizacidn comienza con la absorcion de agua en la region amorfa, los
puentes de hidrogeno son mas débiles y menos rigidos en esta region, y no tan
numerosos como en las regiones cristalinas. Cuando la parte amorfa se hidrata por
completo, la parte cristalina inicia un proceso similar, pero requiere mayor energia
(entalpia de gelatinizacion), cuando se alcanza cierta temperatura (temperatura de
gelatinizacion, 65-75°C), el granulo hinchado se rompe parcialmente alterando
significativamente su estructura debido a la solubilizacion de la amilosa y la
amilopectina. La amilosa comienza a difundirse hacia el agua y la amilopectina queda

dentro del granulo para posteriormente perder su orden, la amilosa fuera del granulo
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forma una malla y produce un gel (Biliaderis 1991). La gelatinizacion y el hinchamiento
del granulo dependen principalmente de la estructura de la amilopectina (peso
molecular, longitud y patrén de ramificaciones), de la proporcién amilosa/amilopectina,
del contenido de fosforo y la arquitectura del granulo (Tester 1997).

La temperatura y entalpia de gelatinizacion son parametros que han sido
relacionados con las caracteristicas del granulo de almiddn, incluyendo la cristalinidad
(Krieger y col 1998). Conforme aumenta la cristalinidad también aumenta la
temperatura de gelatinizacién, lo cual indica una mayor estabilidad estructural del

granulo que lo hace mas resistente a la gelatinizacion (Barichello y col 1990).

3 Biosintesis del almidén

El almidon se produce en el endospermo de cereales por medio de la accion
coordinada de diversas enzimas involucradas en la sintesis de este polisacarido y en
su degradacion (Tetlow y col 2004). Dentro de estas enzimas se encuentran la ADP-
glucosa pirofosforilasa (AGPasa), almidén sintasas (GBSS, SS), enzimas
ramificadoras de almidén (SBE) y enzimas desramificadoras de almidon (DBE) (Pfister

y Zeeman 2016) (Figura 4).
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Figura 4. Biosintesis de almidon en el endospermo de cereales. La ADP-glucosa se
puede sintetizar en el citosol o en el plastido. Las abreviaturas de las enzimas se
muestran en color y en cursiva: Susy: sacarosa sintasa; UGPasa: UDP glucosa
pirofosforilasa; FK: fructocinasa; PGI: fosfoglucosa isomerasa; PGM:
fosfoglucomutasa; AGPasa, ADP-glucosa pirofosforilasa; GBSS: almidon sintasa
unida al granulo; SS: almidon sintasa; DBE: enzima desramificadora de almidén; SBE:

enzima ramificadora de almidén. Tomada de Gonzalez-Nufiez y col (2023)
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a ADP-glucosa pirofosforilasa (AGPasa)

El catabolismo de la sacarosa en el citosol produce glucosa-6-fosfato y en la
mitocondria ATP, sustratos para la biosintesis de almidén. La glucosa-6-fosfato es
trasladada al interior del amiloplasto donde se convierte en glucosa-1-fosfato por la
acciéon de la enzima fosfoglucomutasa. Posteriormente, la glucosa-1-fosfato se
convierte en ADP-Glucosa (ADP-Glu) mediante la ADP-glucosa pirofosforilasa
(AGPasa), enzima clave en la regulacion de la biosintesis de almidon, ya que controla
el flujo de carbono (Pfister y Zeeman 2016) (Figura 4).

En la mayoria de los tejidos vegetales donde se sintetiza almidon la AGPasa esta
localizada en el amiloplasto; sin embargo, en los cereales se encuentra en dos
compartimentos celulares diferentes, en el citosol, donde tiene su mayor actividad, y
en el plastido, donde tiene una actividad menor (Nagai y col 2009).

La enzima AGPasa se compone de dos subunidades grandes y dos pequefias,
cuyas diferencias en composicion, actividades cataliticas y regulatorias en los
diferentes 6rganos da como resultado variaciones en la forma cémo regula el flujo de
carbono durante la sintesis de almidon (Smith y col 1997). La actividad catalitica de la
enzima se atribuye generalmente a las subunidades pequefias, mientras que las
subunidades grandes tienen como principal funcién el modular las propiedades
regulatorias, lo que al parecer incrementa la respuesta de las subunidades pequenas
hacia los reguladores alostéricos 3-fosfoglicerato (3-PGA) y fésforo inorganico (Jeon y

col 2010).
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b Almidén sintasas

Las enzimas almidén sintasas (SS) utilizan como sustrato la ADP-glucosa para
agregar glucosa al extremo no reductor de una cadena de glucosas unidas por enlaces
a-(1,4) durante la sintesis de amilosa y amilopectina. Una gran cantidad de isoformas
de almiddn sintasas han sido identificadas en el endospermo de cereales (Jeon y col
2010), las cuales se dividen principalmente en dos grupos, uno de ellos responsable
principalmente en la sintesis de amilosa, y el otro involucrado en la sintesis de

amilopectina.

1) Sintesis de amilosa

La sintesis de amilosa se lleva a cabo por las enzimas almidon sintasa unida al
granulo | y Il (GBSSI y GBSSII). En cereales, GBSSI es codificada por el gen Waxy1
y una vez sintetizada se localiza normalmente dentro de la matriz del granulo de
almiddn en las células del endospermo, mientras que la GBSSII participa en la sintesis
de amilosa en hojas y otros tejidos que solo acumulan almidon de forma transitoria
(Huang y col 2021). GBSSI también parece participar en la sintesis de amilopectina,
ya que se ha reportado que puede agregar unidades de glucosa en las cadenas largas
de la amilopectina en lugar de las de amilosa (Vrinten y Nakamura 2000; Yoo y Jane

2002).
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2) Sintesis de amilopectina

En la sintesis de amilopectina de han descrito cuatro isoformas de almidon
sintasas abreviadas como SSI, SSlI, SSlIl y SSIV, las cuales se encuentran asociadas
a los granulos de almidon. Cada isoforma una de las cuatro isoformas tiene diferentes
propiedades y un rol distinto durante la sintesis de amilopectina, formando cadenas de
diferente longitud (Zeeman y col 2010).

En el endospermo de maiz, la isoforma con la mayor actividad es SSI (Li y col
1999). A partir del analisis de los patrones de ramificacion de la amilopectina en
mutantes para esta isoforma se ha sugerido que es la principal responsable de la
sintesis de cadenas cortas, las cuales tienen grados de polimerizacion (GP) de 8-12y
se producen a partir de cadenas de GP=6-7 presentes en los puntos de ramificacion
de las cadenas A o B1; mientras que las isoformas SSIl y SSlII se han involucrado en
la formacién de cadenas intermedias (GP=13-25) y largas (GP>30), respectivamente

(Nakamura y col 2005).

¢ Enzimas ramificadoras de almidén (SBE)

Las SBE generan las ramificaciones de la amilopectina mediante enlaces a-(1,6),
para lo cual rompen enlaces a-(1,4) de una cadena lineal y transfieren la cadena al Cs
de una glucosa presente en otra cadena. Se han reportado dos isoformas de SBE en
el endospermo de cereales: enzima ramificadora | (SBEI) y enzima ramificadora |l
(SBEII) (Sun 'y col 1997). Las diferencias entre ambas se encuentran en la longitud de
la cadena de glucosas transferida y en la especificidad del sustrato; SBEII tiene mayor
afinidad por la amilopectina y transfiere cadenas mas cortas que la SBEI, la cual

transfiere cadenas de mayor longitud y presenta mayor afinidad por la amilosa (Guan
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y Preiss 1993). En cereales, la isoforma SBElla se encuentra en todos los tejidos que
sintetizan almidén, mientras que la isoforma SBEIIb se encuentra exclusivamente en
el endospermo. SBElla al parecer tiene la funcion de apoyar a las otras SBE ya que
no se han observado cambios en la estructura de la amilopectina cuando ésta enzima
es deficiente; sin embargo, un defecto en la isoforma SBEIIb resulta en un incremento
en amilosa, jugando un papel muy importante en la produccion de cadenas tipo A
(cortas) de la amilopectina (Huang y col 2021). Por lo general la isoforma SBElla es
mas activa en trigo y cebada, mientras que la SBEIIb es mas activa en arroz y maiz

(Regina y col 2010).

d Enzimas desramificadoras de almidén (DBE)

Las DBE rompen los enlaces glucosidicos a-(1,6). En plantas superiores existen
dos tipos que se definen con base en sus sustratos especificos: enzimas
desramificadoras tipo isoamilasa y tipo pululanasa (James y col 2003). La DBE tipo
isoamilasa remueve las ramificaciones de la amilopectina y del fitoglucégeno, mientras
que la DBE tipo pululanasa rompe las ramificaciones de pululanos y amilopectina, pero
no de fitoglucégeno. El fitoglucogeno es un polimero de glucosa con enlaces a-(1,4) y
a-(1,6), que presenta un patrén de ramificacion diferente a la amilopectina, siendo este
mas ramificado y menos organizado, lo cual impide la formacion de cristales dentro del
granulo de almidén (Wong y col 2003). Como parte de la correcta sintesis del almidon,
las enzimas DBE pueden participar en la remocion de ramificaciones mal posicionadas
(pre-amilopectina), las cuales se producen en la superficie de los granulos de almidon

durante su desarrollo, lo cual pudiera prevenir la cristalizacion (Tetlow y col 2004b).
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4 Interacciones entre las enzimas de biosintesis de almidén

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

Estudios realizados por Hennen-Bierwagen y col (2008); (2009) en maiz y trigo en
desarrollo reportaron fracciones de proteinas de alto peso molecular, proporcionando
asi evidencia sobre la formacion de complejos multienzimaticos que contienen las
enzimas SSI, SSlla y/o SBEIllb. Particularmente en maiz, la isoforma SSlII se
encuentra formando un complejo de ~670 kDa y la enzima SSlla se encuentra
formando principalmente un complejo de ~300 kDa. La purificacion parcial de estos
complejos revel6 que el complejo que contenia SSIlI interaccionaba con la isoforma
SSlla, SBElla y SBEIIb, mientras que el analisis proteémico identifico proteinas como
las subunidades grande y pequefia de AGPasa, piruvato fosfato dicinasa 2 (PPDK2) y
sacarosa sintasa 1 (SH1) como proteinas que forman parte de estos complejos
(Hennen-Bierwagen y col 2009). Un analisis protedmico en el endospermo de maiz
sugiere que PPDK es una enzima clave en la regulacion del flujo de carbono entre la
biosintesis de almidon y proteina durante el desarrollo del endospermo debido al efecto
negativo que presenta la acumulacion de PPi sobre la enzima AGPasa, enzima clave
en la sintesis de almidon, cambiando el flujo de carbono hacia la biosintesis de

proteinas (Méchin y col 2007).
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5 Proteinas asociadas al granulo de almidén

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

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

sintesis de amilopectina.
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6 Genes relacionados con la biosintesis de almidén

Se han realizado distintos estudios enfocados en identificar los principales genes
que participan en la biosintesis del almidén, destacando los siguientes: Shrunken 1y
2 (Sh1 y Sh2), Brittle 2 (Bt2), Waxy 1 (Wx1), Amylose extender 1 (Ae1) y Sugary 1
(Su1); la localizacion de estos genes en el genoma del maiz se muestra en el Cuadro
4.

El gen Sh1 codifica para la enzima sacarosa sintasa (SuSy), que cataliza la
produccion de sacarosa a partir de UDP-glucosa y fructosa en la biosintesis de
almidon. Sh2 y Bt2 codifican para las subunidades grande y pequefia de la enzima
ADP-glucosa pirofosforilasa (AGPasa), Wx1 para la enzima almidon sintasa unida al
granulo (GBSSI), mientras que Ae? y Su1 codifican para la enzima ramificadora de
almidon b y desramificadora tipo isoamilasa, respectivamente. Existe una amplia
diversidad en estos genes dependiendo del genotipo del maiz y como consecuencia
la acumulacién y actividades de las enzimas codificadas también presentan una amplia
variabilidad, lo que se ve reflejado en diferencias en la composicion del almidén
(amilosa/amilopectina) y las propiedades del grano sobre las cuales este impacta. En
este sentido, Wilson y col (2004) evaluaron el efecto de mutantes en cada uno de los
genes de sintesis de almidon sobre los contenidos de amilosa y amilopectina. Los
resultados indicaron que las mutantes presentaron una reduccion drastica en las
concentraciones de almidéon, asi como proporciones alteradas de

amilosa/amilopectina.
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Cuadro 4. Principales genes de biosintesis de almidon en el endospermo de maiz y

su localizacion en el mapa genético.

Cromosoma
Nombre Mutante Descripcion
(BIN)
SuSyl sh1 Sacarosa sintasa | 9.01
ADP-glucosa pirofosforilasa, subunidad
AGPS1 bt2 4.05
pequefa
ADP-glucosa pirofosforilasa, subunidad
AGPL1 sh2 3.09
grande
GBSSI wx 1 Almidén sintasa unida al granulo | 9.03
SSI Almidodn sintasa | 9.02
SSlla su2 Almidodn sintasa lla 6.04
SSllla dut Almidoén sintasa llla 10.03
SBEIlIb aef Enzima ramificadora de almidén llb 5.04
ISA1 sut Enzima desramificadora tipo isoamilasa 4.05

Fuente: MaizeGDB (2023)
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Las mutaciones en el gen Wx7 resultan en la pérdida de la actividad de la enzima
GBSSI y el contenido de amilosa puede variar entre 0 y 5% dependiendo de la base
genética (Yu y col 2015).

Aun no se conocen mutantes para la enzima SSI en maiz; sin embargo, Fujita 'y
col (2006) reportan que en una mutante de arroz para la enzima SSI se observaron
alteraciones en la longitud de cadenas de la amilopectina, presentandose una menor
cantidad de cadenas cortas (GP 8-12) y una mayor cantidad de cadenas con GP 16-
19 comparado con su contraparte normal sin aparente cambio en el contenido de
almidon, lo cual sugiere que otras enzimas SS pueden ser capaces de compensar, al
menos parcialmente, la reduccion o completa ausencia de SSI. La mutacion de la
enzima SSlla en maiz (mutante su2) muestra una disminucién en las cadenas
intermedias con GP de 12-25 y un incremento en las cadenas cortas de 6-10 de la
amilopectina (Zhang y col 2004). En la mutante de maiz dull1 deficiente en la enzima
SSIII se observa una disminucidn de cadenas largas e incremento en cadenas cortas
e intermedias de la amilopectina, con alteraciones significativas sobre la estructura de
la misma (Zhu y col 2013).

Por otro lado, la mutante de maiz ae? (SBEIIb) presenta un fenotipo con un alto
contenido de amilosa (Fisher y col 1996; Kim y col 1998); ademas, en otros estudios
se ha encontrado que esta mutante también provoca una disminucion en la frecuencia
de ramificacion en el almidon (Liu y col 2011). En el caso de la mutante su? (ISA1) en
maiz, la alteracion en la actividad desramificadora se asocio con una reduccion en el
contenido de amilopectina, una mayor proporcion de cadenas cortas, asi como la
acumulacion de fitoglucdégeno, un polisacarido soluble altamente ramificado (James y

col 1995; Dinges y col 2001; Lin y col 2012). Se ha encontrado que la mutante de maiz
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zpu1 que codifica para la enzima pululanasa ocasiona una mayor acumulacion de
maltooligosacaridos ramificados y menor acumulacién de maltooligosacaridos lineales
en el endospermo, ademas de un mayor contenido de fitoglucogeno, sugiriendo una

participacion como degradadora en la sintesis del almidon (Dinges y col 2003).

C EXPRESION DE GENES DE SINTESIS DE ALMIDON Y ACTIVIDAD DE ENZIMAS
CODIFICADAS EN CEREALES
1 Estudios de expresion de genes involucrados en la sintesis de almidén

Se han realizado estudios de expresion diferencial de los principales genes
involucrados en la biosintesis del almidon en granos de maiz en diferentes estados de
desarrollo. Ding y col (2009) realizaron un analisis de expresion semi-cuantitativo por
RT-PCR (reaccion en cadena de la polimerasa-transcripcion reversa) de 17 genes de
sintesis de almidén pertenecientes a las familias de enzimas de almidén sintasas
unidas al granulo (GBSS), almidén sintasas solubles (SS), enzimas ramificadoras
(SBE) y desramificadoras del almidén (DBE), en 2 lineas hibridas waxy y una linea
hibrida normal como control, de las cuales se obtuvieron granos en desarrollo después
de 1, 2, 3y 4 semanas de la polinizacion. Como era de esperarse, para el grupo de las
GBSS observaron una expresion nula del gen GBSSIIB en las 2 lineas hibridas
cerosas, mientras que para los grupos de SBE y DBE los patrones de expresion de los
diferentes genes son similares en las tres lineas a excepcion de los genes ISA2 e ISA3,
los cuales no presentaron transcritos en las lineas hibridas; no obstante, para el grupo
de las SSS tres de los siete genes mostraron patrones similares mientras que los otros
cuatro genes mostraron patrones de expresion distintos entre las tres lineas. Los

autores sugieren que las diferencias en expresion en las lineas hibridas waxy se deben
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a que estas también presentaron multiples mutaciones en GBSSI, GBSSIIb, ISA2 e
ISA3, las cuales fueron producidas por diferentes causas genéticas; estas mutaciones
se asociaron con cambios en el contenido de almidon total, contenido de amilosa y
azucares solubles.

Huang y col (2011) caracterizaron genes que codifican para ADP-glucosa
pirofosforilasa (AGPasa) de diferentes érganos (hoja, embrion y endospermo) en la
linea hibrida de maiz 08-614. Los granos en desarrollo y las hojas fueron cosechados
alos1,7,10, 13, 16, 20, 25 y 30 dias después de la polinizacion (DDP). Para elucidar
las funciones de estos isogenes, realizaron un analisis de expresion por PCR-tiempo
real (q-PCR). Se utilizaron 6 genes, 3 para la subunidad grande de AGPasa (agpl1,
agpl2 y agpl3) y 3 para la subunidad pequefia (agps1, agps2 y agps3). Los patrones
de expresion permitieron dividir los 6 genes en 3 grupos: (1) de expresion estable tanto
en hoja como en grano, especificamente en embrién (AGPI1, AGPs1 y AGPI2); (2) de
tejido y de expresion desarrollo-especifico (AGPI3 y AGPs2) también conocidos como
Shrunken2 'y Birittle2, respectivamente, los cuales se expresan solamente en
endospermo de cereales en las fases intermedias y finales de desarrollo; (3) de
expresion tejido-especifico (AGPs3) cuyos transcritos se mantuvieron constantes
durante el desarrollo y solo se observaron en el grano de maiz (embrion). Los perfiles
de expresion de Brittle2 en este estudio sugieren que glucosa-1-fosfato (Glu-1-P) o
glucosa-6-fosfato (Glu-6-P) pueden ser transportadas dentro del plastido tanto en
fases tempranas como tardias de desarrollo del endospermo del grano de maiz.

Un estudio revel6 la presencia de 24 genes pertenecientes a las familias de las
ADP-glucosa pirofosforilasas (AGPasas), almiddn sintasas unidas al granulo (GBSS),

almidon sintasas solubles (SS), enzimas ramificadoras (SBE) y desramificadoras del
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almidon (DBE) en la linea de maiz hibrida 08-614 (Chen y col 2011). En este estudio
se cosecharon endospermos en desarrollo a los 7, 12, 17, 22, 27 y 32 DDP y los
resultados de PCR tiempo real mostraron grandes cambios de expresion en 15 de los
24 genes (AGPI2, AGPI3, AGPs2, AGPs3, SSlI, SSlla, SSllic, SSllla, GBSSI, GBSSIIb,
SBEI, SBEllIb, SBEIIl, ISA2 y PUL) en el endospermo de maiz; la mayoria de estos
cambios se presentaron en etapas tempranas e intermedias de desarrollo del
endospermo, sugiriendo asi la existencia de una co-expresion entre estos genes de
biosintesis de almidon.

Jiang y col (2013) generaron plantas de maiz transgénico (C7-4-2 y C7-11-5) a
partir de lineas de maiz elite endogamicas (H99) para evaluar la sobre expresién de
los genes Bt2, Sh2, Sh1 y Gbsslla y la supresion de los genes Sbel y Sbellb. Estos
autores encontraron que en endospermos de maiz transgénico de 20 DDP la expresion
de los transgenes (RNAm) de Bt2, Sh2 y Sh1 en las lineas C7-4-2 y C7-11-5 fue 1.50-
2.50 veces mayor que en las plantas normales, mientras que los niveles de transcritos
de Gbsslla en las mismas plantas fueron 167 y 130 veces mayores que las de tipo
normal, respectivamente. Los niveles de transcritos de SBE/y SBEIIb en la linea C7-
4-2 se redujeron en 16 y 25%, respectivamente, mientras que en la linea C7-11-5 esta
reduccion fue de 29 y 23 %, respectivamente. Esto demuestra que todos los genes
fueron modulados en las plantas transgénicas de 20 DPP, el cual es un periodo de
rapida biosintesis de almidon en el endospermo del maiz, lo que sugiere la posibilidad
de un considerable impacto en la cantidad de almidon y de su calidad. En este sentido,
los autores encontraron un aumento en el contenido de almidén de 2.8 a 7.7% y de

37.8 a 43.7% en el contenido de amilosa en las plantas transgénicas comparado con
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las plantas de tipo normal, donde las diferencias fueron estadisticamente significativas.

Los autores resaltan el papel importante de estos genes en la biosintesis del almidon.

2 Estudios de actividad de enzimas de sintesis de almidén en cereales

Ademas de los analisis genéticos, también se han realizado muchos estudios de
actividad enzimatica en distintos cereales, esto con el fin de observar el gran papel
que tienen las enzimas en la biosintesis del almidén. En este sentido, Doehlert y
Knutson (1991) analizaron la actividad de las enzimas desramificadoras de almidon
isoamilasa (I y Il) y pululanasa en lineas hibridas del maiz OH43. Los resultados
obtenidos por estos investigadores muestran que la actividad de pululanasa fue mayor
para la hidrélisis de sustratos como el pululano y (-dextrina limite y en menor
proporcion para la amilopectina y el fitoglucégeno, reportando que la velocidad de
hidrolisis de B-dextrina limites fue 5 veces mayor respecto a la de amilopectina. Por el
contrario, la actividad de la isoamilasa Il fue superior en la degradacion de amilopectina
y fitoglucogeno, obteniendo una velocidad de degradacion de amilopectina 15 veces
mayor que la pululanasa y demostrando que esta enzima no degrada pululano. La
actividad de estas enzimas repercutié en un incremento en el indice de tincion de
almidon con yodo lo que sugiere que juegan un papel muy importante en la
degradacion del almidon, sugiriendo que la enzima pululanasa podria encargarse de
las ramificaciones a (1-6) mas expuestas y la isoamilasa de las menos expuestas.

Respecto a la enzima ramificadora de almidon, Nishi y col (2001) realizaron un
estudio en arroz donde observaron el efecto de la mutacién del gen amilosa-extender
(ae) sobre la biosintesis de los componentes del almiddn. Se encontré que las lineas

mutantes presentaron una disminucién de la actividad de la enzima ramificadora de
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almidén 1lb (BEIIb) con respecto a las lineas de arroz normales. También observaron
una disminucion en la actividad de la enzima almidon sintasa | (SSI), lo que sugiere un
efecto pleidtropico causado por la mutacién; la disminucién de la actividad de estas
enzimas en lineas mutantes se relacion6 con una disminucion del contenido de
amilopectina, asi como en el grado de polimerizacion de las cadenas ramificadas de
amilopectina, concluyendo que la mutacion ae tiene un gran efecto sobre la actividad
enzimatica de BEllb y que dicho efecto puede ser usado para modificar las
propiedades fisicoquimicas y reoldgicas del almidén, de tal forma que dicha
informacion puede ser aplicada en la produccion de arroz con caracteristicas

especificas para su uso en la preparaciéon de alimentos.

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

observd una mayor actividad de la enzima GBSS en las lineas con mayor contenido
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de amilosa, mientras que las lineas que presentaron mayor acumulacién de
amilopectina tuvieron una actividad superior de SSS y enzima-Q. Ademas, se encontrd
que las enzimas GBSS, SSS y AGPasa presentaron una correlacion positiva
significativa con el contenido de almiddén, amilosa y amilopectina en todas las lineas,
sugiriendo una accién coordinada de estas enzimas en la sintesis de almidén operando
como complejos multiproteinicos con actividad funcional. Resultados similares también
fueron observados por Lu y col (2008), quienes analizaron los efectos de la actividad
de enzimas de sintesis de almidon sobre el desarrollo del endospermo en granos de
arroz; los autores reportan una correlacion significativa entre las tasas de maxima
actividad de AGPasa, SSS y SBE con el contenido de almidén, amilosa y amilopectina,
ademas de que observaron una correlacion significativa entre las tasas maximas de
actividad de las enzimas pululanasa e isoamilasa con el contenido de amilopectina,
confirmando el papel importante de estas enzimas en la biosintesis de almidon.

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

del endospermo.
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Ahmed y col (2015) analizaron el efecto de las altas temperaturas en el desarrollo
del grano de arroz variedad basmati (extra largo comercial), encontrando cambios
significativos en la composicion del granulo de almidén (amilosa/amilopectina), los
cuales atribuyeron a una disminucién de la actividad de la enzima GBSS, sugiriendo
gue es la unica enzima responsable de la sintesis de amilosa.

Los estudios realizados de actividad enzimatica indican que las enzimas de
sintesis de almidon juegan un papel muy importante en la formacion del endospermo

en los granos de los cereales.

3 Evaluacion de la actividad de enzimas de sintesis de almidén empleando
sistemas heterélogos
a Sistema heterélogo

Un sistema heterdlogo consiste basicamente en células eucariotas o procariotas
transformadas genéticamente mediante la insercion de un gen especifico con el fin de
producir una proteina de interés, la cual no es producida por dichas células. Esto
implica la introduccion de genes en una célula o tejido con el uso de un vector, el cual
lleva integrado el o los genes que se deseen transferir (Gutierrez-M y col 2003).

La transformacidn genética consta basicamente de cuatro etapas: (1) el desarrollo
de células competentes, (2) la union de la molécula de ADN a la superficie de la célula,
(3) su entrada y procesamiento y, (4) la expresion del gen introducido (Serrano-Rivero

y col 2013).
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b Antecedentes sobre el uso de sistemas heterélogos

Muchos investigadores han hecho uso de los sistemas heterélogos ya que por
medio de estos se puede obtener una gran cantidad de proteina, lo cual, de forma
natural es complicado lograr, ademas de que es posible aislar las mismas de forma
mas sencilla y eliminar de esta manera el ruido que otras proteinas pudieran estar
introduciendo al momento de evaluar la actividad enzimatica de la misma. Seo y col
(2002) evaluaron la actividad enzimatica de las distintas isoformas de la enzima
ramificadora de almidén (SBEI, SBElla y SBEIIb) del maiz con el propdsito de conocer
la posible funcion de cada isoforma, para lo cual llevaron a cabo la transformacion de
la levadura Saccharomyces cerevisiae. Los autores lograron producir con éxito la
proteina recombinante evaluando ademas la actividad enzimatica para cada isoforma,
concluyendo que SBEI tienen una gran influencia en la estructura de amilopectina, esto
siempre y cuando estén presentes las isoformas SBElla y SBEIlIb, ya que observaron
que estas enzimas generan diferentes grados de polimerizacion, produciendo cadenas
mas cortas la isoforma SBEIIb en comparacién con las otras dos, y al combinarlas en
un mismo sistema observaron que las isoformas SBElla y SBEIIb empiezan su
actividad catalitica antes que SBEI, es decir, actian en un complejo donde se
complementan.

Liu y col (2012) transformaron células de Escherichia coli mediante la insercion de
dos alelos recesivos de amilosa extender (ae”), ae1-Elmore y ae1-ref de maiz, con el
objetivo de observar como afecta la mutacién a la proteina y como al suprimir la
actividad de SBEIIb en la biosintesis de almidon influye sobre la actividad de las
enzimas sintasas solubles (SS). Los autores observaron que la inactividad de la

mutante SBEIIb es debido a que carece de un péptido de 28 aminoacidos (Val272 —
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Pro299) y no puede unirse a la amilopectina. Los resultados obtenidos apoyan
fuertemente la hipotesis de que el complemento de complejos heteroméricos de
proteinas implicadas en la sintesis de amilopectina (SBE y SS) contribuye a la
estructura fina y a la arquitectura del granulo de almidéon. Esta misma enzima fue
estudiada por Makhmoudova y col (2014) quienes produjeron SBEIIb recombinante
mediante la trasformacion de Escherichia coli cepa XL1-Blue, esto con el fin de
identificar sitios de fosforilacion y su efecto en la actividad de la enzima, logrando
identificar multiples sitios de serina de los cuales tres fueron fosforilados por dos
cinasas dependientes de Ca?*, concluyendo que estos sitios de fosforilacion son muy
importantes como mecanismos de regulacion en la biosintesis de almidén en cereales.

La enzima ramificadora de almidon en arroz también fue estudiada por Nakamura
y col (2010), quienes transformaron E. coli para producir distintas isoformas (SBEI,
SBElla y SBEIIb) con el objetivo de determinar los parametros cinéticos de cada una
de ellas, ya que éstos son indispensables para esclarecer el rol especifico que tienen
estas isoformas en la biosintesis del almidon.

Otra enzima que ha sido estudiada en un sistema heterdlogo es la enzima almidon
sintasa unida al granulo (GBSS). Dian y col (2003) transformaron E. coli y clonaron
exitosamente un gen de GBSS de arroz (OsGBSSII), esto con el fin de determinar si
este gen codificaba para dicha enzima y producir anticuerpos que ayudaran a su
deteccion en las hojas. Estos autores analizaron la expresion y actividad de la proteina
recombinante y confirmaron el papel de este gen, con lo que pudieron determinar el
efecto regulatorio de los azucares y del ritmo circadiano endégeno sobre la expresion
de OsGBSSII en las hojas de las plantas. En este mismo sentido, Hebelstrup y col

(2017) también transformaron E. coli mediante la insercion del gen HvGBSS/a de una
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variedad de cebada cerosa (waxy) para medir la actividad de GBSSI, enzima clave en
la biosintesis de almidon en el endospermo de los granos. Los autores confirmaron la
pérdida de actividad de esta enzima y observaron que las variedades cerosas de
cebada tienen hasta un 90% de pérdida de actividad catalitica, lo cual sugirieron que
se debe a una focalizacion deficiente de HvGBSSIa en los granulos de almidén.

Harn y col (1998) analizaron en E. coli las isoformas de la enzima almidodn sintasa
soluble (SS) SSlla y SSlIb de la linea de maiz W64A. Para ello, insertaron los genes
zSSlla 'y zSSlIb en la bacteria con el fin de producir proteina recombinante, la cual
secuenciaron y midieron su actividad catalitica; obteniendo como resultado que los
genes zSSlla y zSSIIb tienen caracteristicas distintas en cuanto a su actividad y
secuencia con respecto a los que codifican para la enzima almidén sintasa unida al
granulo (GBSSI) y la enzima almiddn sintasa soluble | (SSI).

En el caso de las enzimas desramificadoras de almidon también se han realizado
estudios empleando como sistema heterolégo a E. coli. Li y col (2017) produjeron la
enzima pululanasa y evaluaron su actividad, mientras que Sim y col (2014) analizaron
la actividad y estructura de la enzima isoamilasa. Todos estos estudios demuestran la
utilidad de un sistema heterdlogo en el analisis de las enzimas de sintesis de almidon,

apoyando con ello el uso de este en el presente estudio.

D MAIz DE CALIDAD PROTEINICA

Las proteinas en un maiz normal contienen 1.5-2.0% de lisina y aproximadamente

0.4% de triptéfano, valores que son bajos y no satisfacen los requerimientos diarios de
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estos aminoacidos (Cuadro 5), razén por la cual el maiz es considerado

nutricionalmente pobre (FAO 1993).

Debido a las deficiencias en los aminodacidos lisina y triptéfano que presenta el
grano de maiz normal y su importancia como base en la alimentacién humana directa
e indirectamente, se han realizado diversas investigaciones para mejorar su calidad
proteinica. Mertz y col (1964) reportaron que la mutante opaco-2 (02) posee el doble
del contenido de lisina presente en el maiz normal (1.5-2.0%); sin embargo, el
endospermo blando de esta mutante se asocié con una menor densidad del grano y
mayor susceptibilidad a insectos, agentes patdgenos y dafio mecanico, lo que impidié
que fuese agronomicamente aceptable. Por tal motivo, investigadores del Centro
Internacional de Mejoramiento de Maiz y Trigo (CIMMYT) en México (Villegas y col
1992) y de la Universidad de Natal en Sudafrica (Gevers y Lake 1992), desarrollaron
mediante mejoramiento tradicional mutantes 02 modificadas denominadas Maiz de
Calidad Proteinica o QPM por sus siglas en inglés (Quality Protein Maize), las cuales
mantienen la calidad nutricional de 02 pero poseen un endospermo vitreo, ademas de

presentar rendimientos similares a maices normales (Zarkadas y col 2000).

1 Importancia del Maiz de Calidad Proteinica

De acuerdo con registros de la Organizacion para la Agricultura y la Alimentacion
(FAO), en el afio 2022 un total de 821 millones de personas padecian desnutricion, de
las cuales 150 millones son infantes (FAOSTAT 2024). Debido a que el 98% de estas
personas son de paises en desarrollo y muchos tienen una dieta basada en cereales,

el consumo de maiz QPM podria contribuir significativamente a mejorar su nutricion.
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Cuadro 5. Requerimientos minimos necesarios diarios de los aminoacidos esenciales

lisina y triptéfano en personas de distintas edades.

Edad (afos) Aminoacidos requeridos (mg/kg/d)
Lisina Triptéfano
0.5 63 9.5
1-2 44 6
3-10 35 4.8
11-14 35 4.8
15-18 33 4.4
>18 30 4.0

CMR-Institute (2010)
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Diversas investigaciones reportan que el maiz QPM tiene mejor aporte en la
nutricion humana y animal. Este material ha mostrado ser particularmente eficaz para
mejorar la nutricion de los nifios. Un estudio realizado por Akuamoa (2002) en Etiopia
reveld que el peso de los nifios alimentados con QPM aumentd 15% en comparacion
con aquellos que consumieron maiz normal. Akalu y col (2010) evaluaron el efecto del
maiz QPM en la nutricion de nifios (0.5-5 afios) que consumian alimentos tipicos de la
region hechos de maiz QPM en la zona occidental de Etiopia. Los autores encontraron
que nifos alimentados con QPM crecieron 15% mas que los alimentados con maiz
normal, concluyendo que el maiz QPM puede ayudar a prevenir el déficit de

crecimiento y ayudar a ganar peso en los infantes en desarrollo.

Sumbo vy lkujenlola (2014) contrastaron la composiciéon quimica y perfil de
aminoacidos de maiz QPM con la del maiz comun, observando que los materiales
QPM presentaron un contenido significativamente mayor en aminoacidos esenciales
como lisina, fenilalanina e isoleucina, sugiriendo de esta manera que el maiz QPM
puede integrarse en la dieta familiar y especialmente en la formulacion de alimentos
de destete para lactantes donde la desnutricidn por proteinas es un problema. Un
estudio realizado por Gunaratna y col (2019) en nifios destetados del sur de Etiopia
sugiere que el maiz de calidad proteinica (QPM) puede reducir el riesgo de ingesta
inadecuada de proteinas, lo que ratifica mas la importancia de estos materiales como
fuente de alimento.

De Groote y col (2014) evaluaron la aceptabilidad del maiz QPM en paises del sur
de Africa, encontrando una buena aceptabilidad, incluso mejor que la de alimentos

hechos con maiz convencional, lo que indica que sus caracteristicas sensoriales no
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son un impedimento para su adopcidén y resalta la importancia del uso del maiz QPM
como base en la alimentacion ya que aportaria una mejor nutricién respecto al maiz
convencional. Algo similar fue observado por Gunaratna y col (2016) quienes
evaluaron la aceptabilidad del maiz QPM, concluyendo que la aceptabilidad sensorial
de este es poco probable que impida su aceptacion como alimento principalmente en
infantes de 6 a 24 meses. En el mismo sentido, Desalegn y col (2015) evaluaron la
aceptabilidad de alimentos hecho a base de maiz QPM y garbanzo, encontrando que
todos los alimentos complementarios basados en QPM preparados en el estudio
fueron aceptados a nivel comunitario y cumplieron con la dosis diaria minima
recomendada de energia (370 kcal) y proteinas (10.9 g) para nifios de 6 a 36 meses,
asi como dos terceras partes de la dosis diaria recomendada de hierro y zinc y hasta
el 50% de la vitamina A, resaltando la importancia del maiz QPM en la elaboracién de
alimentos.

En otro estudio similar, Belayneh y col (2018) evaluaron la aceptabilidad sensorial
del maiz QPM en 95 nifias adolescentes de dos escuelas primarias en Etiopia con un
producto popular local; ellos demostraron que QPM gané alta aceptabilidad del
consumidor y que puede tener un gran potencial sustituyendo el uso de maiz
convencional en los programas de alimentacidn escolar y de esta manera contrarrestar
el déficit de proteina que este posee. Estos investigadores recomiendan la sustitucion
de maiz convencional por QPM no solo por su superioridad nutricional sino también

por su mayor aceptacion sensorial.
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Los estudios anteriores sugieren que el maiz QPM puede satisfacer de mejor
manera los requerimientos diarios de lisina y triptéfano recomendados por la FAO para
nifos de 1-2 afos (Cuadro 6), teniendo asi un impacto positivo en la nutricidon y
aceptabilidad, lo que lo hace un candidato importante como fuente de alimento tanto
en personas como en animales. Es por todo esto que es importante investigar los
mecanismos responsables de la mejora en la calidad proteinica y la modificacion de la

vitrosidad del grano en maiz QPM.

2 Mecanismos propuestos para la modificacion del endospermo en maiz QPM
a Mecanismo relacionado al incremento de y-zeinas

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

El endospermo del maiz QPM acumula un mayor numero de cuerpos proteinicos
ricos en y-zeinas de 27 kDa, lo que sugiere la formaciéon de una matriz mas rigida,
ademas de que estas proteinas son ricas en cisteina y se orientan en la periferia de
los cuerpos proteinicos (Lending y Larkins 1989), por lo que se ha sugerido que la
union de las y-zeinas y otras proteinas ricas en cisteina favorecen la formacién de una

red de proteinas que rodea a los granulos de almidon (Lopes y Larkins 1991).
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Cuadro 6. Contenido de los aminoacidos lisina y triptéfano en el endospermo de

maiz comun y QPM.

Aminoacidos Maiz comun Maiz QPM
(9/100g proteina) (9/100g proteina)
Lisina 1.80-2.0 3.5-4.68
Triptéfano 0.38-0.40 0.61-0.88

Pereira y col (2008); Mendoza-Elos y col (2006).
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De los resultados de estos estudios se sugirid que el aumento en el numero de cuerpos
proteinicos ricos en y-zeinas y su compactacion entre los granulos de almidén es uno
de los mecanismos responsables de la modificacion del endospermo o2 (Figura 5A).

Evidencias moleculares sugieren que una mayor estabilidad del mRNA de y-zeina
y/o una mayor velocidad de transcripcién de éste pueden ser responsables de una
mayor expresion de la proteina y-zeina de 27 kDa en genotipos 02 modificados
(Geetha y col 1991; Or y col 1993). Wu y col (2010) bloquearon la expresion de y-
zeinas de 27 kDa en la linea de maiz CM105mo2 mediante la técnica de RNA de
interferencia (RNAI), encontrando que esta proteina juega un papel esencial en la
modificacion del endospermo en QPM, es decir, el RNAi causo la reversion del fenotipo
vitreo de QPM a opaco.

Hallazgos similares fueron reportados por Yuan y col (2014) quienes utilizaron
mutagénesis por radiacion-y para identificar genes responsables de la modificacion en
la mutante 02, encontrando que una mutante en la linea QPM K0326Y mostré una
pérdida de la expresion de las y-zeinas de 27 y 50 kDa, asi como una pérdida del
fenotipo vitreo; los autores confirmaron el rol de la y-zeina de 27 kDa en la formacion
de cuerpos proteinicos y la modificacion del endospermo 02, sugiriendo que la y-zeina
de 50 kDa a pesar de ser menos abundante también pudiera estar implicada en dicha

modificacion.
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Endospermo opaco Endospermo vitreo

Modificacion:
Mayor cantidad de y-zeinas

y cuerpos proteinicos

Granulos de almidén mas

compactos y de forma
angular

Figura 5. Formacién del endospermo vitreo en el maiz de calidad de proteinica. (A)
Principales mecanismos sugeridos para la modificacion del endospermo: incremento
en el numero de cuerpos proteinicos (PB) enriquecidos en y-zeina 27 kDa que llenan
los espacios entre los granulos de almidén (SG); cambios en la composicion y
morfologia de los granulos de almidon que favorecen su compactacion e interaccion
con PBs; ruptura de la membrana del amiloplasto que favorece las interacciones entre
los granulos de almidén y PBs. PL, fosfolipidos; NPC, carotenoides no polares. (B)
Seccién transversal de granos maduros de genotipos opaco-2 y QPM mostrando la

extension del endospermo vitreo. Tomada de Gonzalez-Nufiez y col (2023).
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b Relaciéon entre la estructura del granulo de almidén y la modificaciéon del
endospermo en QPM

Para identificar otros factores involucrados en la formacion del fenotipo vitreo,
Gibbon y col (2003) realizaron un analisis proteémico del endospermo de las lineas de
maiz casi isogénicas CM105+, CM10502 y CM105mo2 (QPM), con la finalidad de
investigar proteinas del tipo no-zeinas que pudieran contribuir a la modificacion del
endospermo en maiz QPM. Uno de los cambios mas importantes encontrados en
CM105mo2 fue el aumento en el contenido de la enzima almidén sintasa unida al
granulo (GBSS). Se encontré que la amilopectina de CM105mo2 tiene ramificaciones
mas cortas con respecto al almidén normal y 02. Debido a esto, el almidén de QPM
presenta una mayor expansion y los granulos en el endospermo se asocian unos con
otros. Los resultados de este estudio sugieren que regiones amorfas localizadas en la
superficie de los granulos de almidén permiten la interaccion y union de los granulos
entre si en el endospermo QPM. Este mecanismo complementa el descrito
anteriormente donde se indica que el incremento en cuerpos proteinicos ricos en y-
zeina (27 kDa) llena los espacios entre los granulos de almidon, dando lugar al
endospermo vitreo (Dannenhoffer y col 1995; Chandrashekar y Mazhar 1999).

El endospermo de maiz se caracteriza por tener una mezcla compleja de cuerpos
proteinicos y granulos de almidon, por lo que las caracteristicas fisicas del grano
dependen de como interaccionan estos componentes. Las proteinas de
almacenamiento también juegan un papel muy importante en la estructura fisica del
grano maduro, ya que favorecen la asociacion entre los granulos de almidén y la matriz
proteinica del endospermo, influenciando la dureza del grano. Por ejemplo, en los

granos vitreos suele presentarse un mayor empaquetamiento, por lo que los espacios
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intergranulares se llenan completamente (Gibbon y col 2003; Gibbon y Larkins 2005).
Pereira y col (2008) observaron un mayor numero de cuerpos proteinicos en granos
de maiz con endospermo vitreo con respecto a los blandos, sugiriendo que eso
favorece tener granulos de almidén mayormente asociados y organizados. Estos
resultados indican que la mayor resistencia fisica de los granos de maiz requiere de
endospermos con un mayor contenido de proteina total, una mayor sintesis de y-zeina
de 27 kDa y cuerpos proteinicos, asi como una adecuada organizacion de los granulos

de almidoén sin importar su tamafio.

¢ Mecanismo asociado con la modulacién de la composicion de carotenoides
en la envoltura del amiloplasto y la respuesta al estrés mediante el aumento de
la disponibilidad energética

Wang y col (2020) identificaron a Ven1 como un QTL importante que influye en el
fenotipo vitreo en el grano de maiz maduro. Ven1 codifica para la enzima (-caroteno
hidroxilasa 3, que modula la composicion de carotenoides en la envoltura del
amiloplasto. Ellos observaron que en el endospermo opaco existe un alelo Ven1
disfuncional que disminuye el contenido de carotenoides polares y aumenta el
contenido de carotenoides no polares en la envoltura del amiloplasto, lo que
proporciona mayor estabilidad a esta estructura que en circunstancias normales
desaparece durante la desecacion del grano. La no disrupcidn de la envoltura del
amiloplasto da como resultado una mala interaccion entre los cuerpos proteinicos y los

granulos de almidon, lo que conduce a un endospermo blando (Figura 5A).
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El desarrollo del endospermo 02 implica una respuesta al estrés que reduce los
niveles de energia y afecta a los procesos dependientes de ATP como la sintesis de
proteinas tipo zeinas (Li y col 2020). Esto puede deberse a una reduccion en la
expresion del gen para piruvato fosfato dicinasa 1 (PPDK1), lo que afecta la glucdlisis
y la produccion de energia. Holding y col (2008) y Holding y col (2011) identificaron
varios genes regulados positivamente de manera diferencial en QPM, incluido
fructosa-6-fosfato-1-fosfotransferasa dependiente de pirofosfato (a-PFP), una enzima
glucolitica no dependiente de ATP. Se propuso que la mayor actividad de a-PFP en
QPM compensa la menor disponibilidad de ATP en el endospermo 02 (Guo y col 2012).
Estos autores también identificaron una PPDK2 citosolica como una enzima glucolitica
independiente de ATP. Li y col (2020) también encontraron que a —PFP es un gen
candidato para la modificacion del endospermo en QPM e identificaron a la enolasa
citosdlica (ENO) como otra enzima glucolitica independiente de ATP. Por lo tanto, la
mayor sintesis de enzimas que no requieren ATP para la glucdlisis en QPM
proporciona energia mediante un mecanismo que se encuentra reprimido en el

endospermo o2.

3 Anadlisis genéticos, bioquimicos y moleculares relacionados con Ila
modificacion del endospermo en maiz QPM.

Las investigaciones acerca de la modificacion del endospermo en QPM han creado
una oportunidad para entender de mejor manera esta caracteristica. Sin embargo,
hace falta mas informacién acerca de cuales son los genes especificos, su localizacion

en los cromosomas, asi como los mecanismos mediante los cuales se genera este
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fenotipo. Una de las herramientas utilizadas para este fin es la identificacion de loci
genéticos asociados al fenotipo vitreo del endospermo que presenta QPM. Se han
identificado marcadores moleculares ligados a loci asociados a la modificacion de la
dureza del grano (Gutiérrez-Rojas y col 2010). Holding y col (2008) en una progenie
F2 identificaron 7 loci asociados a genes mo2 los cuales explican el 75% de la variacion
fenotipica; dos de estos loci fueron localizados en los cromosomas 7 y 9 y tienen el
mayor efecto en la dureza del endospermo (~40 % de la variacion). Holding y col (2011)
crearon una poblacién de lineas recombinantes puras derivada de la cruza entre
K0326Y QPM y W64A02 (02), las cuales fueron caracterizadas para tres caracteres
relacionados con la dureza del endospermo: vitrosidad, densidad y dureza. El mapeo
genético en estas lineas confirmé los /oci previamente identificados asociados con la
modificacion del endospermo en K0326Y QPM.

Jia y col (2013) realizaron un analisis de los perfiles de transcritos en la linea
W64A02 respecto a su contraparte normal W64A+. Ambas lineas se cosecharon a 22
DDP. Dentro de los genes alterados en opacoZ2 se encontraron los relacionados con el
metabolismo de carbohidratos, incluyendo gliceraldehido fosfato deshidrogenasa
(GAPDH), sorbitol deshidrogenasa 1 (SDH1), enolasa 1, entre otros. También se
encontraron diferencias en la expresion de genes de biosintesis de almidon, tal es el
caso de almidén sintasa unida al granulo (GBSSI), enzima desramificadora tipo
pululanasa (Zpu1) y enzima ramificadora de almidon Ilb (BElIb). El analisis de GBSSI
por PCR en tiempo real revel6 una menor expresion de este gen en W64A02 con
respecto a W64A+. En el caso de Zpu1 y SBEIIb, su expresion fue mayor en la linea
opaco respecto al maiz de referencia. La regulacion de estos genes podria

relacionarse con la alteracion de los patrones de ramificacién de la amilopectina de los
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granulos de almidoén en el maiz opaco2, lo cual podria estar contribuyendo a la
generacion del endospermo blando caracteristico de W64Ao02.

Salazar-Salas y col (2014) evaluaron el efecto de estos loci genéticos sobre
algunas propiedades fisicoquimicas del almiddn, la acumulacién de zeinas y de
enzimas involucradas en la sintesis de almidén en el endospermo maduro de RIL
contrastantes en vitrosidad derivadas de la cruza entre K0326Y QPM y W64Ao02. Se
observo que las lineas vitreas presentaron una mayor acumulacion de y-zeina de 27-
kDa, asi como un mayor contenido de amilosa que se relacioné con una mayor
expresion de la enzima responsable de su sintesis (GBSS). El almidén de las lineas
vitreas también requiri6 menos energia para su gelatinizacion y presenté una menor
cristalinidad, lo cual se asocid6 con una mayor compresibilidad de los granulos
adoptando formas poligonales y una mayor compactacion (Figura 6).

Estos resultados sustentan la idea de que las modificaciones en la estructura de
los cuerpos proteinicos y granulos de almidén, asi como su interaccién, son muy
importantes para la modificacion del endospermo en QPM; la mayor acumulacién de
cuerpos proteinicos ricos en y-zeina de 27-kDa permite llenar completamente los
espacios entre los granulos de almidén, los cuales presentan una mayor compactacion

y favorecen la creacion del fenotipo vitreo.
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Figura 6. Microscopia electrénica de barrido en granulos de almidén aislados de
endospermos maduros de muestras contrastantes en vitrosidad. (A-B) Granulos de
almiddn de las lineas parentales K0326Y QPM y W64Ao02. (C-D) Granulos de almidén

de las lineas Q208 (vitreo) y O39 (opaco).

Tomada de Salazar-Salas y col (2014)
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Soto-Lopez (2015) evalud a nivel transcripcional la expresion de genes de sintesis
de almidon (Wx1, Aet, Bt2, Sh2, Su1y Zput) en endospermo en desarrollo (20 dias
después de la polinizacion) de las lineas de maiz K0326Y QPM y W64Ao02, asi como
una seleccion de lineas recombinantes puras derivadas de su cruza; en general
encontré cambios significativos en la expresion de los genes estudiados, destacando
mayores niveles de transcritos del gen Waxy-1 en lineas con endospermo vitreo; la
enzima codificada por este gen (GBSSI) sintetiza la amilosa y su acumulacion fue
mayor en las lineas vitreas, lo cual correspondié con el mayor contenido de amilosa
en estas lineas. Esto sugiere que la modificacion del endospermo 02 esta asociada
con cambios en la expresion de genes de sintesis almidén a nivel transcripcional.

Recientemente Vega-Alvarez y col (2022) llevo a cabo un estudio de expresion de
genes de sintesis de almidon en lineas QPM a 30 DDP, encontrando que los niveles
de transcritos de Wx1 fueron tres veces mayor en K0326Y QPM con respecto a
WG64A02 y ocho veces mayor en las lineas vitreas que en las opacas, lo que estuvo de
acuerdo con la mayor acumulacién de GBSSI y el mayor contenido de amilosa
observado en las lineas vitreas. Por lo tanto, la sintesis de almidén con un mayor
contenido de amilosa durante el desarrollo del grano podria facilitar el
empaquetamiento de los granulos de almidon, resultando en el endospermo vitreo del
maiz QPM.

Wu y col (2015) evaluaron la actividad de la enzima pululanasa y almidon sintasa
I (SSIIl) en endospermo en desarrollo (18 DDP) de lineas de maiz QPM contrastantes
en vitrosidad. Los autores encontraron la linea vitrea K0326Y QPM tuvo una mayor
abundancia y actividad de SSSIII comparado con la linea W64A02 (opaca). En el

mismo sentido, observaron una mayor actividad de pululanasa en K032Y6 QPM con
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respecto a W64A02. Ademas, encontraron una asociacion positiva entre la actividad
de la enzima pululanasa y la vitrosidad del grano, evidenciando que la pululanasa y
SSlll juegan un papel muy importante en la conversién del endospermo de blando en
la mutante 02 a vitreo en maiz QPM.

Gonzalez-Nufiez (2016) evalud la actividad de enzimas de sintesis de almidon
(GBSS, SS, SBE, AGPasa y PUL) en endospermo en desarrollo de las lineas de maiz
K0326Y QPM y W64A02, encontrando diferencias significativas entre ambas lineas,
las cuales correspondieron con los cambios en contenido y composicion del almidon.
Sin embargo, se requiere evaluar dichas actividades en un mayor numero de lineas
derivadas de la cruza entre K0326Y QPM y W64Ao02 para establecer de manera mas
robusta su asociacion con las propiedades fisicoquimicas del almidon y el fenotipo
vitreo del grano de maiz QPM. También es necesario confirmar mediante un sistema
heterdlogo si las variantes alélicas de las lineas parentales son responsables de los
cambios en actividad y como consecuencia de los cambios en propiedades y vitrosidad
del grano, lo cual nos permitira entender de mejor manera los mecanismos

involucrados en la modificacion del endospermo en QPM.
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IV JUSTIFICACION

Estudios previos con lineas recombinantes puras (RIL) derivadas de la cruza entre
K0326Y-QPM (vitreo) y W64A02 (opaco o blando) identificaron loci genéticos
asociados con la modificacion del endospermo en maiz de calidad proteinica (QPM).
Las lineas parentales presentan cambios significativos en las propiedades
fisicoquimicas del almidén, asi como en la expresion y actividad de enzimas de sintesis
de almidoén, sugiriendo una asociacion entre estos cambios y la formacién del
endospermo vitreo en maiz QPM. Sin embargo, es necesario incluir el analisis de
expresion y actividad enzimatica de RIL derivadas de la cruza entre KO326Y-QPM y
W64A02 para demostrar dicha asociaciéon. También es necesario confirmar si las
variantes alélicas de las lineas parentales son responsables de los cambios en
actividad mediante su expresién en un sistema heterélogo. Esta informacién nos
permitira una mejor comprension de las bases moleculares que subyacen a la
modificacion del endospermo en el maiz QPM, facilitando con ello el desarrollo mas
rapido y eficiente de materiales de este tipo con buenas caracteristicas agronémicas y

qgue reunan las recomendaciones de aminoacidos para la nutricibn humana y animal.
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V HIPOTESIS
La modificacion del endospermo en el maiz de calidad proteinica esta relacionada
con cambios en la expresion génica y actividad de enzimas de sintesis de almiddn
durante el desarrollo del grano, los cuales a su vez se asocian con cambios en las
propiedades fisicoquimicas y estructurales del granulo que dan lugar a un fenotipo

vitreo.
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VI OBJETIVOS
A OBJETIVO GENERAL
Analizar cambios en la expresion y actividad de enzimas de sintesis de almidén

relacionados con la modificacion del endospermo en maiz de calidad proteinica.
B OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar propiedades fisicoquimicas y estructurales del almidén en endospermo
en desarrollo de las lineas de maiz KO326Y-QPM y W64A02, asi como de lineas
recombinantes puras (RIL) derivadas de su cruza y contrastantes en vitrosidad.

2. Determinar la abundancia de enzimas de sintesis de almiddn en el endospermo
en desarrollo de las lineas parentales y RIL contrastantes en vitrosidad.

3. Analizar la expresion de genes de sintesis de almidon en el endospermo en
desarrollo de las lineas parentales y RIL contrastantes en vitrosidad.

4. Analizar la actividad de enzimas de sintesis de almidon (ADP glucosa
pirofosforilasa, almidén sintasa unida al granulo, enzimas ramificadora y
desramificadora) en el endospermo en desarrollo de las lineas parentales y RIL
contrastantes en vitrosidad.

5. Determinar la secuencia de las variantes alélicas de genes de sintesis de almidon
en las lineas K0326Y-QPM y W64A02.

6. Comparar la actividad de enzimas de sintesis de almidén codificadas por las
variantes alélicas de las lineas K0326Y-QPM y W64A02 expresadas en un sistema

heterdlogo.
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VIl MATERIALES Y METODOS

A MATERIALES

Se utilizaron las lineas de maiz K0326Y-QPM (endospermo vitreo) y W64Ao02
(endospermo blando), asi como seis lineas recombinantes puras (RIL) derivadas de
su cruza (Holding y col 2011). Las RIL fueron seleccionadas con base en el genotipo
de marcadores que flanquean loci genéticos asociados con la modificacién del
endospermo en QPM. Las RIL vitreas son homocigotas para el alelo de KO326Y-QPM
y las opacas son homocigotas para el alelo de W64Ao02. Estas lineas fueron cultivadas
bajo condiciones de riego en el campo experimental de la Facultad de Agronomia de
la Universidad Autonoma de Sinaloa durante el ciclo otofio-invierno 2019-2020. Se
realizd una polinizacion controlada y se cosecharon granos en desarrollo a los 28 DDP.
Los elotes se congelaron en nitrégeno liquido, se removieron los granos en desarrollo
y se almacenaron a -70 °C hasta su uso. Una parte de los granos fue liofilizada para
la obtencion de harinas, que posteriormente se emplearon en el analisis del contenido

de almidon.

B METODOS

1 Determinacion de almidén total

El contenido de almidon total se determind utilizando el kit de analisis de almidon
total STA20 (Sigma Aldrich, St. Louis MO, USA). A 50 mg de harina se le agregaron 5
ml de etanol al 80% y se incubo la mezcla por 5 min a 85°C. Posteriormente se le
anadieron otros 5 mL de etanol al 80%, se mezcl6 y centrifugd a 1000 g por 10 min.

Se tomo la pastilla y se repitié el proceso de lavado con etanol. Una vez lavada la
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pastilla se le agregd 0.2 mL de etanol, mientras que en otro tubo vacio se agrego la
misma cantidad de etanol para usarse como blanco. A la mezcla se le afladieron 3 mL
de agua mas 0.02 mL de alfa-amilasa y se incub6 por 5 min a 60°C. Posteriormente
se enfrid la mezcla y los tubos fueron aforados a 10 mL con agua destilada. De esta
mezcla se tomo6 una alicuota de 1 mL y se mezclé con 1 mL de amiloglucosidasa
incubandose a 60°C por 15 min en un bafio metabdlico. Posteriormente se ajusto el
volumen hasta 10 mL con agua destilada y se tomé una alicuota de 1 mL a la cual se
le agregaron 2 mL de glucosa oxidasa peroxidasa (GOP), dejando reaccionar a 37°C
por 30 min y deteniendo con acido sulfurico 12 N. Finalmente se midio la absorbancia

de la mezcla a 540 nm.

2 Aislamiento de granulos de almidén

Los granulos de almidon se aislaron de granos de maiz en desarrollo segun lo
reportado por Vega-Alvarez y col. (2022). Los granos se remojaron en una solucién de
metabisulfito de sodio 0.3% (p/v) y acido lactico al 85% (v/v) pH 3.8, por 48 h a 50 °C.
El germen y el pedicelo fueron retirados de manera manual y los endospermos fueron
macerados con un mortero y pistilo en presencia de amortiguador de extraccion de
almidoén [Tris-HCI 50 mM pH 7, glicerol 10% (v/v), EDTA 10 mM, DTT 1.25 mM] a 4 °C.
El homogenizado se paso a través de un filtro de 100 ym y se centrifugé a 13,000 g
por 15 min. El almidon obtenido se lavd dos veces con amortiguador de extraccion,
etanol al 95% y acetona fria, y posteriormente se dejé secar a temperatura ambiente

durante 12 h.
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3 Determinacién de amilosa

El contenido de amilosa se determin6 usando la metodologia de la ISO 6647:2020.
Se lavaron 110 mg de almidon con 1 mL de metanol puro. Posteriormente se secé el
almidon a temperatura ambiente y se pesaron 100 mg. Se le agrego 1 mL de etanol al
95 mas 9 mL de NaOH 1 N. La mezcla se dej6é en reposo 16-20 h. Posteriormente, el
volumen de la mezcla se ajusté con agua destilada a un volumen de 100 mL, de la
solucién se tomaron 5 mL y se mezclaron con 1 mL de acido acético 1 Ny 2 mL de
Yodo al 2%. La mezcla se dejé en reposo por 20 min a 37 °C en oscuridad y se midio

la absorbancia a 620 nm.

4 Propiedades térmicas del almidén

Las propiedades térmicas del almidon se midieron utilizando un calorimetro
diferencial de barrido modelo DSC-2920 (TA Instruments, New Castle, DE, EUA). El
equipo se calibroé con indio y se usé una charola de aluminio vacia como referencia.
Se pesaron 2.2 mg de muestra en una charola y se agregaron 7 pyL de agua
desionizada, la muestra se dejo en reposo durante 1 h y posteriormente la charola se
sellé herméticamente. La muestra de almiddon se sometid a calentamiento en un
intervalo de temperatura de 30 a 120 °C, con una tasa de calentamiento de 10 °C/min.
Los almidones gelatinizados se almacenaron a 4 °C por 7 dias para someterse
nuevamente a calentamiento bajo las condiciones descritas y evaluar la
retrogradacion.

La temperatura pico de gelatinizacién (Tp), la entalpia de gelatinizacién (AHg) y la

entalpia de retrogradacion (AHr) se obtuvieron del analisis realizado con el programa
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TA Universal Analysis 2000 incluido con el equipo (TA Instruments). Se reporta el
promedio de tres réplicas. El porcentaje de retrogradacion se calculd con la siguiente

féormula:

» AH,
% Retrogradacion = AL 100
g

5 Grado de hinchamiento

Se determiné de acuerdo con el método descrito por Vega-Alvarez y col. (2022).
Se utilizaron 40 mg de harina, registrando el peso seco de la misma (S) con base en
la humedad, la muestra se agrego a un tubo de 1.5 mL, se le agregdé 1 mL de agua, se
agitd fuertemente en vortex y se incubd por 30 min a 92.5°C en un termoagitador
Compact (Eppendorf, Hamburg, Alemania) con agitaciones suaves por inversion (~20
veces/min y 2 veces por periodos de 1.5, 2, 3, 4, 5, 7.5, 10, 15 y 25 min). La muestra
se coloco en un bafio de agua (20°C, 3 min), agitando suavemente al tiempo cero y
después de 1.5 min. Posteriormente se centrifug6 (17,000 g, 10 min), se retiro el
sobrenadante y se peso la pastilla obtenida (B). El grado de hinchamiento se determiné

mediante la siguiente formula:

peso de la pastilla (B)

Grado de hinchamiento =
raao ae hinchamtento peso seco de la muestra (S)

6 Distribucion de la longitud de cadenas ramificadas de amilopectina

Se utilizo el procedimiento descrito por Chavez-Murillo y col (2012). El almidén (10

mg) se mezclé con 3.2 mL de agua desionizada y se gelatinizé calentando en un bafio
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de agua a ebullicién durante 1 h. Después de enfriar a temperatura ambiente, la
muestra se desramificé afiadiendo 0.4 mL de acetato de sodio 0.1 mol/L (pH 3.5)y 5
ML de isoamilasa (EC 3.2.1.68) (59 000 U/mg, Hayashibara Biochemical Laboratories,
Japén) e incubando la mezcla a 40 °C durante 16 h. La actividad enzimatica fue
detenida por neutralizacion con 210 uL de NaOH 0.2 M en un bafio de agua hirviendo
durante 15 min. Posteriormente, la muestra se dejo enfriar por 5 min y se filtré en un
tamano de poro de 0.45 mm, finalmente se transfirieron 0.6 mL de la muestra filtrada
a un vial-automuestreador para ser inyectada en el equipo. El almidon desramificado
se analizd con un sistema de cromatografia idnica equipado con un detector de pulsos
amperometricos (Dionex ICS 5000 con un auto muestreador Dionex AS-AP (Thermo
Scientific Wakth Massachusetts, USA). Las columnas utilizadas fueron Carbopac
PA200 de 3x250 mm y 3x50 mm. Se utilizaron dos fases moviles (eluente A y eluente
B), el eluente A se realiz6 a base de hidroxido de sodio 150 mM vy el eluente B con
hidréxido de sodio y acetato de sodio 500 mM. El flujo utilizado fue de 0.5 mL/min con
un gradiente de concentracion A:B de 95:5% durante 5 min, 60:40% a los 18 min,
15:85% a los 55 min y 95:5% a los 75 min. Los datos se analizaron con el software
Chromeleon 6.80 (Thermo Scientific, MA, EE. UU.). La distribucion de las longitudes

de cadena se determiné como un porcentaje del area total del pico.

7 Acumulacién de proteinas asociadas al granulo de almidén

a Extraccion de proteinas asociadas al granulo
Las proteinas asociadas al granulo (PAG) se extrajeron usando el método

reportado por Grimaud y col (2008) con algunas modificaciones. El almidon (150 mg)
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se lavo con agua fria, amortiguador de gelatinizacion [Tris-HCI 62.5 mM pH 6.8, SDS
2% (pl/v), 2-mercaptoetanol 5% (v/v)] y etanol 95% (v/v) para remover proteinas
superficiales; las muestras de almidén fueron incubadas con amortiguador de
gelatinizacion por 15 min en un bafio maria en ebullicion para la liberacion de las PAG.
Inmediatamente después la pasta formada fue congelada por 1 h a -20 °C,
descongelada por 20 min a 40 °C en un bafio maria y centrifugada a 13,000 g por 30
min a 4 °C. Se recuperoé el sobrenadante y se mezcld con un volumen igual de acido
tricloroacético (TCA) al 30% en acetona para la precipitacion de las proteinas por al
menos 2 h a-20 °C. Después de centrifugar durante 15 mina 4 °Cy 13,000 g, la pastilla
obtenida de PAG se lavo dos veces con acetona fria y se dejo secar durante toda la
noche a temperatura ambiente. Las proteinas se resuspendieron en un amortiguador
de tiourea [Urea 7 M, Tiourea 2 M, CHAPS 4% (p/v), DTT 20 mM, Triton-X100 0.2%

(VIV)].

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

La separacion de proteinas se realizdé de acuerdo con la metodologia descrita por
Laemmli (1970). Se utilizé una unidad electroforética CBS intermedia (CBS Scientific,
CA, EUA) y una fuente de poder EC600-90 (Thermo EC, Waltham, MA, EUA).
Extractos de proteinas equivalentes a 8 y 21 mg de almidén se mezclaron con un
amortiguador de carga [Tris-HCI 62.5 mM (pH 6.8), SDS 2% (p/v), glicerol 25% (v/v),
2-mercaptoetanol 5% (v/v), azul de bromofenol 0.01%] y después se aplicaron en los
pozos de geles de poliacrilamida al 10% (p/v) para su separacion a voltaje constante

(100 V) por aproximadamente 8 h. Las proteinas se visualizaron por tincion con una
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solucion de azul brillante de Coomassie R-250 0.25% (p/v) (Sigma, St Louis, MO, USA)
en metanol 40% (v/v) y acido acético 10% (v/v). Las imagenes de los geles se
adquirieron con un sistema de fotodocumentacién XRS (Bio-Rad, Hércules, CA, EUA).
El contenido relativo de las diferentes proteinas asociadas al granulo se estimé por
triplicado mediante un analisis densitométrico utilizando el programa Quantity One
(BioRad, Hércules, CA, EUA). La identidad de las proteinas se reporté previamente

por Vega-Alvarez y col (2022).

8 Expresion de genes de sintesis de almidén
a Extraccion de ARN

Se utilizé la metodologia de Holding y col (2008) con algunas modificaciones. El
ARN total se aisl6 de endospermos en desarrollo (28 DDP). Aproximadamente 0.1 g
de tejido de endospermo se molié en 200 pL de amortiguador de extraccién de ARN
[Tris-HCI 50 mM (pH 8), LiCl 150 mM, EDTA 5 Mm (pH 8), SDS 10% (p/v)] y la molienda
continu6 mientras se afiadian 200 pL de fenol/cloroformo (1:1) pH 8. EI
homogeneizado se mezcld, se colocé por 5 min en hielo y la fase acuosa se separé
por centrifugacion (13,000 g, 10 min, 4 °C). El almidén se eliminé utilizando 1 mL del
reactivo trizol (Life Technologies, Carlsbad, EE. UU.) Posteriormente se agregaron 200
ML de fenol-cloroformo (1:1) y la mezcla se centrifugé (10,000 g, 10 min, 4 °C). Los
acidos nucleicos se precipitaron de la fase acuosa con 1 volumen de isopropanol y se
recuperaron por centrifugacion (10,000 g, 10 min, 4 °C); la pastilla obtenida se lavd
con etanol (70%) y se resuspendié en 50 yL de agua tratada con DEPC. ElI ADN

contaminante se elimind utilizando el Kit DNAse | (Sigma-Aldrich, St. Louis, EE. UU.).
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b RT-gPCR

Para el analisis de expresion se utilizaron aproximadamente 20 ng de ARN en
conjunto con el kit SCRIPT One-Step RT-PCR (Jena Bioscience, California, EE. UU.).
Las secuencias de los oligonucledtidos iniciadores fueron reportadas previamente por
diferentes autores (Huang y col 2011; Jia y col 2013) (Cuadro 7). La amplificacién se
realizd en un sistema de PCR en tiempo real StepOnePlusTM (Applied Biosystems,
Carlsbad, EE. UU.) utilizando las siguientes condiciones: 30 min a 50 °C para la
sintesis de ADNc, luego 95 °C durante 5 min (desnaturalizacién), seguido de 40 ciclos
a 95 °C (15 s) y 60 °C (1 min) con una rampa de 2.2 °C/s. Los niveles de expresion
relativa de los genes se calcularon utilizando el método de doble delta (2-24¢t); el gen
RRb1 (proteina 1 del retinoblastoma) se utilizé como control interno y K0326Y-QPM
se utiliz6 como muestra de referencia para la cuantificacion relativa. Para cada uno de
los genes se realizd el analisis de la curva de fusion para evaluar la especificidad de

los productos amplificados.

9 Actividad de enzimas de biosintesis de almidén
a ADP-glucosa pirofosforilasa (AGPasa)

Se usd la metodologia reportada por Nishi y col (2001) con algunas
modificaciones. Se tomaron 0.5 g de endospermo en desarrollo (28 DDP) y se
maceraron en un mortero (0 - 4 °C) empleando 2 mL de amortiguador de extraccion
frio [HEPES-NaOH 50 mM (pH 7.2), MgCl2 2 mM, 2-mercaptoetanol 50 mM, glicerol
12.5% (v/v)]. El macerado se centrifugd a 15,000 g por 15 min a 2 °C y el sobrenadante

resultante se recolectd y se consider6é como el extracto enzimatico.
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Cuadro 7. Oligonucledtidos iniciadores empleados para RT-qPCR.

Nombre del gen Secuencia del oligonucleétido

Brittle2 (Bt2) F: ATTACCGTTGCTGCCCTACC

R: ACTGCTCTCCTTTCGGTTTCTC
Waxy1 (WxT) F: GAGGACGTCGTGTTCGTCTG

R: CAGTTGATCTTCCGGCCTTC
Amylose extender 1 (Ae1) F: CCGACGCTGGACTATTTGGT

R: GCAACGAAGTACCCCGCTATC
Pullulanase (Zpu1) F: GCTTCAGTTGCATCCAGTGC

R: TGGGCAACGTCTTATTCAATC
Retinoblastoma related- F: GCTGTTTCTGGTTATGTCTGTCCT

protein 1 (RRB1) R: CTTTTGAGTACTTCTGTGCCTGAC

F: Forward (directo), R: Reverse (inverso). (Huangy col 2011; Jia y col 2013)
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Para determinar la actividad primeramente se llevé a cabo una incubacion a 30 °C por
20 min mezclando 150 pL de solucion de reaccién (HEPES-NaOH 100 mM (pH 7.4),
3-fosfoglicerato 3 mM, ADP-glucosa 1.2 mM, pirofosfato de sodio 3 mM, MgCl2 5 mM,
DTT 4 mM) y 100 uL de la dilucidn del extracto enzimatico. La mezcla de reaccion se
detuvo colocando la mezcla en agua en ebullicion por 2 min. Después se agregaron
350 pL de agua destilada y se centrifugd a 15,000 g por 10 min a 2 °C. Se tomaron
500 pL del sobrenadante, se mezclaron con 0.15 mg de NADP+, 04 U de
fosfoglucomutasa (Sigma, P3397) y 0.5 U de glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (Tipo
XV, Sigma G6378), seguido de incubacion a 30 °C por 30 min. La actividad enzimatica
se registro como el aumento de absorbancia a 340 nm.

La actividad de AGPasa se expres6 en unidades internacionales (Ul)
correspondientes a pymoles de NADPH producidos por minuto. Para el analisis se
utilizé un control negativo, el cual consistié en 100 yL del extracto enzimatico diluido y
desnaturalizado en agua hirviendo por 2 min. Se utilizé un blanco donde los 100 uL del
extracto enzimatico diluido fueron reemplazados por 100 puL de amortiguador de
extraccion.

b Almidén Sintasa Unida al Granulo (GBSS )

Primeramente se realizé una extraccidén a partir de los endospermos de maiz en
desarrollo siguiendo la metodologia descrita por Umemoto y Terashima (2002) y Lee
y col (2014) con algunas modificaciones. Una muestra de 0.5 g de endospermo se
macero manualmente con 2 mL de amortiguador de extraccion en frio [Tris 100 mM,
pH 7.2, EDTA 2 mM, DTT 2 mM, etilenglicol 10% (v/v)]; el macerado se recolecté en
tubos de 15 mL, se lavé el mortero con 1 mL de amortiguador y se mezcl6 en el mismo

tubo. El homogenizado se centrifugd a 15,500 g por 30 min a 2 °C. La pastilla se lavo
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tres veces con 3 mL de amortiguador de extraccion a 15,500 g /10 min a 2 °C. La
pastilla obtenida se suspendié en 3 mL de amortiguador de extraccion y se utilizé para
evaluar la actividad. Se mezclaron 150 uL del extracto enzimatico de GBSSI con 150
ML de solucion A (HEPES-NaOH 50 mM (pH 7.4), ADP glucosa 1.6 mM, 0.7 mg de
amilopectina, DTT 15 mM) y se incub6 a 30 °C durante 1 h. La reaccion se detuvo
colocando la mezcla en un bafio con agua hirviendo durante 30-40 s y luego se incubd
en hielo durante 10 min. Después, a la mezcla se le anadieron 100 pL de solucion B
[HEPES-NaOH 50 mM (pH 7.4), fosfocreatina 10 mM, KCI 200 mM, MgCI2 10 mM, 5
U de creatina fosfocinasa (Tipo )] y se incubé a 30 °C durante 30 min. EI ADP
producido por la reaccidén de la GBSSI se convirtio en ATP y la solucion resultante se
calent6 en un bafio con agua hirviendo durante 30-40 s, seguido de incubacién en hielo
durante 10 min y después se centrifugd a 17,000 g durante 25 min a 2 °C. El
sobrenadante (0.3 mL) se mezclé con 300 uL de solucion C (HEPES-NaOH 50 mM
(pH 7.4), glucosa 10 mM, MgCl2 20 mM, NADP+ 2 mM). La actividad de GBSSI se
midié como el aumento de absorbancia a 340 nm después de la adicion de 1.4 U de
hexocinasa (Sacharomyces cerevisiae, Sigma H6380) y 0.35 U de glucosa-6-fosfato

deshidrogenasa (Tipo XV, Sigma G6378) a 25 °C durante 30 min.

Las determinaciones se realizaron por triplicado y la actividad de la GBSSI se
expreso en unidades internacionales (Ul), pmoles de NADPH producido por minuto.
Para el analisis se utilizé un control negativo en el cual se utilizaron 150 pL del extracto
enzimatico desnaturalizado en agua hirviendo por 40 s e incubado en hielo por 10 min.
Se utilizé como blanco una mezcla conteniendo 150 yL de amortiguador de extraccion

en lugar de los 150 uL del extracto enzimatico.
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¢ Enzima ramificadora de almidén (SBE)

Se siguid la metodologia reportada por Yamanouchi y Nakamura (1992) y Lee y
col (2014) con algunas modificaciones. Se pesaron aproximadamente 0.5 g de
endospermo en desarrollo (28 DDP) y se maceraron con 2.5 mL de amortiguador de
extraccion frio [HEPES-NaOH 50 mM pH 7.4, MgCI2 4 mM, 2-mercaptoetanol 50 mM,
glicerol 12.5%(v/v)]. EI macerado se centrifugd a 17,000 g por 25 min a 2 °C y el
sobrenadante se filtré (0.45 ym, Whatman). Los filtrados se tomaron como el extracto
enzimatico para evaluar la actividad.

La actividad enzimatica se determind monitoreando la estimulacion de la sintesis
de a-glucano a partir de glucosa-1-fosfato por una fosforilasa de musculo de conejo
(Hawker y col 1974). Una alicuota de 100 pL del filtrado se mezclé con 100 pL de
solucién de reaccion (HEPES-NaOH 50 mM pH 7.0, glucosa-1-fosfato 50 mM, AMP
25 mM, 1.2 U de fosforilasa a de musculo de conejo, Sigma P1261) fria e
inmediatamente se incubo a 30 °C durante 30 min. La reaccion se detuvo mediante la
adicién de 50 yL de HCI 1 M y se mezclé con 500 uyL de DMSO. Posteriormente, se
agregaron 700 pL de una solucion de yodo-potasio y yoduro (KI 120 mM, 12 8 mM) y a
continuacion se incubo a 30 °C durante 30 min en la oscuridad. La actividad de SBE
se determin6 usando la absorbancia a 540 nm.

La actividad de la enzima ramificadora se expresé como pmol por minuto (Ul). Para
el analisis se us6 un control negativo conteniendo 100 pL del filtrado enzimatico
desnaturalizado con 50 yL de HCI 1M. Como blanco se utilizaron 100 pL de

amortiguador de extraccion en lugar de los 100 uL del filtrado enzimatico.
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d Enzima pululanasa (PUL)

Primeramente se llevd a cabo una extraccion de acuerdo con lo reportado por Wu
y col (2015) con algunas modificaciones. Se pesaron y se molieron endospermos en
desarrollo (28 DDP) hasta obtener un polvo fino en un mortero con ayuda de nitrégeno
liquido. Por cada mg de polvo fino se afiadieron 2 uL de amortiguador de extraccion
frio (Tris-Acetato 50 mM (pH 8.0), EDTA 10 mM, DTT 5 mM), se mezclé por suspension
por 2 min y se centrifugd a 16,000 g por 10 min a 4 °C. Se recupero el sobrenadante y
se cuantifico la proteina colorimétricamente usando el método de Bradford (1976). Se
diluyé la concentracién de proteina con amortiguador de acetato de sodio (200 mM pH
5)a 1 ug/uL.

Para medir la actividad se uso el kit Red-pullulan (Megazyme, Wicklow, Ireland).
La solucidn diluida de proteina y la solucion de red-pullulan (2% p/v, KCI 0.5 M) se pre-
equilibraron a 40 °C por 5 min. Posteriormente se mezclaron 500 pyL de solucion de
proteina con 250 pL de solucién de red-pullulan. Rapidamente se pusieron en
incubacién a 40 °C por 10 min. La reaccion se detuvo afiadiendo 1.25 mL de etanol al
95 % seguido de un mezclado en un vortex por 10 s. Se dejé en reposo por 10 min a
temperatura ambiente. Se centrifugé a 1,000 g por 10 min y se utilizé el sobrenadante
para medir la absorbancia a 510 nm. La actividad se determiné usando la siguiente
ecuacion proporcionada por el Kit:

Unidades / mL = 906 x Abs + 17

Los resultados se expresaron finalmente como como Ul/gramo de peso freso (g

PF) donde cada unidad correspondi6 a la cantidad de enzima requerida para liberar

un ymol de D-glucosa en equivalentes de azucar reductor por minuto.
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10 Secuenciacion y obtencién de variantes alélicas del gen Ae1
a Sintesis de cDNA

El cDNA se sintetizé con el kit Go ScriptTM Reverse Transcription System
(Promega, Madison, USA). En un tubo se colocaron 8 uL del RNA tratado con DNAsa
I (1 U/uL), se agregd 1 uL de primer oligo (dT) 15 (500 pg/mL), seguido de incubacion
por 5 min a 70 °C y luego en hielo durante 5 min; la muestra se centrifugd por 10 s y
se dejo en hielo.

La mezcla de reaccion para la transcripcidn reversa consistio en 4 uL de
amortiguador de reaccion 5X, 3 uL de MgClz (25 mM), 1 uL de nucledtidos (ANTPs)
(10 mM), 2 uL de inhibidor de ribonucleasas (20 U/uL) y 1 yL de la enzima transcriptasa
reversa (RT) (200 U/uL). Esta mezcla se combino con la anterior para un volumen final
de 20 yL, se incub6 a temperatura ambiente por 5 min (alineamiento), luego se incub6
de nuevo a 42 °C por 50 min (extension) y finalmente se inactivo la RT calentando la

mezcla a 70 °C por 15 min; la muestra de cDNA se guardé a -20 °C hasta su uso.

b Diseno de oligos iniciadores y amplificacion de cDNA mediante la reaccién en

cadena de la polimerasa (PCR)

Primeramente, se obtuvieron de la base de datos del genoma del maiz
(http://www.maizegdb.org/) las secuencias de cDNA para genes de sintesis de almidon
de la linea de maiz B73. Estas secuencias se utilizaron para disefar oligonucleétidos
iniciadores que fueron utilizados para amplificar mediante la reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR) las secuencias de los genes de sintesis de almidén en las lineas

K0326Y-QPM y W64A02 (Cuadro 8). Se utiliz6 el programa Primer-BLAST
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(http://www.ncbi.nIm.nih.gov/tools/primer-blast/). La amplificacion por PCR de cada
uno de los fragmentos de los genes se realizd segun lo reportado por Vega-Alvarez y
col (2022). La mezcla de reaccion consistié en 1 yL de cDNA (50 ng/uL), 1.5 uL de
amortiguador de reaccién de PCR 10X [200 mM Tris-HCI (pH 8.4), 500 mM KCI], 0.5
uL de MgClz (50 mM), 0.6 pL de dNTPs (100 uM), 1 U de Taqg ADN polimerasa, 0.25
ML de oligonucledtidos iniciadores (25 uM) y agua desionizada estéril en un volumen
final de 15 pL. Se utilizé un termociclador C1000 Touch (BIO-RAD, CA, USA) con la
siguiente programacion: 5 min a 95 °C, seguido de 30 ciclos de 1 min a 94 °C
(desnaturalizacion), 1 min a X °C (unioén de iniciadores) (Cuadro 8) y 1 min a 72 °C
(extension), con un periodo final de extensidon de 5 min a 72 °C (Pineda-Hidalgo y col
2011). La separacion de los amplicones se realizé en geles de poliacrilamida (15%,
p/v) usando como amortiguador de corrida TAE 1X (Tris-Acetato 40 mM (pH 8.0),
EDTA 1 mM). La tincién del gel se realiz6 con bromuro de etidio (0.01 yg/mL) y se

digitaliz6 bajo luz UV con un fotodocumentador Chemidoc XRS (BIO-RAD, CA, USA).
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Cuadro 8. Oligonucledtidos iniciadores usados para secuenciar el gen AeT.

Nombre Secuencia Temperaturade Inicio Fin pb
alineamiento
(°C)
Ae1-F1 GTAGCCCTGCAGTCA 52 1 644 644
Ae1-R644 CCCATTCTCGATATGTGATAC
Ae1-F571 GGAAGCCTTCTCCCGTAGTTA 58 571 1106 536
Ae1-R1106 ATGAGTGCTCTTGGATTGCCA
Ae1-981F AGCCCGGAACCGAAGATAAA 58 981 1649 669
Ae1-1649R ACCTACCCCACCATCGTGAA
Ae1-1627F CTGTTCACGATGGTGGGGTA 58 1627 2403 777
Ae1-2403R TATCATGCGAACAGTCGGCG
Ae1-2024F CCAAGAGGTCCGCAAAGACT 58 2024 2743 720
Ae1-2743R CAAACAATCAGCCATCAAGCA

F: Forward (directo); R: Reverse (inverso); Pb: Pares de bases
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c Secuenciacion del gen Ae1

Las secuencias del gen Ae se obtuvieron a partir de los fragmentos amplificados
por PCR con oligonucleétidos correspondientes a la linea B73. Se purificaron los
fragmentos con el kit UltraClean 15 DNA Purification (MO BIO, California, USA). Se
corrieron los fragmentos en un gel de agarosa al 2% (p/v), se cortaron las bandas del
gel y se colocaron en tubos de 1.5 mL. Se les agregd una solucién caotrépica (Nal)
(0.3 mL/0.1 g de agarosa) y se incubaron a 55 °C por 5 min. Luego se les agregaron
12 pL de una solucion 50:50 de silica y buffer, seguido de agitacion (5 min) y
centrifugacion durante 5 min. Para eliminar posibles residuos de agarosa y mantener
el ADN ligado a la silica, la pastilla se resuspendio en 1 mL de etanol al 50% y la mezcla
se centrifugd nuevamente. La pastilla obtenida se resuspendié en 25 yL de H20
desionizada estéril, se centrifugo (10,000 g, 1 min) y el sobrenadante se almaceno a -
20 °C.

Las secuencias de los fragmentos del gen Ae1 purificados se obtuvieron mediante
un servicio externo en la Unidad de Sintesis y Secuenciacion de ADN del Instituto de
Biotecnologia de la Universidad Nacional Autbnoma de México, Cuernavaca, Morelos.

Se utilizé el método de terminacion de cadena (Sanger y col 1977).

11 Expresion de las variantes alélicas del gen Ae7 en sistema heterélogo y
evaluacion de la actividad de las enzimas SBEIIb recombinantes

a Transformacion de E. coli BL21

La transformacion de E. coli BL21 se realiz6é siguiendo el protocolo indicado por

Sambrook y col (1989). Primeramente, se hicieron células competentes para lo cual se
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descongeld un vial de E. coli BL21, se cultivo toda la noche a 37 °C en medio BHI sin
antibidtico, posteriormente se realizdé un subcultivo en 50 mL de medio BHI, se incubd
a 37°C hasta que las bacterias alcanzaron una densidad 6ptica de 0.4-0.6 a 600 nm.
El cultivo se transfirié a tubos de 15 mL y se dejaron enfriar en hielo durante 10 min,
se centrifugd a 4000 rpm durante 10 min y se descarto el sobrenadante. La pastilla se
resuspendio en 250 pL de solucién MgCl2-CaClz (80 mM-20 mM), luego se afiadieron
10 mL de MgCl2-CaClz (80 mM-20 mM), la mezcla se centrifugd a 4000 rpom durante
10 min y se decantd el sobrenadante. La pastilla se resuspendiéo en 250 pL de la
solucién de CaClz 0.1 M fria, posteriormente se transfirié el volumen completo a tubos
de 1.5 mL, se agregaron 500 pL de la solucién de CaClz 0.1 M fria y se incubaron en
hielo durante 1 h. Finalmente, se tomaron alicuotas de 200 pL de las células
competentes y se almacenaron a -80°C. Para la transformacion se utilizo el vector pET-
29a(+) conteniendo alguna de las secuencias del gen Ae1 que codifica para la enzima
ramificadora de almidén SBE11b en el endospermo de maiz. Se utilizaron dos

constructos sintetizados por ProteoGenix (https://www.proteogenix.science/) a partir

de las secuencias de cDNA obtenidas para las variantes del gen Aef en las lineas
K0326Y QPM y W64A02. A 200 pL de células competentes se le agregaron 20 uL del
constructo, se homogeneizo la mezcla y se incub6 en hielo durante 30 min. Los tubos
se transfirieron a bafio maria a 42°C durante 1.5 min, e inmediatamente se colocaron
en hielo por 2 min. Posteriormente se agregaron 800 pL de medio BHI sin antibidtico y
se incubaron a 37°C durante 45 min. Por ultimo, las células transformadas se
sembraron en medio TSA suplementado con kanamicina a 100 mg/mL. El cultivo se
dej6 creciendo toda la noche a 37°C para realizar la seleccion de colonias

transformantes al dia siguiente.
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b Analisis de transformantes

Se llevo a cabo la seleccion de colonias transformadas una vez que se observé
crecimiento en las placas Petri, tomando algunas colonias al azar con un asa
bacteriologica de siembra y se cultivaron en 5 mL de medio SOB suplementado con
kanamicina (100 mg/mL) durante toda la noche. Posteriormente, se obtuvo la biomasa
centrifugando el cultivo a 14,000 rpm durante 5 min. Se realizé la extraccién del ADN
recombinante mediante el protocolo de extraccion de ADN plasmidico por lisis alcalina
(Birnboim 1983). La biomasa se resuspendio en 200 uL de solucién | fria [Glucosa 50
mM, EDTA 10 Mm, Tris 25 mM (pH 8)] mediante vértex y se transfirié a un tubo de 1.5
mL libre de nucleasas. Se adicionaron 400 uL de solucion Il (NaOH 0.1 M, SDS 1%),
se homogenizo6 siete veces por inversion y se dejo incubando 5 min a temperatura
ambiente, posteriormente se agregaron 300 pL de solucion lll fria para la neutralizacion
[Acetato de potasio 3 M-acido acético (pH 4.8)], la mezcla se homogeneizé y se incubd
a temperatura ambiente por 5 min. Se centrifugd a 14,000 rpm durante 5 min y el
sobrenadante se transfirio a un tubo nuevo y se afadieron 600 ul de isopropanol, se
mezcld y se dejoé reposando por 2 min a temperatura ambiente. Se centrifugé a 14,000
rpm durante 10 min y se decanto el sobrenadante, se realizaron 2 lavados con etanol
al 70% (v/v) centrifugando 10 min a 14,000 rpm y decantando el sobrenadante. Por
ultimo, se dejé secando la pastilla a temperatura ambiente, se resuspendié en agua
libre de nucleasas y se almaceno a -20°C. Se visualiz6 la calidad de la extraccion
mediante un gel de agarosa al 1% y se compardé el tamaino molecular del plasmido. A
partir del ADN plasmidico se llevé a cabo una digestién con la enzima de restriccion

Bgtl usando la metodologia del fabricante (Fisher Scientific, Waltham, MA USA). Se
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visualizaron los productos de la digestion en geles de agarosa al 1.5% y se analizaron

los pesos moleculares para confirmar la correcta transformacion.

c Expresion, purificaciéon y actividad de la proteina recombinante

La expresidon de pET-29a(+)-Ae1 se realizo transfiriendo 500 L del cultivo de E.
coli BL21 transformada. El cultivd se propagé toda la noche a 37 °C, posteriormente
se transfirio 1 mL a 100 mL de medio SOB suplementado con 100 pg/mL de
kanamicina y se incubd a temperatura ambiente con movimiento constante. Se
monitored la densidad optica hasta que esta alcanzé un valor de 0.4-0.6. Se
adicionaron 230 pL de isopropil-B-D-1 tiogalactopiranésido (IPTG) para la induccion de
la expresion recombinante y la obtencion de una concentracion final de 1 mM de IPTG
en el medio. El cultivo se mantuvo en agitaciéon constante por 7 horas. La biomasa
obtenida fue almacenada a -20 °C hasta su procesamiento. Para la extraccién de las
proteinas se llevo a cabo la solubilizacion de los cuerpos de inclusion para lo cual las
biomasas recolectadas se resuspendieron en 1 mL de buffer de extraccién pH 8 [buffer
PBS (NasPO4 50 mM, NaCl 30 mM), 1% de NaCl, inhibidores de proteasas (PMSF 100
mM, Bestatin 2 mM, E-64 0.3 mM) y lisozima 1%], la mezcla se sonico [3s, intensidad
3, amplitud 20, pulsos 2] y se centrifugd a 14000 g por 10 min a 4 °C, se tomé el
sobrenadante y se mezcl6 con cloruro de guanidinio 5M y se purificd por cromatografia
de afinidad utilizando una columna quelante HiTrapTM HP (GE Healthcare, Chicago,
IL, EE. UU) usando la metodologia descrita por el fabricante. Para visualizar la proteina
purificada se separé por SDS-PAGE en geles de poliacrilamida al 10%. Posteriormente
la proteina en el gel se transfiri6 a una membrana de nitrocelulosa (Hybond™-ECL™

Amersham Bioscience, Reino Unido). La membrana se bloque6 con leche descremada
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al 5% (Svelty, Nestle®) y se incubé con un anticuerpo anti-His 6X (Sigma,
SAB4301134), seguido de IgG de cabra anti-conejo conjugada con HRP (Sigma) como
anticuerpo secundario. La actividad de las enzimas SBEIlIb recombinantes se
determin6 como se describio previamente para el endospermo (Lee y col 2014) usando

80 ug del extracto purificado.

12 Analisis estadistico

Las evaluaciones se realizaron por triplicado y los resultados de las caracteristicas
evaluadas se analizaron mediante un ANOVA unifactorial completamente al azar,
tomando como factor la linea de maiz utilizada y como variables de respuesta la
composicion de almidén, las propiedades térmicas, distribucion de longitud de cadenas
ramificadas de amilopectina, la expresion de genes de sintesis de almidon, asi como
las actividades enzimaticas. Se realizaron comparaciones de medias mediante la
prueba de Fisher (LSD) con un a=0.05. Se utiliz6 una prueba t-student para la
comparacion del promedio de longitud de ramificaciones de amilopectina entre lineas
vitreas y opacas. Todos los analisis se realizaron con el programa STATGRAPHICS

Centuridn version 15.2.06 (Stat Point Technologies, Inc. Warrenton, VA, USA).
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VIIl RESULTADOS Y DISCUSION
A COMPOSICION, PROPIEDADES TERMICAS Y DISTRIBUCION DE LONGITUD
DE CADENAS DE AMILOPECTINA DEL ALMIDON EN LINEAS DE MAIZ QPM

CONTRASTANTES EN VITROSIDAD

1 Contenido y composicion del almidén

El contenido de almiddn total y sus componentes en el endospermo en desarrollo
(28 DDP) de las lineas de maiz QPM se muestran en el Cuadro 9. El contenido de
almidon varié de 50.8 a 53 g/100 g de harina, siendo la linea 21 con endospermo vitreo
la que presento el valor mas bajo y la opaca 73 la que mostré el valor mas alto. En el
caso de las lineas parentales no se observaron diferencias significativas en el
contenido de almidon, lo que corresponde con lo observado por Vega-Alvarez y col
(2022) en las mismas lineas a 30 DDP y por Pereira y col (2008) al comparar la mutante
opaco-2 y una linea de maiz QPM a 30 DDP. Sin embargo, las RIL opacas mostraron
valores significativamente mas altos que las lineas vitreas (Cuadro 9).

Estos resultados sugieren que las RIL opacas presentan un estado de desarrollo
mas avanzado que las vitreas a los 28 DDP y por ende una mayor acumulacion de
almidon. Sin embargo, después de los 30 DDP normalmente no se observan
diferencias en el contenido de almiddén entre lineas opacas y vitreas (Vega-Alvarez y
col 2022). Este comportamiento también fue observado por Juarez-Garcia y col (2013)
al comparar maices con endospermo vitreo y harinoso a los 20 y 50 DDP. Otros
autores han reportado un mayor contenido de almidéon en maices con endospermo
harinoso (Dombrink-Kurtzman y Knutson 1997; Zhang y Xu 2019), pero esta

asociacion no es clara al menos en maices QPM.
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Cuadro 9. Contenido y composicion de almidon de endospermo en desarrollo (28

DDP) de lineas de maiz QPM contrastantes en vitrosidad.

Linea de maiz

Almidon

(9/100 g harina)

(9/100 g almidon)

Amilosa

Amilopectina

(9/100 g almidon)

K0326Y-QPM (V)  52.2 £ 0.3% 20.6 + 0.4%° 79.4 £ 0.4%
W64A02 (O) 52.8 + 0.4 18.3 + 0.4¢ 81.7 £ 0.4
21 (V) 50.8 + 0.2° 22.4 £ 0.3 77.6 +0.3°

305 (V) 51.5 + 0.2 21.1+0.7° 78.9 +0.7¢

346 (V) 51.3 + 0.5% 19.7 + 0.6° 80.3 + 0.6°

55 (O) 52.6 + 0.4% 16.2+0.9° 83.4 + 0.9

73 (0) 53.0 + 0.9° 16.5 + 0.4° 83.5 + 0.4

123 (O) 52.9 + 0.3% 16.9 + 0.5° 83.1 £ 0.5

V: Muestras vitreas con el genotipo correspondiente a K0326Y-QPM; O: Muestras
opacas con el genotipo correspondiente a W64Ao02. Letras diferentes en una misma
columna indican diferencias significativas (p < 0.05) entre las medias de acuerdo con

la prueba de Fisher.
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En cuanto a la composicion del almidon, el contenido de amilosa varié de 16.2 a
22.4 g/100 g de almidon, siendo la linea vitrea 21 la que present6 el valor mas alto
mientras que las tres lineas opacas mostraron los valores mas bajos. El contenido de
amilopectina se obtuvo restando del almiddn total el contenido de amilosa (77.6-83.5
g/100 g de almidon), por lo que la linea vitrea 21 present6 el menor valor y las lineas
opacas los valores mas altos de este polisacarido ramificado.

Los resultados obtenidos en este estudio coinciden con lo reportado por Vega-
Alvarez y col (2022) quienes también reportaron mayor contenido de amilosa en lineas
vitreas QPM a 30 DDP. Estos resultados también corresponden con lo reportado en
grano maduro por Salazar-Salas y col (2014), quienes observaron una mayor
proporcion de amilosa en las lineas vitreas, lo cual se asocié con almidon menos
cristalino y granulos mas compactos con formas angulares. En otro estudio realizado
por Xu y col (2019) también se mostré un mayor contenido de amilosa y almidon
menos cristalino en el endospermo vitreo de granos maduros de cinco lineas
endogamicas de maiz normal, lo que indica un papel importante de la amilosa en la
formacion del fenotipo vitreo. Estos estudios respaldan la relacion entre un mayor
contenido de amilosa y la vitrosidad del endospermo, lo que a su vez concuerda con
los hallazgos de Robutti y col (2000) quienes reportaron una correlacidn positiva entre

el contenido de amilosa y la dureza del grano.

2 Propiedades térmicas del almidén
Las propiedades térmicas del almidon en lineas QPM a 28 DDP se muestran en el
Cuadro 10. La temperatura pico de gelatinizacion (Tp) presentd un rango estrecho de

69.5-70.8 °C. Se ha reportado que dicho parametro es importante para determinar
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Cuadro 10. Propiedades térmicas del almidén de endospermo en desarrollo de lineas

de maiz QPM contrastantes en vitrosidad.

Linea de maiz P A R e
(°C) (J/9) (%) (g/g almidoén)

K0326Y-QPM (V) 70.6+£0.23> 9.7 + 0.44 46.3 £ 3.9° 13.6 £ 0.4
W64A02 (O) 69.9+0.2¢ 123+0.32 33.4+2.1° 14.7 £ 0.5%°
21 (V) 69.9 £ 0.1° 6.5+0.2f 59.9 + 1.32 13.5 £ 0.2

305 (V) 70.8 £ 0.42 6.9+0.2f 453 £ 0.6° 12.9 £ 0.4%

346 (V) 69.5 £ 0.1¢ 7.9+0.5° 46.5 + 0.9° 12.5+0.2°

55 (O) 69.9+0.1¢ 11.3+0.2° 33.6+1.1° 14.7 £ 0.3°

73 (0) 69.9+0.5° 10.9+0.5>° 32.3+4.2° 15.3+0.32

123 (O) 70.3+0.1° 10.6+0.2° 30.3+3.1° 15.2 £ 0.6%°

V: Muestras vitreas con el genotipo correspondiente a K0326Y-QPM; O: Muestras
opacas con genotipo correspondiente a WG64Ao2. Tp: Temperatura pico de
gelatinizacion; AHg: Entalpia de gelatinizacion; R: Retrogradacion; GH: Grado de
indican diferencias

hinchamiento. Letras diferentes en una misma columna

significativas (P<0.05) entre las medias de acuerdo con la prueba de Fisher.
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las variables de cocimiento, ya que maices con mayor Tp se podrian utilizar para
elaborar productos que requieran altas temperaturas durante su procesamiento
(Raguzzoni y col 2013). La entalpia de gelatinizacion mostré un rango de 6.5-12.3 J/g,
siendo la linea vitrea 21 la que obtuvo el menor valor y la linea parental opaca W64A02
la que presento el valor mas alto. En general, las lineas opacas presentaron valores
significativamente superiores a las lineas vitreas, lo cual corresponde con el mayor
contenido de amilopectina de estas lineas (Cuadro 9). La entalpia de gelatinizacion se
ha empleado como una medida general de la cristalinidad (tanto en calidad como en
cantidad de cristales) y como un indicador de la pérdida de orden molecular en el
granulo. Este proceso implica la disociacion de las dobles hélices que constituyen la
estructura cristalina de la amilopectina cuando hay un exceso de agua presente (Tester
y Morrison 1990; Cooke y Gidley 1992). Lo anterior podria explicar la mayor energia
registrada en las lineas con mayor contenido de amilopectina (Cuadro 9) y la
correlacion positiva observada entre estas propiedades (r = 0.81, p < 0.001).
Resultados similares también fueron observados por Salazar-Salas y col (2014) y Wu

y col (2015) en el endospermo maduro de maiz.

La retrogradacion es un indicador del re-arreglo estructural de las moléculas de
almidon en un tiempo determinado. Se obtuvo un rango de 30.3-59.9 % y de manera
general las lineas vitreas presentaron valores significativamente superiores respecto
a las lineas opacas (Cuadro 10). La retrogradacion se atribuye principalmente a la
amilosa como resultado de la interaccién de sus cadenas lineales mediante puentes
de hidrogeno, lo cual forma una malla que crece o aumenta de espesor conforme

avanza el tiempo de almacenamiento (Chung y Liu 2009; Yu y col 2009), por lo que a
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mayor contenido de amilosa mayor retrogradacion, lo que concuerda con lo observado
en el presente estudio ya que las lineas vitreas presentaron mayor contenido de
amilosa y porcentaje de retrogradacion, observandose una correlacion positiva entre
estos dos parametros (r = 0.89, p<0.001). Este comportamiento también fue observado
por Juarez-Garcia y col (2013) al reportar un mayor porcentaje de retrogradacion en
un maiz vitreo con respecto a un maiz harinoso.

En cuanto al parametro de grado de hinchamiento, este permite estimar la
capacidad de retencién de agua del almidén gelatinizado. El rango obtenido para este
parametro fue de 12.5-15.3 g/g almidoén, siendo las lineas opacas las que mostraron
valores superiores con respecto a las vitreas, lo cual se asocié con una correlacion
negativa con el contenido de amilosa (r = -0.738, p<0.001). Esto concuerda con el
hecho de que la distribucion asimétrica de la amilopectina en los granulos de almidon
favorece la entrada de agua, mientras que la amilosa actua como diluyente o puede

formar complejos con lipidos que evitan el hinchamiento (Tester y Morrison 1990).

3 Distribucion de la longitud de ramificaciones de amilopectina

La distribucion de cadenas de amilopectina se refiere a la organizacion y longitud
de las cadenas ramificadas de este polisacarido. Esta se mide por medio de los grados
de polimerizacion (GP) de tal manera que las cadenas se clasifican como cortas
(GP<12), cortas-intermedias (GP 13-24), intermedia-largas (GP 25-36) y largas
(GP=37). Los resultados obtenidos se muestran en el Cuadro 11. Las lineas parentales
K0326Y QPM y W64A02 no mostraron diferencias significativas. Sin embargo, los

almidones de las RIL opacas mostraron en general una mayor proporcion de cadenas
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Cuadro 11. Distribucion de la longitud de ramificaciones de la amilopectina de
almidones de endospermos en desarrollo (28 DDP) de lineas de maiz QPM

contrastantes en vitrosidad.

Linea de Maiz  GP (6-12) GP (13-24) GP (25-36) GP237 CL

K0326Y-QPM (V) 25.154 52.132 15.392b 7.332 19.30
21 (V) 25.514 52.05° 15.492b 6.18° 19.15

305 (V) 27.80° 52.182 13.91¢ 6.14° 18.62

346 (V) 28.70Pc 50.14bc 14.,94bc 6.26° 18.69
Media vitreas 26.788 51.62A 14.93A 6.47A  18.94
WG64A02 (O) 25.36¢ 51.06% 16.27° 7.30°2 19.50
55 (0) 30.902 48.87°¢ 13.89¢ 6.32° 18.45

73 (0O) 30.002° 48.92¢ 13.90° 7172 18.68

123 (O) 29.672° 49.50b° 14.14° 6.68% 18.66
Media opacas 28.984 49.597 14.55A 6.874  18.80

DP= grado de polimerizacion; CL= longitud promedio de cadena. Letras minusculas
diferentes en una columna indican diferencias entre las lineas de maiz (P < 0.05).
Letras mayusculas diferentes entre los valores promedio de lineas vitreas y opacas en

la ultima fila indican diferencias significativas de acuerdo con la prueba t (p < 0.05).
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cortas (GP 6-12) con respecto a las vitreas. Por otro lado, la proporcién de cadenas
cortas-intermedias (GP 13-24) fue ligeramente mayor en la mayoria de las RIL vitreas,
mostrando una asociacion positiva con el contenido de amilosa (r= 0.781, p<0.001) y
lo opuesto con la entalpia de gelatinizacion (r= -0.491, p<0.01). Estos resultados
coinciden con estudios previos que indican una mayor proporcion de cadenas cortas-
intermedias en muestras de almidén de endospermo maduro de lineas vitreas QPM,
las cuales también mostraron menor cristalinidad (Salazar-Salas y col 2014). También
concuerdan con lo observado en muestras de almidon de maiz de alto contenido de
amilosa (Han y col 2022). Las lineas opacas presentaron mayor proporcion de
amilopectina lo cual se relacioné con un mayor numero de cadenas cortas (GP 6-12),
tendencia similar a la observada por Zhang y col (2024) quienes reportaron una mayor

proporcion de cadenas cortas (GP 6-12) en lineas de maiz ceroso.

B ACUMULACION DE PROTEINAS ASOCIADAS AL GRANULO DE ALMIDON

(PAG) EN LINEAS DE MAIZ QPM CONTRASTANTES EN VITROSIDAD

La separacion por electroforesis de las proteinas asociadas al granulo (PAG) en
endospermo en desarrollo (28 DDP) se muestra en la Figura 7. Los patrones
electroforéticos son similares a los reportados por Sidebottom y col (1998) y por
Juarez-Garcia y col (2013) al analizar endospermos de maiz en distintos estados de
desarrollo. La proteina mas abundante presentd un peso molecular de alrededor de 55
kDa y corresponde a la enzima almidén sintasa unida al granulo | (GBSSI), la cual es

responsable de la sintesis de amilosa. Pesos moleculares similares fueron reportados
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Figura 7. Andlisis electroforético de proteinas asociadas al granulo de almidén en
endospermo en desarrollo (28 DDP) de lineas de maiz QPM contrastantes en
vitrosidad. (A) Separacion por SDS-PAGE. Los tamafios moleculares de marcadores
pretefidos se indican a la izquierda y la identidad de las proteinas se indica a la
derecha. GBSSI, Almidén sintasa unida al granulo |; SSI, Almidén sintasa I; SSlla,
Almidén sintasa lla; SBEIIb, Enzima ramificadora de almidén Ilb; SHI, Sacarosa
sintasa |; PPDK2, Piruvato fosfato dicinasa 2. (B) Analisis densitométrico de GBBSI.

Letras diferentes indican diferencias significativas segun la prueba de Fisher (p < 0.05).
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para esta enzima en cebada, arroz y maiz (Borén y col 2004; Umemoto y Aoki 2005;
Vega-Alvarez y col 2022). La acumulacion de GBSSI fue mayor en el parental vitreo
K0326Y-QPM comparado con el opaco W64A02 y este mismo comportamiento fue
observado en las RIL, teniendo mayor acumulacién de GBSSI en las lineas vitreas, lo
cual corresponde a su vez con los mayores contenidos de amilosa obtenidos en estas
mismas lineas. Resultados similares fueron obtenidos por Vega-Alvarez y col (2022)
en endospermo en desarrollo (30 DDP) y por Salazar-Salas y col (2014) en
endospermo maduro de lineas de maiz QPM, quienes reportaron una acumulacion
significativamente mayor de GBSSI en endospermo de las lineas vitreas con respecto

a las opacas.

Las otras proteinas presentes fueron identificadas por Vega-Alvarez y col (2022)
como almidoén sintasa | (SSI), almidén sintasa lla (SSlla), enzima ramificadora de
almidon llb (SBEIIb), sacarosa sintasa 1 (SH1) y piruvato fosfato dicinasa 2 (PPDK2)
(Figura 7), las cuales corresponden a enzimas involucradas en la biosintesis de
amilopectina y en el metabolismo de carbohidratos.

Investigaciones sobre amiloplastos en el endospermo de maiz indican que las
enzimas interactian formando complejos que establecen la estructura de la
amilopectina. Se ha propuesto que un complejo trimérico que incluye SSI, SSlla y
SBEIlIb participa en la formacién de clusters de amilopectina de tamafo pequefio a
intermedio en la superficie del granulo (Liu y col 2009). Sin embargo, la escasa
acumulacion de estas isoformas observada en este estudio limitd el analisis
densitométrico para detectar variaciones entre las muestras contrastantes. En cuanto

a las enzimas PPDK2 y SH1, no se sabe con certeza como impactarian en el
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endospermo en QPM. No obstante, Lappe y col (2018) realizaron un estudio donde
midieron la expresion de los genes de PPDK para observar su funcion en el desarrollo
del endospermo de maiz, observando que un fenotipo opaco de maiz tenia baja
presencia de PPDK lo que relacionaron con una pérdida de caracteristicas de un
endospermo vitreo, por lo que los autores sugieren que PPDK modula el metabolismo
del endospermo, potencialmente a través de ajustes reversibles en la carga energética,
y revelan que las mutaciones 02 pueden afectar el fenotipo opaco mediante la

regulacion de PPDK.

C EXPRESION DE GENES DE SINTESIS DE ALMIDON EN LINEAS DE MAIZ QPM
CONTRASTANTES EN VITROSIDAD

Se investigaron las bases moleculares de la variacion en las propiedades del
almidon midiendo la expresion de cuatro genes relacionados con la biosintesis de este
polisacarido (Bt2, Wx1, Ael y Zpul) en K0326Y-QPM, W64Ao02 y seis RIL
contrastantes en vitrosidad. Se eligieron granos en una etapa intermedia-avanzada de
desarrollo del endospermo (28 DDP) porque los niveles de expresion y las propiedades
del almidén pueden mostrar una mejor asociacidon con el fenotipo vitreo del

endospermo en estado maduro.

1 Bt2

El gen Bt2 codifica la subunidad pequeia de la enzima ADP-glucosa pirofosforilasa
cuya actividad catalitica es clave en la biosintesis del almidon (Giroux y Hannah 1994).
Los niveles de expresion de este gen no fueron significativamente diferentes entre las

lineas parentales (Figura 8), lo cual corresponde con los valores obtenidos para el
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Figura 8. Expresién relativa del gen Bt2 en endospermo en desarrollo (28 DDP) de
lineas de maiz QPM contrastantes en vitrosidad. Se utilizé como referencia el gen que
codifica la proteina relacionada con el retinoblastoma-1 (RRB1). Los valores de
expresion son relativos a los de la linea K0326Y-QPM. Letras diferentes indican

diferencias significativas segun la prueba de Fisher (p < 0.05).
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contenido de almiddn de estas lineas (Cuadro 9) y lo observado previamente por Vega-
Alvarez y col (2022) a los 30 DDP en las mismas lineas.

De manera general no se pudo observar diferencia significativa entre las RIL con
excepcion de la linea 73, la cual también mostré los mayores valores de almidén
(Cuadro 9). Se ha observado que un aumento en el nivel de transcritos de Bt2 se
asocia con un incremento significativo en el contenido de almidén, por lo tanto la
sobreexpresidén de este gen podria favorecer el flujo de carbono hacia la biosintesis
del almidén (Jia y col 2013). Esto se pudo observar en el presente estudio ya que las

lineas con mayor expresion también mostraron mayor contenido de almidon.

2 Wx1

El gen Wx1 codifica para la enzima almidon sintasa unida al granulo (GBSSI), la
cual es responsable de la sintesis de amilosa (Denyer y col 2001). La expresién de
este gen fue casi dos veces mayor en las lineas vitreas con respecto a las lineas
opacas (Figura 9). La linea vitrea 21 presentd los mayores valores de expresion,
mientras que la linea opaca 55 mostré los menores valores. La mayor expresion de
Wx1 en las lineas vitreas se asocioé con una mayor acumulacion de amilosa en estas
lineas (Cuadro 9), lo cual se reflej6 en una alta correlacion entre estas dos
caracteristicas (r=0.85, p=0.001). Resultados similares fueron observados por Zhong
y col (2020) quienes también reportaron mayor expresiéon de Wx17 en lineas de maiz
con alto contenido de amilosa respecto a lineas normales. Vega-Alvarez y col (2022)
también observaron niveles de expresion mas altos de Wx71 en endospermos en
desarrollo (30 DDP) de lineas vitreas con respecto a las opacas. Estos resultados

sugieren que la mayor expresion de este gen favorece la produccion de granulos de
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Figura 9. Expresion relativa del gen Wx7 (GBSSI) en endospermos en desarrollo (28
DDP) de lineas de maiz QPM contrastantes en vitrosidad. Se utilizé como referencia
el gen que codifica la proteina relacionada con el retinoblastoma-1 (RRB1). Los valores

de expresion son relativos a los de la linea KO326Y-QPM. Letras diferentes indican
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diferencias significativas segun la prueba de Fisher (p < 0.05).
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almidoén con una mayor proporcién de amilosa y regiones amorfas que facilitan su

compactacion y la formacion del fenotipo vitreo en QPM (Salazar-Salas y col 2014).

3 Ae1

El gen Ae1 codifica para la enzima ramificadora de almidén llb (SBEIIb), la cual genera
enlaces de ramificacion a-1,6 durante la sintesis de amilopectina (Tetlow y Emes
2014). En general, el parental W64A02 y las RIL opacas mostraron los mayores
valores de expresion de este gen con respecto a las lineas vitreas (Figura 10), siendo
la linea opaca 55 la que obtuvo el mayor valor y la linea vitrea 346 la que presento la
menor expresion. Los mayores valores de expresion obtenidos en las lineas opacas
concuerdan con una menor acumulacion de amilosa y una mayor acumulacion de
amilopectina en dichas lineas (Cuadro 9). Una tendencia similar fue reportada por Jia
y col (2013) quienes encontraron una mayor expresion del gen que codifica para
SBEIIb en W64A02 con respecto a su contraparte normal W64A+ a los 22 DDP. Los
autores sugieren que la mayor expresion de SBEIIb en W64Ao02 podria favorecer la
produccion de granulos de almiddn con mayores regiones cristalinas, lo cual podria

explicar el fenotipo opaco caracteristico de esta mutante.
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Figura 10. Expresion relativa del gen Ae7 (SBEIIb) en endospermos en desarrollo (28
DDP) de lineas de maiz QPM contrastantes en vitrosidad. Se utilizé como referencia
el gen que codifica la proteina relacionada con el retinoblastoma-1 (RRB1). Los valores
de expresion son relativos a los de la linea KO326Y-QPM. Letras diferentes indican

diferencias significativas segun la prueba de Fisher (p < 0.05).
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4 Zpu1

El gen Zpu1 codifica para una enzima desramificadora del almidon tipo pululanasa
y su expresion fue dos veces mayor en K0326Y-QPM con respecto a W64Ao2 (Figura
11). Este valor es similar al observado por Vega-Alvarez y col (2022) al analizar lineas
de maiz a 30 DDP, mientras que en las RIL los valores de expresion fueron en general
mayores en las lineas vitreas que en las lineas opacas. Estos resultados corresponden
con la correlacién encontrada previamente entre la actividad de la pululanasa y el
fenotipo vitreo (Wu y col 2015), lo que sugiere que la pululanasa también tiene un

impacto positivo en la modificacion del endospermo vitreo en QPM.

D ACTIVIDAD DE ENZIMAS DE BIOSINTESIS DE ALMIDON EN EL ENDOSPERMO

DE LINEAS DE MAiZ QPM CONTRASTANTES EN VITROSIDAD

La variabilidad observada en las propiedades fisicoquimicas de los granulos de
almidon en las lineas estudiadas sugiere un papel importante de esta macromolécula
en la modificacion de la dureza del endospermo en maiz QPM. Esta variabilidad puede
deberse a cambios en la actividad de las enzimas clave en la biosintesis de almidon,
por lo que se analizé la actividad de cuatro de ellas (AGPasa, GBSS, SBE y PUL) en

endospermo en desarrollo (28 DDP) en lineas contrastantes en vitrosidad.
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Figura 11. Expresion relativa del gen Zpu1 (Pululanasa) en endospermos en desarrollo
(28 DDP) de lineas de maiz QPM contrastantes en vitrosidad. Se utilizé como
referencia el gen que codifica la proteina relacionada con el retinoblastoma-1 (RRB1).
Los valores de expresion son relativos a los de la linea KO326Y-QPM. Letras diferentes

indican diferencias significativas segun la prueba de Fisher (p < 0.05).
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1 ADP-glucosa pirofosforilasa (AGPasa)

La ADP-glucosa pirofosforilasa (AGPasa) es una enzima clave en la biosintesis de
almidon ya que cataliza la formacion del sustrato ADP-glucosa a partir de glucosa 1-
fosfato y ATP. Los valores de actividad variaron entre 217.5 y 258.8 U/g pf (Figura 12).
La actividad de esta enzima no fue significativamente diferente entre los parentales
W64A02 y K0326Y-QPM, aunque las RIL opacas en general mostraron valores de
actividad mas altos que las lineas vitreas. Estos resultados coinciden con los mayores
contenidos de almidén observados en las lineas opacas con respecto a las vitreas
(Cuadro 9). Estudios realizado en otros cereales como trigo (Dai 2010) y en lineas de
maiz de alto contenido de almiddn reportan una correlacion positiva entre la actividad
de AGPasa y el contenido de almidon (Zhang y col 2008). Dicha relacién pudo
observarse en el presente estudio ya que las lineas con mayor actividad también

presentaron los mayores contenidos de almidon.

2 Almidoén sintasa unida al granulo de almidén (GBSS)

La enzima GBSS es responsable de la sintesis de amilosa y esta fuertemente
unida a los granulos de almidon donde polimeriza glucosa mediante enlaces a-(1,4).
La linea vitrea 21 present6 el mayor valor de actividad (2.1 U/ gpf), mientras que la
linea opaca 73 presentd el menor valor (0.94 U/g pf) (Figura 13). En general, las lineas
vitreas mostraron una mayor actividad de GBSS en comparacion con las lineas
opacas, lo cual corresponde con la mayor expresion del gen Wx1 (Figura 9) y la mayor
acumulacion de la enzima (Figura 7) observada en las lineas vitreas. La actividad de
GBSS también mostré una correlacion positiva con el contenido de amilosa (r= 0.678,

p<0.001), lo que corresponde con lo reportado previamente por Zhang y col (2008).
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Figura 12. Actividad de la enzima AGPasa en endospermos en desarrollo (28 DDP)
de lineas de maiz QPM contrastantes en vitrosidad. Letras diferentes indican

diferencias significativas segun la prueba de Fisher (p < 0.05).
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Figura 13. Actividad de la enzima GBSS en endospermos en desarrollo (28 DDP) de
lineas de maiz QPM contrastantes en vitrosidad. Letras diferentes indican diferencias

significativas segun la prueba de Fisher (p < 0.05).
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Resultados similares fueron reportados por Sidebottom y col (1998) al analizar lineas
de maiz de bajo contenido de amilopectina; los autores observaron que estas lineas
mostraron una mayor actividad de GBSS con respecto a maices normales, lo que
atribuyeron a una compensaciéon de la baja cantidad de amilopectina con amilosa y
una mayor acumulacion de la enzima GBSS, correspondiente con lo observado en el
presente trabajo. En otro estudio realizado por Zhang y col (2007) reportaron una
correlacion significativa entre las tasas de acumulacion de amilosa y la actividad
enzimatica de GBSS en lineas de maiz a 30 DDP, concluyendo que GBSS juega un
papel muy importante en la regulacion de la sintesis de amilosa. Asi, la mayor actividad
de GBSS durante el desarrollo del endospermo en las lineas vitreas QPM contribuye
a la sintesis de granulos de almidén con una mayor proporcion de amilosa y regiones
amorfas que favorecen su compactacion e interaccion con cuerpos proteinicos,

resultando en el fenotipo vitreo del endospermo maduro (Salazar-Salas y col 2014).

3 Enzima ramificadora de almidén (SBE)

La enzima ramificadora del almidon (SBE) es la responsable de la formacion de
los puntos de ramificacion a-(1,6) durante la biosintesis de amilopectina. El rango de
valores de actividad de esta enzima en las lineas fue 51.1-105.1 U/g pf (Figura 14). La
linea parental W64A02 y las RIL opacas mostraron una mayor actividad de SBE con
respecto a las lineas vitreas, lo cual coincide con la correlacion positiva observada
entre la actividad de esta enzima y el contenido de amilopectina (r= 0.683, p=0.001).
Este resultado es similar al obtenido por Zhang y col (2007) quienes reportaron una

asociacion directa entre estos caracteres en maiz.
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Figura 14. Actividad de la enzima SBE en endospermos en desarrollo (28 DDP) de
lineas de maiz QPM contrastantes en vitrosidad. Letras diferentes indican diferencias

significativas segun la prueba de Fisher (p < 0.05).
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La principal isoforma de SBE en el endospermo de maiz es SBEIIb y la deficiencia
de esta isoforma conduce a una menor proporcién de cadenas cortas de amilopectina
(DP<12) (Tetlow y Emes 2014). Ademas, las mutaciones en esta enzima reducen la
sintesis de almidon, el cual posee un alto contenido de amilosa mientras que la
amilopectina posee una mayor proporcion de cadenas internas largas y una menor
proporcion de ramificaciones cortas lo que conduce a granulos de almidén alargados
y mas pequefios asociados con una mayor resistencia a la gelatinizacion y la hidrélisis
(Zhong y col 2020; Han y col 2022). Las lineas parentales K0326Y-QPM y W64A02 no
mostraron diferencias significativas en el patrén de ramificaciones de amilopectina,
pero en general los almidones de las lineas opacas mostraron una mayor proporcion
de cadenas cortas (GP 6-12) (Cuadro 11), cuyos valores mostraron una correlacion
positiva con la actividad de SBE (r = 0.407, p < 0.05). Ademas, las lineas opacas
también presentaron los mayores valores de expresion del gen Ae7 (Figura 10) que
codifica para la enzima SBEIIb.

Se ha sugerido que SBEIIb forma complejos con las sintasas solubles de almidon
SSly SSlla que modulan la estructura fina de la amilopectina mediante el ensamblaje
de racimos de tamafo pequefo a intermedio (Liu y col 2009). Por lo tanto, SBEIIb
también puede desempefiar un papel importante en la formacién del endospermo
vitreo mediante la sintesis de amilopectina menos cristalina que favorece la

compactacion de los granulos de almidon.

4 Enzima pululanasa (PUL)
La pululanasa pertenece al grupo de enzimas desramificadoras de almidon (DBE)

e hidroliza principalmente los enlaces a-(1,6) de la amilopectina y glucégeno. La
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actividad de esta enzima vari6 entre 1.6 y 5.5 U/g pf (Figura 15). Las lineas vitreas
presentaron en general los mayores valores de actividad en comparacién con las
lineas opacas, lo que correspondié con la mayor expresion del gen Zpu1 en estas
mismas lineas (Figura 11) y la correlacion positiva entre la actividad de esta enzima y
la vitrosidad (r=0.613, p<0.05) reportada por Wu y col (2015). Estos autores
propusieron que la actividad de pululanasa se ve afectada por SSIll y en conjunto

influyen en la vitrosidad del endospermo alterando la estructura de la amilopectina.

E VARIANTES ALELICAS DEL GEN Ae1 Y EVALUACION DE LA ACTIVIDAD

ENZIMATICA EN UN SISTEMA HETEROLOGO

1 Alineamiento de las secuencias de los alelos del gen Ae1

Se obtuvieron las secuencias completas de ADNc (2675 pb) del gen Aef de
K0326Y-QPM y W64A02, las cuales se ensamblaron a partir de cinco fragmentos de
RT-PCR superpuestos usando como secuencia base la de la linea de maiz B73 (acc.
AFW71659.1). El alineamiento de las secuencias mostré ocho polimorfismos de un
solo nucledtido (SNP; Figura 16): 1137 (T#A), 1138 (A#T), 1530 (T#A), 1531 (G#A),
1534 (C#£A), 1535 (T#A), 1551 (T#G) y 1578 (T#C). Cinco de estos SNP generaron
cambios en la secuencia codificada de aminoacidos para SBEIIb en las posiciones 379
His—GlIn, 380 Ser—Cys, 510 Phe—Leu, 511 Ala—>Thr y 512 Leu—Asn (Figura 17).
Estos aminoacidos estan cerca de otros ubicados en el sitio activo de la enzima,
Asp397, His402, Arg445, Asp447, Glu502, His569 y Asp570 (Abad y col 2002), los
cuales se encontraron correctamente conservados en las dos lineas parentales. Se ha

demostrado que la triada formada por Asp447, Glu502 y Asp570 esta implicada en la
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Figura 15. Actividad de la enzima pululanasa en endospermos en desarrollo (28 DDP)
de lineas de maiz QPM contrastantes en vitrosidad. Letras diferentes indican

diferencias significativas segun la prueba de Fisher (p < 0.05).
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1 30 60
K0326Y QPM ATGGCGTTCGCGGTTTCTGGGGCGGTGCTCGGTGGGGCCGTAAGGGCTCCCCGACTCACCGGCGGCGGGG

W64A02 ATGGCGTTCGCGGTTTCTGGGGCGGTGCTCGGTGGGGCCGTAAGGGCTCCCCGACTCACCGGCGGCGGGG
90 120
K0326Y QPM AGGGTAGTCTAGTCTTCCGGCACACCGGCCTCTTCTTAACTCGGGGTGCTCGAGTTGGATGTTCGGGGACGC
W64A02 AGGGTAGTCTAGTCTTCCGGCACACCGGCCTCTTCTTAACTCGGGGTGCTCGAGTTGGATGTTCGGGGACGC
150 180 210
K0326Y QPM ACGGGGCCATGCGCGCGGCGGCCGCGGCCAGGAAGGCGGTCATGGTTCCTGAGGGCGAGAATGATGGCCT
W64A02 ACGGGGCCATGCGCGCGGCGGCCGCGGCCAGGAAGGCGGTCATGGTTCCTGAGGGCGAGAATGATGGCCT
240 270
K0326Y QPM CGCATCAAGGGCTGACTCGGCTCAATTCCAGTCGGATGAACTGGAGGTACCAGACATTTCTGAAGAGACAACG
W64A02 CGCATCAAGGGCTGACTCGGCTCAATTCCAGTCGGATGAACTGGAGGTACCAGACATTTCTGAAGAGACAACG
300 330
K0326Y QPM TGCGGTGCTGGTGTGGCTGATGCTCAAGCCTTGAACAGAGTTCGAGTGGTCCCCCCACCAAGCGATGGACAA
W64A02 TGCGGTGCTGGTGTGGCTGATGCTCAAGCCTTGAACAGAGTTCGAGTGGTCCCCCCACCAAGCGATGGACAA
360 390 420
K0326Y QPM AAAATATTCCAGATTGACCCCATGTTGCAAGGCTATAAGTACCATCTTGAGTATCGGTACAGCCTCTATAGAAG
W64A02 AAAATATTCCAGATTGACCCCATGTTGCAAGGCTATAAGTACCATCTTGAGTATCGGTACAGCCTCTATAGAAG
450 480
K0326Y QPM AATCCGTTCAGACATTGATGAACATGAAGGAGGCTTGGAAGCCTTCTCCCGTAGTTATGAGAAGTTTGGATTTA
W64Ao02 AATCCGTTCAGACATTGATGAACATGAAGGAGGCTTGGAAGCCTTCTCCCGTAGTTATGAGAAGTTTGGATTTA
510 540 570
K0326Y QPM ATCGCAGCGCGGAAGGTATCACATATCGAGAATGGGCTCCTGGAGCATTTTCTGCAGCATTGGTGGGTGACTT
W64A02 ATCGCAGCGCGGAAGGTATCACATATCGAGAATGGGCTCCTGGAGCATTTTCTGCAGCATTGGTGGGTGACTT
600 630
K0326Y QPM CAACAACTGGGATCCAAATGCAGATCGTATGAGCAAAAATGAGTTTGGTGTTTGGGAAATTTTTCTGCCTAACA
W64A02 CAACAACTGGGATCCAAATGCAGATCGTATGAGCAAAAATGAGTTTGGTGTTTGGGAAATTTTTCTGCCTAACA
660 690 720
K0326Y QPM ATGCAGATGGTACATCACCTATTCCTCATGGATCTCGTGTAAAGGTGAGAATGGATACTCCATCAGGGATAAAG
W64A02 ATGCAGATGGTACATCACCTATTCCTCATGGATCTCGTGTAAAGGTGAGAATGGATACTCCATCAGGGATAAAG
750 780
K0326Y QPM GATTCAATTCCAGCCTGGATCAAGTACTCAGTGCAGGCCCCAGGAGAAATACCATATGATGGGATTTATTATGA
W64A02 GATTCAATTCCAGCCTGGATCAAGTACTCAGTGCAGGCCCCAGGAGAAATACCATATGATGGGATTTATTATGA
810 840 870
K0326Y QPM TCCTCCTGAAGAGGTAAAGTATGTGTTCAGGCATGCGCAACCTAAACGACCAAAATCATTGCGGATATATGAAA
W64A02 TCCTCCTGAAGAGGTAAAGTATGTGTTCAGGCATGCGCAACCTAAACGACCAAAATCATTGCGGATATATGAAA
900 930
K0326Y QPM CACATGTCGGAATGAGTAGCCCGGAACCGAAGATAAACACATATGTAAACTTTAGGGATGAAGTCCTCCCAAGA
W64A02 CACATGTCGGAATGAGTAGCCCGGAACCGAAGATAAACACATATGTAAACTTTAGGGATGAAGTCCTCCCAAGA
960 990 1020
K0326Y QPM ATAAAAAAACTTGGATACAATGCAGTGCAAATAATGGCAATCCAAGAGCACTCATATTATGGAAGCTTTGGATAC
W64A02 ATAAAAAAACTTGGATACAATGCAGTGCAAATAATGGCAATCCAAGAGCACTCATATTATGGAAGCTTTGGATAC
1050 1080
K0326Y QPM CATGTAACTAATTTTTTTGCGCCAAGTAGTCGTTTTGGTACCCCAGAAGATTTGAAGTCTTTGATTGATAGAGCA
W64A02 CATGTAACTAATTTTTTTGCGCCAAGTAGTCGTTTTGGTACCCCAGAAGATTTGAAGTCTTTGATTGATAGAGCA
1110 1140 1170
K0326Y QPM CATGAGCTTGGTTTGCTAGTTCTCATGGATGTGGTTCATAGTCATGCGTCAAGTAATACTCTGGATGGGTTGAA
W64A02 CATGAGCTTGGTTTGCTAGTTCTCATGGATGTGGTTCAATGTCATGCGTCAAGTAATACTCTGGATGGGTTGAA
1200 1230
K0326Y QPM TGGTTTTGATGGTACAGATACACATTACTTTCACAGTGGTCCACGTGGCCATCACTGGATGTGGGATTCTCGCC
W64A02 TGGTTTTGATGGTACAGATACACATTACTTTCACAGTGGTCCACGTGGCCATCACTGGATGTGGGATTCTCGCC
1260 1290 1320
K0326Y QPM TATTTAACTATGGGAACTGGGAAGTTTTAAGATTTCTTCTCTCCAATGCTAGATGGTGGCTCGAGGAATATAAGT
W64A02 TATTTAACTATGGGAACTGGGAAGTTTTAAGATTTCTTCTCTCCAATGCTAGATGGTGGCTCGAGGAATATAAGT
1350 1380
K0326Y QPM TTGATGGTTTCCGTTTTGATGGTGTGACCTCCATGATGTACACTCACCACGGATTACAAGTAACATTTACGGGG
W64A02 TTGATGGTTTCCGTTTTGATGGTGTGACCTCCATGATGTACACTCACCACGGATTACAAGTAACATTTACGGGG
1410 1440 1470
K0326Y QPM AACTTCAATGAGTATTTTGGCTTTGCCACCGATGTAGATGCAGTGGTTTACTTGATGCTGGTAAATGATCTAATT
W64A02 AACTTCAATGAGTATTTTGGCTTTGCCACCGATGTAGATGCAGTGGTTTACTTGATGCTGGTAAATGATCTAATT

Figura 16. Alineamiento multiple de las secuencias completas de nucledtidos de la
region codificante de Ae1? en las lineas KO326Y-QPM y W64Ao02. Las diferencias de

nucledtidos con fondo gris representan polimorfismos de un solo nucledétido (SNP).
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1500 1530
CATGGACTTTATCCTGAGGCTGTAACCATTGGTGAAGATGTTAGTGGAATGCCTACATTTGCCCTTCCTGTTCA
CATGGACTTTATCCTGAGGCTGTAACCATTGGTGAAGATGTTAGTGGAATGCCTACATTAACCAATCCTGTTCA

1560 1590
CGATGGTGGGGTAGGTTTTGACTATCGGATGCATATGGCTGTGGCTGACAAATGGATTGACCTTCTCAAGCAA
CGATGGGGGGGTAGGTTTTGACTATCGGATGCACATGGCTGTGGCTGACAAATGGATTGACCTTCTCAAGCAA

1620 1650 1680
AGTGATGAAACTTGGAAGATGGGTGATATTGTGCACACACTGACAAATAGGAGGTGGTTAGAGAAGTGTGTAA
AGTGATGAAACTTGGAAGATGGGTGATATTGTGCACACACTGACAAATAGGAGGTGGTTAGAGAAGTGTGTAA
1710 1740
CTTATGCTGAAAGTCATGATCAAGCATTAGTCGGCGACAAGACTATTGCGTTTTGGTTGATGGACAAGGATATG
CTTATGCTGAAAGTCATGATCAAGCATTAGTCGGCGACAAGACTATTGCGTTTTGGTTGATGGACAAGGATATG
1770 1800 1830
TATGATTTCATGGCCCTCGATAGACCTTCAACTCCTACCATTGATCGTGGGATAGCATTACATAAGATGATTAGA
TATGATTTCATGGCCCTCGATAGACCTTCAACTCCTACCATTGATCGTGGGATAGCATTACATAAGATGATTAGA
1860 1890
CTTATCACAATGGGTTTAGGAGGAGAGGGCTATCTTAATTTCATGGGAAATGAGTTTGGACATCCTGAATGGATA
CTTATCACAATGGGTTTAGGAGGAGAGGGCTATCTTAATTTCATGGGAAATGAGTTTGGACATCCTGAATGGATA
1920 1950 1980
GATTTTCCAAGAGGTCCGCAAAGACTTCCAAGTGGTAAGTTTATTCCAGGGAATAACAACAGTTATGACAAATGT
GATTTTCCAAGAGGTCCGCAAAGACTTCCAAGTGGTAAGTTTATTCCAGGGAATAACAACAGTTATGACAAATGT
2010 2040
CGTCGAAGATTTGACCTGGGTGATGCAGACTATCTTAGGTATCATGGTATGCAAGAGTTTGATCAGGCAATGCA
CGTCGAAGATTTGACCTGGGTGATGCAGACTATCTTAGGTATCATGGTATGCAAGAGTTTGATCAGGCAATGCA
2070 2100 2130
ACATCTTGAGCAAAAATATGAATTCATGACATCTGATCACCAGTATATTTCCCGGAAACATGAGGAGGATAAGGT
ACATCTTGAGCAAAAATATGAATTCATGACATCTGATCACCAGTATATTTCCCGGAAACATGAGGAGGATAAGGT
2160 2190
GATTGTGTTCGAAAAGGGAGATTTGGTATTTGTGTTCAACTTCCACTGCAACAACAGCTATTTTGACTACCGTAT
GATTGTGTTCGAAAAGGGAGATTTGGTATTTGTGTTCAACTTCCACTGCAACAACAGCTATTTTGACTACCGTAT
2220 2250 2280
TGGTTGTCGAAAGCCTGGGGTGTATAAGGTGGTCTTGGACTCCGACGCTGGACTATTTGGTGGATTTAGCAGG
TGGTTGTCGAAAGCCTGGGGTGTATAAGGTGGTCTTGGACTCCGACGCTGGACTATTTGGTGGATTTAGCAGG
2310 2340
ATCCATCACGCAGCCGAGCACTTCACCGCCGACTGTTCGCATGATAATAGGCCATATTCATTCTCGGTTTATAC
ATCCATCACGCAGCCGAGCACTTCACCGCCGACTGTTCGCATGATAATAGGCCATATTCATTCTCGGTTTATAC
2370 2400 2430
CCAAGCAGAACATGTGTCGTCTATGCTCCAGTGGAGTGATAGCGGGGTACTCGTTGCTGCGCGGCATGTGTG
CCAAGCAGAACATGTGTCGTCTATGCTCCAGTGGAGTGATAGCGGGGTACTCGTTGCTGCGCGGCATGTGTG
2460 2490
GGGCTGTCGATGTGAGGAAAAACCTTCTTCCAAAACCGGCAGATGCATGCATGCATGCTACAATAAGGTTCTGA
GGGCTGTCGATGTGAGGAAAAACCTTCTTCCAAAACCGGCAGATGCATGCATGCATGCTACAATAAGGTTCTGA
2520 2550 2580
TACTTTAATCGATGCTGGAAAGCCCATGCATCTCGCTGCGTTGTCCTCTCTATATATATAAGACCTTCAAGGTGT
TACTTTAATCGATGCTGGAAAGCCCATGCATCTCGCTGCGTTGTCCTCTCTATATATATAAGACCTTCAAGGTGT
2610 2640
CAATTAAACATAGAGTTTTCGTTTTTCGCTTTCCTAATGCTTGATGGCTGATTGTTTGCACTTGTTTCAAAAAAAA
CAATTAAACATAGAGTTTTCGTTTTTCGCTTTCCTAATGCTTGATGGCTGATTGTTTGCACTTGTTTCAAAAAAAA
2675
AAAAAAAAAAAAAAAAA
AAAAAAAAAAAAAAAAA

Figura 16. Continuacién
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MAFAVSGAVLGGAVRAPRLTGGGEGSLVFRHTGLFLTRGARVGCSGTHGAMRAAAAARKAVMVPEGENDGLASRADSAQFQSDELEVPDISEETTCGAGY
MAFAVSGAVLGGAVRAPRLTGGGEGSLVFRHTGLFLTRGARVGCSGTHGAMRAAAAARKAVMVPEGENDGLASRADSAQFQSDELEVPDISEETTCGAGY
101 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200

ADAQALNRVRVVPPPSDGQKIFQIDPMLQGYKYHLEYRYSLYRRIRSDIDEHEGGLEAFSRSYEKFGFNRSAEGITYREWAPGAFSAALVGDFNNWDPNA
ADAQALNRVRVVPPPSDGQKIFQIDPMLQGYKYHLEYRYSLYRRIRSDIDEHEGGLEAFSRSYEKFGFNRSAEGI TYREWAPGAFSAALVGDFNNWDPNA
201 210 220 230 240 250 260 270 280 290 300

I I | I I I I | | I I

DRMSKNEFGVWEIFLPNNADGTSPIPHGSRVKVRMDTPSGIKDS IPAWIKYSVQAPGEIPYDGIYYDPPEEVKYVFRHAQPKRPKS LRIYETHVGMSSPE
DRMSKNEFGVWE IFLPNNADGTSPIPHGSRVKVRMDTPSGIKDS IPAWIKYSVQAPGEIPYDGIYYDPPEEVKYVFRHAQPKRPKS LRIYETHVGMSSPE
301 310 320 330 340 350 360 370 380 390 400

PKINTYVNFRDEVLPRIKKLGYNAVQIMAIQEHSYYGS FGYHVTNFFAPSSRFGTPEDLKSLIDRAHELGLLVLMDVVHSHASSNT LDGLNGFDGTDTHY
PKINTYVNFRDEVLPRIKKLGYNAVQIMAIQEHSYYGSFGYHVTNFFAPSSRFGTPEDLKSLIDRAHELGLLVLMDVVQCHASSNT LDGLNGFDGTDTHY
401 410 420 430 440 450 460 470 480 490 500

FHSGPRGHHWMWDSRLFNYGNWEVLRFL LSNARWWL EEYKFDGF RFDGVTSMMY THHGLQVTFTGNFNEY FGFATDVDAVVYLMLVNDLIHGLYPEAVTI
FHSGPRGHHWMWDSRLFNYGNWEVLRFL LSNARWWL EEYKFDGF RFDGVTSMMY THHGLQVTFTGNFNEY FGFATDVDAVVYLMLVNDLIHGLYPEAVTI
501 510 520 530 540 550 560 570 580 590 600

GEDVSGMPTFALPVHDGGVGFDYRMHMAVADKWIDLLKQSDETWKMGDIVHTLTNRRWL EKCVTYAESHDQALVGDKTIAFWLMDKDMYDFMALDRPSTP
GEDVSGMPTLTNPVHDGGVGFDYRMHMAVADKWIDLLKQSDETWKMGDIVHTLTNRRWL EKCVTYAESHDQALVGDKTIAFWLMDKDMYDFMALDRPSTP
601 610 620 630 640 650 660 670 680 690 700

TIDRGIALHKMIRLITMGLGGEGYLNFMGNEFGHPEWIDFPRGPQRLPSGKFIPGNNNSYDKCRRRFDLGDADYLRYHGMQEFDQAMQHLEQKYEFMTSD
TIDRGIALHKMIRLITMGLGGEGYLNFMGNEFGHPEWIDFPRGPQRLPSGKFIPGNNNSYDKCRRRFDLGDADYLRYHGMQEFDQAMQHLEQKYEFMTSD
701 710 720 730 740 750 760 770 780 790 799

HQYISRKHEEDKVIVFEKGDLVFVFNFHCNNSYFDYRIGCRKPGVYKVVLDSDAGLFGGFSRIHHAAEHF TADCSHDNRPYSFSVYTPSRTCVVYAPVE*
HQYISRKHEEDKVIVFEKGDLVFVFNFHCNNSYFDYRIGCRKPGVYKVVLDSDAGLFGGFSRIHHAAEHF TADCSHDNRPYSFSVYTPSRTCVVYAPVE*

Figura 17. Alineamiento de las secuencias de aminoacidos de la enzima ramificadora

de almidon (SBEIIb) de K0326Y-QPM y W64Ao02 traducidas a partir de las secuencias

de nucleotidos del gen Ae1. El dominio catalitico esta resaltado en gris y el posible sitio

activo en amarillo. Las diferencias de aminoacidos entre las lineas parentales estan

indicadas en rojo y la triada catalitica esta resaltada en azul.
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catalisis de la enzima generando enlaces de ramificacion a-1,6 en los glucanos a a
través de la escision de los enlaces a-1,4 internos (Baba y col 1991). Kuriki y col (1996)
también encontraron mediante mutagénesis dirigida que esta triada participa en el
centro activo de la enzima ramificadora Il del almidén en endospermo de maiz.
Libessart y Preiss (1998) realizaron analisis de mutaciones dirigidas demostrando
la importancia de la Arg445 conservada para la catalisis, mientras que Funane y col
(1998) mediante estudios de modificacion quimica con SBEIIb de maiz mostraron que
dos residuos de histidina conservados en el sitio catalitico (His381 en la region 1y
His569 en la region 4) son indispensables para la union del sustrato; estos
aminoacidos se identificaron correctamente en las secuencias del presente estudio.
SBEIIb también posee un péptido transitorio N-terminal de 57 aminoacidos, el cual se
encontré conservado en las lineas parentales K0326Y-QPM y W64Ao02 (Figura 16).
Fisher y col (1993) también identificaron el mismo péptido transitorio en el extremo N-

terminal al analizar la secuencia de la enzima SBEIIb en maiz.

2 Modelado tridimensional de SBEIlIb

La comparacion de las secuencias de aminoacidos de SBEIIb de las lineas
parentales mostrd cinco diferencias de aminoacidos en posiciones cercanas al sitio
activo de la enzima (Figura 17). A partir de las secuencias de aminoacidos obtenidas
para los parentales KO326Y-QPM y W64A02 se construyd una prediccion del modelo
tridimensional de la proteina SBEIIb utilizando la herramienta informatica PHYRE?2
(Kelley y col 2015) y como modelo de referencia el PDB 3AMK (Noguchi y col 2011)

(Figura 18). Este modelo en 3D reveld que los cambios de aminoacidos en las
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Vista del sitio activo

K0326Y QPM

Figura 18. Modelos tridimensionales de SBEIIb de K0326Y-QPM y W64Ao02. El sitio
activo de la enzima se representa con un modelo de hélice alfa y laminas beta. El
dominio catalitico esta resaltado en gris y el posible sitio activo en amarillo. Las
diferencias de aminoacidos entre las lineas parentales estan indicadas en rojo y la

triada catalitica esta resaltada en azul.
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posiciones 510, 511 y 512 provocan alteraciones en la estructura de la enzima,
afectando su sitio catalitico (Figura 18). Se observé una mayor apertura entre dos
hélices alfa en el sitio activo de la linea opaca W64A02 en comparacion con la linea
vitrea KO326Y-QPM. Es posible que esta mayor apertura en el sitio activo de SBEIIb
facilite la interaccion enzima-sustrato, contribuyendo a la mayor actividad observada

en las lineas opacas (Figura 14).

3 Actividad de las enzimas recombinantes de SBEIllIb

Para determinar si las diferencias de actividad de la SBEIIb en el endospermo de
K0326Y-QPM y W64A02 se deben a las variaciones de aminoacidos, se transformaron
células de E. coli BL21 con plasmidos expresando las secuencias de maiz Aef7-
K0326Y-QPM y Ae71-W64A02. La separacion electroforética por SDS-PAGE vy la
inmunodeteccion por Western blot revelaron una banda esperada de 90.5 kDa
correspondiente a la proteina SBEIIb recombinante (Figura 19). Estos patrones son
similares a los reportados por otros autores en maiz (Liu y col 2009; Liu y col 2012).

El analisis de la actividad de SBEIIb de los extractos proteicos purificados de las
transformantes Ae71-K0326Y-QPM y Ae1-W64A02 no mostro diferencias significativas
(Cuadro 12). Esto no concuerda con las mediciones de actividad determinadas a partir
de extractos de endospermo (Figura 14) y con las diferencias predichas entre los sitios
activos (Figura 17), que sugirieron que Ae1-W64A02 codifica una enzima con mayor
actividad. Estas discrepancias pueden atribuirse al hecho de que la actividad de SBE
en el endospermo del maiz esta influenciada por la fosforilacion y la formacion de
complejos proteicos heteroméricos con otras enzimas de biosintesis de almidon (Liu y

col 2009).
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Figura 19. Expresién de la proteina recombinante SBEIIb de K0326Y-QPM y W64Ao02.
(A) Separacion por SDS-PAGE de los extractos de proteina purificada por afinidad. La
banda correspondiente a SBEIIb se indica a la derecha. (B) Inmunodeteccién por
Western blot de SBEIIb recombinante con anticuerpos anti-His. El peso molecular de

la proteina se indica en kDa.
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Cuadro 12. Actividad especifica de la enzima recombinante SBEIIb de Ae1-K0326Y-

QPM y Ae1-W64A02.

Genotipo Actividad (U/mg proteina)
Ae1-K0326Y QPM 3.56 £ 0.21°
Ae1-W64A02 4.16 £ 0.442

Diferentes letras superindices en la misma columna indican diferencias significativas

segun la prueba de Fisher (p < 0.05).
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Alternativamente, las diferencias en la actividad observadas en el endospermo
podrian deberse solo a las diferencias en la expresion de las variantes alélicas (Figura
10). Con base en los modelos tridimensionales predichos de SBEIIb (Figura 18), se
planted la hipotesis de que una mayor apertura en el sitio activo puede facilitar la
interaccion enzima-sustrato en W64Ao02, resultando en una mayor actividad. Sin
embargo, se requieren estudios adicionales como el uso de un sistema heterdlogo

eucariota y mutagénesis dirigida al sitio para confirmar esta hipotesis.

F CONSIDERACIONES FINALES

Este trabajo proporciona informacion adicional acerca de los mecanismos asociados
con la modificacion del endospermo en QPM. La actividad de enzimas de biosintesis
de almidon en endospermo en desarrollo de genotipos vitreos se asocio con la sintesis
de granulos de almidén con un mayor contenido de amilosa y menor cristalinidad, lo
cual podria favorecer su compactacion e interaccion con cuerpos proteinicos y otros
componentes celulares después de la disrupcion de la membrana del amiloplasto
durante la desecacion del grano. Esto complementa el mecanismo asociado con un
aumento en el numero de cuerpos proteinicos pequefos enriquecidos en y-zeina de
27 kDa que llenan los espacios entre los granulos de almidon (Wu y col 2010). La
interaccion entre los granulos de almidon y los cuerpos proteinicos es muy importante
no solo para el fenotipo vitreo sino también para la mejora del valor nutricional de QPM.
El contenido de lisina en este tipo de maices se incrementa como resultado de una
disminucién en la sintesis de a-zeinas que carecen de lisina y por el incremento de

proteinas ricas en lisina que pueden estar asociadas el citoesqueleto que rodea a los
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cuerpos proteinicos (Lopez-Valenzuela y col 2004). Este reequilibrio en el proteoma
del endospermo del maiz QPM incluye proteinas involucradas en el metabolismo de
almidon y sacarosa, biosintesis de aminoacidos y procesamiento de proteinas en el
reticulo endoplasmico, la mayoria de las cuales poseen niveles importantes de los
aminoacidos lisina, triptéfano y metionina, siendo de esta manera las principales
responsables de la mejora en el valor nutricional (Zhao y col 2023).

El Centro Internacional de Mejoramiento de Maiz y Trigo (CIMMYT) ha liberado
cientos de genotipos QPM y este esfuerzo esta siendo replicado por otros programas
de mejoramiento de maiz alrededor del mundo (Magbool y col 2021). Sin embargo, el
desarrollo de maiz QPM es complejo ya que requiere la introduccion de multiples
modificadores de la mutacion 02 en un genotipo 02 adaptado agronémicamente
mientras se mantiene la calidad nutricional del mismo. Actualmente se encuentran
disponibles o estan siendo desarrollados marcadores moleculares ligados a la dureza
del grano y contenido de aminoacidos, lo cual representa una herramienta efectiva y
de costo accesible para asistir en el desarrollo de genotipos QPM. En el presente
trabajo también se investigo si las diferencias en la secuencia de los genes que
codifican para la enzima ramificadora de almidon (SBEIIb) podria ser un marcador
molecular potencial, pero se requieren estudios adicionales para establecer esta

posible asociacion.
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IX CONCLUSIONES

El almidon de endospermo en desarrollo (28 DDP) de las lineas vitreas present6
una mayor proporcion de amilosa y cadenas cortas-intermedias (GP 12-24), asi
como una menor entalpia de gelatinizacion y grado de hinchamiento, lo que
sugiere que poseen granulos con una menor cristalinidad y mayor proporcién de

regiones amorfas que podrian estar favoreciendo su compactacion.

El analisis de las proteinas asociadas al granulo de almidén mostré una mayor
acumulacion de la enzima almidén sintasa unida al granulo (GBSSI) en el
endospermo en desarrollo de las lineas vitreas, lo cual se relacioné con un mayor
contenido de amilosa.

Las lineas vitreas mostraron una mayor expresion de los genes que codifican para
GBSSI y la enzima desramificadora (PUL), asi como una menor expresion del gen
para la enzima ramificadora (SBE), lo cual se asocié con una mayor proporcion de
amilosa/amilopectina en dichas lineas.

Los analisis enzimaticos mostraron una mayor actividad de GBSS y PUL, asi como
una menor actividad de SBE en las lineas vitreas, lo cual se relacion6 con la
expresion génica y una mayor proporcion de amilosa/amilopectina en estas lineas.
El analisis de las variantes del gen Ae? en el endospermo de K0326Y-QPM y
WG64A02 reveld cinco polimorfismos que cambian aminoacidos en la SBE, algunos
en el sitio activo y que podrian afectar su actividad. Sin embargo, la expresion
heteréloga de estas variantes no mostré diferencias de actividad, sugiriendo que
las diferencias de actividad observadas en el endospermo se deben a las

diferencias de expresion génica.
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Los resultados del presente estudio sugieren que la modificacion del endospermo
en QPM esta asociada con cambios en los niveles de transcritos de los genes de
sintesis de almiddn, los cuales influyen en las diferencias de actividad de las
enzimas de biosintesis de almidon. La mayor actividad de GBSSI y la menor
actividad de SBE producen granulos de almidéon con mayores proporciones de
amilosa y regiones amorfas, favoreciendo una mayor compactacién entre estas

estructuras, contribuyendo al fenotipo vitreo en QPM.
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