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INTRODUCCION

Consideraciones generales

En todos los organismos vivientes, aun en los períodos de máximo

reposo, permanecenen funcionamiento sistemas celulares que requieren

un aporte contínuo de material, tanto para cumplir funciones estructur

rales comopara suplir necesidades energéticas. Este requerimiento

acrece considerablemente en períodos de trabajo más o menos intenso,

los que se presentan especialmente en los animales. En condiciones

habituales de funcionamiento, el aporte externo de material nutritivo

llena cuantitativamente estas necesidades, pero siempre existen perío

dos intermedios de ayuno en los cuales se debe, de alguna forma, sumi

nistrar este material y la energía necesarios. Deallí, la presencia

universal de sustancias de reserva, que en los casos más generales, por

lo menospara el uso más inmediato, están constituidas por hidratos de

carbono derivados de 1a glucosa, especialmente polímeros cí-(l-e4) glu

canos lineales o ramifioadoe.

En el caso de los animales, caracterizados por un metabolismo acti

vo, con períodos de intensa act1Vidad metabólica y con aporte alimenti

cio discontinuo, con períodos de ayuno más o menos prolongados, la re

serva inmediata más generalizada es el glucógeno, que aunque presente

en proporciones no muyaltas, es de fácil y rápida utilización y resin

tesis. La gran reserva indirecta de glucosa la constituyen las proteí



nas, que aunque cumplen siempre actividad estructural o enzimática, por

el proceso fundamental de la gluconeogónesis originan con facilidad glu

cosa y glucógeno. Además, los animales tienen 1a fuente energética con

siderable de loa tejidos grasos.

En los vegetales, cuyo metabolismo es más lento y regular, el pro

blemaes distinto: durante el período diurno, la fotosíntesis que tis

ne carácter compulsivo, acumula en las hojas grandes cantidades de ele

mento nutricional en forma de hidratos de carbono. Dada la cantidad de

este material, su transporte inmediato sería imposible, por lo que se

va acumulando en su mayor parte en forma de polisacárido insoluble, el

almidón transitorio de las hojas y en menorcantidad , en sacarosa, que

se puede translocar al resto del vegetal disuelta en la savia en propor

ción del 20-30 fi.

Durante el período nocturno, el almidón transitorio se transforma en

sacarosa, desapareciendo de las células de las hojas. la sacarosa que

pasa a los tejidos se utiliza continuamente comofuente nutricional, se

acumula en las vacuolas o en grandes cantidades en tejidos de reserva

comola remolacha, etc., o se retransforma en almidón. Es probable que

la sacarosa en las plantas cumplael rol del glucógeno sn los animales,

es decir: material de reserva de utilización rápida inmediata. En cam

bio el almidón, cuyo mecanismode degradación, a diferencia del glucó

gano, es muchomás lento y complejo, formaría la reserva más considera



ble, comparable con las grandes reservas de proteínas de los animales.

Se acumula on grandes cantidades en muchos tejidos de reserva para el

crecimiento de la planta, comoen las semillas o en los tubérculos, y

uno de los procesos metabólicos más importantes en las plantas y aún

no completamentedilucidado es la transformación reversible entre estos

dos hidratos de carbono: el almidón y la sacarosa. Así, por ejemplo,

la sacarosa en las semillas, cuando éstas maduran, se transforma en al

midón, y en las semillas maduras, cuando germinan, ocurre el proceso

inverso. En el período invernal la sacarosa en los tallos se acumula

en forma de almidón y pasa lo contrario cuando comienza la brotación

primaveral. Los tubérculos de papa, a baja temperatura, transforman

almidón en sacarosa, y aumentandola temperatura ocurre el proceso in

verso.

Las características físicas del almidón son sin duda las ideales pa

ra constituir un material de reserva nutricional: es un compuestoinso

luble en agua y jugos celulares, en donde puede permanecer inalterado

por largo tiempo; es prácticamente anhidro y no interfiere con el meta

bolismo normal de las células. Puede acumularse en cantidades tales

que prácticamente llena casi toda la célula. Además, salvo en los momen

tos en que se requiere su uso, es prácticamente inerte parecióndose en

este aspecto a las reservas grasas de los tejidos adiposos. Bastaría,

por ejemplo, que sólo algunos granos se rompieran y quedaran libres sus



polisacóridos, fuertemente hidrofílicoe, para que se destruyera la có

lula. La degradación del almidón en las células debe efectuarse, por

lo tanto, sin que en ningún caso queden libres la amilosa o la amilo

pectina.

Veremosa continuación un resumen de los conocimientos actuales sobre la

estructura del grano de almidón y cuáles son los hechos conocidos sobre

su mecanismode síntesis.

ESTRUCTURA DEL GRANO QE ALHIDON

El almidón constituye una unidad biológica y no un compuesto químico

definido, aunque por costumbre se sigue utilizando el término almidón

comorefiriéndose a un polisacárido único. Está constituido principal

mente por dos polisacáridos: la amilosa lineal y la amilopectina rami

ficada, con compuestos intermedios tanto en grado de polimerización

(DP = degree of polymerization) comoen ramificaciones. Ademásexiste

una fracción constante de lípidos complejos, especialmente del tipo de

lisolecitina y esteroles libres o ósteres o glucóeidoey proteínas de

las cuales, por lo menosuna parte tiene actividad enzimática principal

mente de almidón sintetesa. Se ha demostrado la existencia de nucleó

tidos comoel ABF-glucosa fijados al grano.

A pesar de ser el grano de almidón el polisacárido vegetal que con

más facilidad puede ser obtenido al estado que podemosdenominar puro,



su estructura completa ha resistido hasta ahora todos los métodosanalí

ticos físicos, quimicos y enzimáticos. Para poder estudiarlo, dada su

completa insolubilidad y gran insensibilidad al ataque de las enzimas,

es necesario destruir la estructura del grano para aislar’sus componen

tes, y esta destrucción, sin duda, altera las propiedades de sus poli

sacáridos constituyentes, lo que explica los diversos resultados obte

nidos por distintos autores. Es muyprobable que ambospolisacáridos

estén combinados covalentemente a proteínas, enzimas o no, en forma de

proteoglicanos, pero dada la proporción tan baja de la fracción protei

oa es bastante dificil de demostrar su existencia. Se puede deducir

esto porque parece demostrado que el primer aceptor en la biosíntesie

de estos polisacáridos sería una proteína (Lavintmany col.,1974; Krisman

y Barengo, 1975). Además,la enzima sintetizante, la almidón sinteta

sa según muchosindicios estaría unida covalentemente a la fracción po

lisacárida (Perdon y 001., 1975; Resultados no publicados).

AMIIOSA

Consiste esencialmente de cadenas lineales de residuos de D-glucosa

en unión c1-(l-+4). Según el método de preparación, la amilosa puede

tener un DP en el rango de 100-400 residuos de glucosa en algunas mues

tras comerciales hasta valores de DPde varios miles de residuos. La

mayoría de los almidones tienen de 15-25 fi de amilosa (Greenwood, C.T.,



1956). Una consecuencia de la estructura molecular y forma de la amilo

ea es que es inestable en solución acuosa y precipita espontáneamente

(retrograda), debido a la tendencia de las moléculas lineales a alinear

se por uniones de puente hidrógeno y formar agregados. Este cambio fí

sico es irreversible y la amilosa retrogradada sólo puede redisolverse

en solución alcalina.

Debidoa la estructura esencialmente lineal que tiene la amilosa,

es degradada por G-andlasa (French, D., 1960). Esta exo-enzima

(E.C. 3.2.1.2) cataliza la hidrólisis gradual de uniones glucosidices

CK-{1-+4) alternadas, liberando maltosa. La mayor parte de las mues

tras de amilosa dan 70-100 % de conversión a maltosa, o sea que tienen

un valor de G-emilolisis del 70-100 fi. Algunas muestras de amilosa

que son hidrolizadas en forma incompleta por Q —amilaea, deben poseer

alguna característica estructural extra ademásde las uniones glucosídi

cas ol-(1—+4) normales. Comoel pretratamiento de amilosa con una en

zima derramificante (E.C. 3.2.1.41), (o sea, una enzima capaz de hidro

lizar selectivamente las uniones glucosídicas eí-(l-áó) inter-cadena

presentes en amilopectina) seguido por (¿-amilolisis, resulta en la

conversión completa en maltosa, se deduce que algunas muestras de ami

losa también contienen un número pequeño de uniones inter-cadena o pun

tos de ramificación (Kjolberg y Manners, 1963). La proporción de éstas

es relativamente pequeña (quizá 0,1 í) y no invalida el hecho do que la



amilosa pueda considerarse comouna estructura esencialmente lineal.

AMILOPECTIHA

La amilopectina, que está presente en la mayor parte de los granos

de almidón en proporciones que van del 75 al 85 fi, es un polisacárido de

alto peso molecular aun cuando el mismono se conoce con exactitud dado

que varía de acuerdo a los métodos de extracción y purificación. Estu

dios por dispersión de la luz (light-ecattering) le asignan un peso mo

lecular del orden de 107-108, constituyendo así el polímero natural co

nocido de peso molecular más alto (Wilnauer y col., 1955). Trabajos

posteriores de otros autores por otras técnicas (Banksy col., 1972)

confirman su alto peso molecular que puede alcanzar a 400 6 500 x 106 y

sugieren en base a sus propiedades hidrodinámicas, que las cadenas de

la molécula pueden estar, en ciertas condiciones, en estructura de hé

lice. La amilopectina consiste de cadenas que contienen, en promedio,

alrededor de 20-25 residuos de glucosa en unión CK-(l-w4) con uniones

inter-cadena formandouna estructura ramificada. Las moleculas contie

nen, de esta forma, 4-5 fl de uniones c1-(l-+6)glucosídicas. La longi

tud promedio de cadena (CL = average chain length), que es un valor cs

tadístico, ee puede determinar mediante una variedad de métodos químicos

o enzimáticos y las cadenas individuales pueden variar considerablemente

en longitud. Algunas pueden contener sólo 6-8 residuos de glucosa,



- lo _

mientras que otras pueden tener casi 100.

La naturaleza altamente ramificsda de la amilopectina es responsa

ble de varias diferencias en propiedades, si se la comparacon la ami

losa. Las soluciones acuosas son relativamente estables, ya que la

ramificación de las moléculas impide la agregación lateral comoen el

caso de la amilosa. La afinidad por el iodo se encuentra disminuida,

debido a la estructura ramificada, a valores mínimosy la coloración

con iodo es púrpura con máximo de absorción a 540 nm. El máximo para

amilosa es a 660 nmy da color azul con iodo.

La G-amdlolisis de amilopectina es incompleta ya que 1a enzima

es incapaz de hidrolizar las uniones inter-cadena más externas. La

acción enzimática está limitada a las cadenas exteriores y se detiene

a una distancia de 2-3 residuos de glucosa de una ramificación.

Aunque 1a amilopectina contiene generalmente sólo Dglucosa, hay

alguna evidencia de que algunos almidones contienen pequeñas cantida

des de fósforo unido covalentemente (aproximadamente 0,06 %), en forma

de glucosa-6-fosfato (Parrish y Whelan, 1961). Estos residuos parecen

estar restringidos a la amilopoctina pero su localización exacta den

tro de la molécula compleja no se conoce.

La Tabla I resume las propiedades distintivas de los dos componentes

mayoritarios del almidón y del fitoglucógeno.
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TABLA¿—Progiedades le golisacáridos

Propiedad Amilosa Amilopectina Fitoglucógeno

Estructura general Esencialmente Ramificada Altamente
no ramificada ramificada

Longitud promedio de cadena (CL) N103 20-25 10-14

Grado de polimerización (DP) Fv'103 104-105 no105

Color con iodo Azul oscuro Púrpura Marrón

3xmáx (nm) N 660 530-550 430-450

Estabilidad en solución acuosa Retrograda Estable Estable

Conversión a maltosa (fi)

(a) Con (S-amilasa N 70 N 55 N 45

(b) Con enzima derramificante

y luego P-amilasa N 100 N 75 .__

(c) Con ol-amilasa N 110 A, 90 N 80

FITOGLUCOGENO

El maíz dulce sintetiza además de almidón (Greenwood y Das Gupta, 19583),

un polisaca’rido del tipo del glucógeno, que se denomina fitoglucógeno

(Peat y col., 1956). Se encuentra en el endosperma en forma soluble en

el citoplasma y se asemeja al glucógeno tipico de origen animal en lo que

respecta al largo promediode cadena (lO-14), límite de P-amilolisis
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(40-50 fi) y en algunas propiedades físico-químicas, comola constante

de sedimentación que es independiente de la concentración (Greenwoody

Das Gupta, 1958b). Sin embargo, la afinidad por el iodo es 3-4 veces

mayor que la del glucógeno animal. Esto podría estar relacionado con

la evidencia de que el fitoglucógeno contiene una proporción de cade

nas que son más largas que las que están presentes en el glucógeno de

hígado de conejo (Gunja-Smith y col., 1970).

BIOSINTESIS DEL GRANOBE ALMIDON

La biosíntesis del grano de almidón entraña en primer lugar los

mecanismos de biosíntesis de sus componentes, y luego su ordenamiento

dentro del grano en forma específica para cada tipo de grano de almidón.

La biosíntesis del grano tiene lugar dentro de organoides especia

lizados del citoplasma, los proplástidos, que al madurarse transfor

manen amiloplastos que contienen el grano ya terminado. Es intere

sante señalar que la mayoría de las enzimas que actúan en la síntesis o

degradación del grano no han sido encontradas más que al estado soluble

en el citoplasma en donde por otra parte no existen, salvo alguna excep

ción, sustratos activos para esas enzimas. Por otra parte, el grano in

tacto no actúa comosustrato de las enzimas solubles. La única excep

ción es la almidón sintetasa que se encuentra incluída en el grano en

unión covalente con los polisacáridos.
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Limitándonos a los polisacáridos de grano se requieren on primer

lugar sistemas enzimáticos capaces de agregar, a partir de dadores es

pecífioos de glucosa, unidades de este monosacárido en unión 0(—(1—.4)

a glucanos de grado de polimerización típico para cada clase de almidón.

Estas cadenas son características de la amilosa y, a través de un pro

ceso de transposición interna, se ramifican en forma tal quo constituyen

la amilopeotina de grado de polimerización y porciento de ramificación

típicos para cada clase de grano.

Los mecanismosenzimáticos de síntesis y degradación se conocen

bastante bien, pero no cómose van ensamblando los diversos componentes

del grano para obtener una estructura que es típica para cada vegetal.

En condiciones apropiadas, es posible sintetizar polisacáridos semejan

tes a amilosa y a amilopectina en casi todas sus propiedades, a partir

de ciertas enzimas que catalizan la formación de uniones glucosídicas

cx’—(l——4)y C4-(l—»6) con dadoros de residuos de D-glucosa como

UDP-glucosa, ABF-glucosa y Glu-l-P. Sin embargo, hasta el presente no

ha sido posible producir un grano de almidón "in vitro" o describir

completa y detalladamente el proceso "in vivo" (Manners, D.J., 1973).

ENZILIAS SLR-g INEGI-¡VIENEN

A. FOSFORILASAS(Q>/-(I—*4) glucan: ortofosfato glucosiltransferasas)

(E.C. 2.4.1.1)

Históricamente son las primeras enzimas de alargamiento de cadenas
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preexistentes de hidratos de carbono implicadas en la síntesis del a1

midón (Whelan, W.J., 1958). Descubierta primero en animales (Cori y

col., 1937), la fosforilasa en plantas fué descubierta en extractos

de guisantes y de tubérculos de papa por Hanes, C.S. (1940) y cataliza

la siguiente reacción:

[c]JI + Glu-l-P — c-(1—,4)—[c]I + Pi

donde [G]I representa una dadena lineal de residuos de glucosa unidos

por uniones glucosídicas c<-(l-*4). La reacción es reversible. En

presencia de exceso de Glu-l-P se forma un polisacárido que da color

azul con iodo y se degrada completamente con (B-azrdlasa. i. partir

de entoncss, la enzina ha sido purificada de una aquia ¿ELE63 tejido;

vegetales que incluye: maíz, cebada, habas, guisantes y tubérculo de

papa. La enzima de papa es la que fué más estudiada, Tiene un peso

molecular de 207.000 y un número de recambio de 9.400 moles de Glu-l-P

por mol de proteína por minuto a 30 °C y a pH 6.3 (Lee, Y.P., 1960).

El rol de la fosforilasa en el metabolismo ie] almidón todavía es

muyincierto. En condiciones "in vitro" y con la concentración de Pi

que existe en la célula actuaría en forma degradativa. No se sabe si

"in vivo" las condiciones son diferentes, por la posibilidad de existen

cia de compartimentalización.

La fosforilasa ha sido hallada en la mayoría de los casos sólo al

estado soluble y en algunos vegetales, comoen tubérculo de papa, en
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concentraciones muyaltas. Es notable que salvo el caso de semillas de

maíz que contienen fitoglucógeno, no existe en el citoplasma ningún sus

trato para la enzima, y el grano de almidón entero no sólo no es ataca

do, sino que su degradación "in vivo" parece hacerse a través de las

cK-amilasas (Evers y HcDermott, 1970; Jones y Bean, 1972)

B. ALHIDONSINTETAÉ¿(ADP-glucoea:CK-(l—+4) glucan CK-4-glucosiltransfe

rasa) (E.C. 2.4.1.11)

En 1957 se demostró que el alargamiento de las cadenas glucosídicas

de glucógeno en los tejidos animales (Leloir y Cardini, 1957) se hace a

través de la siguiente reacción:

glucógeno
UDP-glucosa + [GJI c —(1-.4) - [o]X + UDP

sintetasa

Se inició entonces la búsqueda de una enzima similar para la síntesis

del almidón que llevó a demostrar que en los granos de almidón de arve

ja está presente en unión firme una enzima capaz de alargar las cadenas

de amilosa y de amilopectina (Leloir y col., 1961). La enzima cataliza

la transferencia de residuos de glucosa a partir de UDP-glucosaa estes

dos polisacáridos, en los extremos no reductores de las moléculas. Lue

go se encontró que el ABF-glucosa reacciona unas 10 veces más rápido

que el UDP-glucosa en el alargamiento de las cadenas (Recondo y Leloir,

1961) y la almidón sintotasa catalizaría la reacción:

AEP-glucosa+ [c]y———.c - (1-.4) - [c]y + ADP
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El UDP-glucosatendría una función on la síntesis del aceptar proteico

(Lavintmany col., 1974). Ambosnucleótidos azúcar se forman en tejidos

vegetales madiantspirofosforilasas específicas (3.9. 2.7.7.9) según:

UTP + Glu-l-P UDP-glucosa + PPilil
ATP + Glu-l-P ¿DP-glucosa + PP.1

o a partir de sacarosa por la reacción reversible de sacarosa sinteta

sa (3.0. 2.4.1.13):

Sacarosa + UDP :======== UDP-g-ucosa + Fructosa

Sacarosa + AEP :==:::::: ABF-glucosa + Fructosa

La almiión sintstasa al estado soluble fué hallada postsriomente por

Cardini y Frydman (1966) en plantas.

C. HIFI ‘53.BAMIFICANTFJ(o( -( 1-04) glucan: 0€ —(l—-4)glucan 6-glucosil

trunsferasa) (3.C. 2.4.1.18)

La síntesis de uniones glucosídicas <>¿-(1—+6)en la amilopoctina

es llevada a cabo por acción de una enzima runificante (Enzima Q) so

bre cadenas lineales de residuos de glucosa an unión 01-(1-04). La

acción enzimática implica la transferencia de una cadena corta de re

siduos de glucosa de unión <'>(--(1--v4)a unión i)¿-(l-+6) (Figura l).

El proceso parece ser irreversible. Se desconoce el mecanismorespon

sable de la formación de las ramificaciones (0,1 í) en el caso de la

amilosa.
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Suatrato dador . . 4-0-0-0-0-0-0-0-0-0- . . .

C l (a) B
.. -O-O-O-O-O-OO-O-O-O- ...

J (b)C
o.

Producto

.. -O—0-0-0— -O-O— ...
A

Figura 1. Formación de una unión glucosídica u-(1—.6) catalizada por

la enzima Q. Una cadena corta de residuos de glucosa (C) se

transfiere de un sustrato dador a uno aceptor (A), que puede

ser la parte remanente de la cadena original (B), en cuyo ca

so sería una transferencia intra-cadena; o una cadena adyacen

te, o sea una transferencia inter-cadena. Con la enzima Q d;

tubérculo de papa predomina ésta. última ('ak'helan, ‘.'.'.J., 1971;

Drummondy col., 1972).

0-, D-glucosaen unión 00-0-04); 1 , unión N-(l-vó);
escisión de una unión N-(l-v4) no terminal; (b) formación de

una unión u-(l—«6)

Es probable que le amilopectina en la célula sea el producto de 1.3

acción conjunta de una enzima de eloncación de cadena 3; de le: enzima Si.

Hay evidencias de que se requerirían cadenas lineales de grado de soli

merizacio’n>50 para que actúen comodadores eficientes o comosus ra

tos aceptores (Peat y 001., 1953), aunque algunas de las ramas exterio

res de la amilopectina pueden ser suficientemente largas comopara ac

tuar de asu for'na (Lerner, J., 1953). Las mismas "enzima-1'lerru'nií'iczr.n—



tes que actúan sobre amilopectina nativa, hidrolizan las uniones inter

cadena introducidas por la enzima Q (Drummondy col., 1972).

Los extractos de semillas de maíz dulce contienen dos enzimas ramifican

tas, una que convierte la amilopectina en un polisacárido del tipo del

glucógeno, mientras que la otra es activa con amilosa comosustrato

(Lavintman, N., 1966).

Q‘MIszao gb; FOE'CIACION ACEPTOLZQÉGLUcosxnIcozi

Comovimos, el alargamiento "in vivo" de polisacáridos del tipo de

la amilosa y de la amilopectina resulta de la noción de la almidón sin

tetasa o de la fosforilasa. La duda radica respecto al origen del

"primer" (primer aceptar) "in vivo". Ambasenzimas, tanto la almidón

sintetasa comolas fosforilasas mostraron un requerimiento absoluto por

un cs!—(l—+4)glucano que sirva de aceptor de la glucosa del nucleósi

do difosfato glucosa o de la Glu-l-P, respectivamente (Cardini y Frydman,

1966; Lee, Y.P., 1960). Sin embargo, Green y Stumpf (1942) e Illingnortn

y col. (1961) encontraron que algunas fosforilasas de plantas y animales

podían catalizar la síntesis de uniones glucosídicas en ausencia de

"primer", y sugirieron que la mismaenzima godría también servir de

"primer", formando un tipo de glucoproteína. Postsriomsnte se encontra

ron formas solubles de almidón sintatasas (Ozbuny col., 1971; Hawkery

col., 1972; Ozbuny col., 1972) y fosforilasas (Illingworth y 001.,



1961; Slabnik y Frydman, 1970; Tsai y Nelson, l969a; Fredrick, J.F.,

1971) que actúan en ausencia de "primer". Además, ha sido descripta

la formación de un posible intermediario de naturaleza glucoproteica

en la iniciación de la síntesis de glucógeno hepático (Krisman, 3.3.,

1972). Trabajos más recientes (Lavintman y Cardini, 1972; Lavintman

y Cardini, 1973; Lavintman y col., 1974) demostraron que una fracción

sedimentable de tubérculo de papa que consistía principalmente de pro

plástidos libres de almidón, era capaz de transferir específicamente

glucosa de UDP-glucosa a una proteína aceptora endógena para formar

una glucoproteína. Esta glucoproteína puede servir de "primer" para

la síntesis de un Cl-(l-w4) glucano con el mismosistema enzimático

sedimentable, usando ABF-glucosa, UDP-glucosa o Glu-lép como sustra

tos dadores.

Se estudió también la fracción no sedimentable de tubérculo de papa

y se demostró que era capaz de formar un cK-(l—+4) glucano unido a una

proteína por incubación de la preparación enzimática con concentracio

nes apropiadas de Glu-l-P en ausencia de "primer" exóceno (Tnndecarz y

001., 1975). Estos datos, junto con los de Krisman, C.R. (1972),

Fredrick, J.F. (1971), Villemez y col. (1966) y Alamy Heraming(1973)

apoyan la idea en favor de que la formación do un intermediario de na

turaleza 51uco¿rotaico sería un mecanismogeneral para 1a síntesis de

C%- y (B-glucanos. En el caso de los (3(—(1—+4)glucanos el inter
"b
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mediario glucoprotoico se formaría ya sea por Glu-l-P o por UDP-glucosa.

Los métodos do aislamiento de polisacáridos así comolos tiempos de ín

cubación inadecuados usados para la reacción biosintótica, pudieron ha

ber enmascaradola existencia de tales glucoproteínas en el pasado.

POLISACARIDCS 22 MAIZ

Las semillas maduras de maíz (Zea maya) contienen normalmente un

2 fi de sacarosa y un 65-70 fi de almidón con un contenido en amilosa del

25 fl. Sin embargo, un estudio detallado sobre genética de maíz llevó

a la producción de mutantes que difieren apreciablemente en la natura

leza y contenido de los hidratos de carbono del endosperma. Así, la

mutante 'hmxy" (wz) produce amilopectina con preferencia al almidón

clásico de dos componentes. El maíz "amylose-extender" (ae) o 'ümylo

maize" tiene un alto contenido en amilosa (Shannon y Creech, 1973).

Ambasmutantes han sido desarrolladas con fines industriales. La mu

tante sugary-l (su-l) tiene la propiedad única en vegetales de contener

en el endospermade su semilla dos polisacóridos ramificados: la amilo

pectina en estado insolublo en los granos de almidón y el fitoglucógeno,

que comohemos señalado, es de estructura muy relacionada al clucóggno

animal, en estado soluble (Tabla TI).

Ciertas mutaciones genéticas específicas son responsables no sólo

de producir grandes cambios en el contenido de hidratos de carbono del



endosperma, sino de alterar también los depósitos de almidón. Esto es

particularmente cierto para la mutación su-l. Este genotipo tiene de 2

a 4 veces más sacarosa que el normal y una marcada reducción en el con

tenido de almidón (aproximadamente la mitad o monos), como se ilustra

en la Tabla II.

TABLAII. Hidratos gg carbono de reserva gg mutantes d maíz

Contenido en Contenido en Contenido en
Genotipo * fi

almidón amilosa, fl fitoglucógeno

Normal 69 25 0

wz 69 0 0

su-l 35 33 25

ae 63 60 0

Datos tomados de Shannon y Creech (1973)

l"Esjrpresados en % de peso seco.

Los granos de almidón de su-l son menores que los del maíz normal y

forman agregados en racimos (Creech, R.G., 1965). La Tabla III resume

valores comparativos con los del maíz normal.

Los genotipos de maíz más raros son aquellos tales comolos su-l que sin

tetizan almidón y fitoglucógeno.



TABLAIII.

umoro' d d
Genotipo N prom 1° e “¿nulos Diámetro promedio, P

por pg de almidón

Normal 1.036,7 10,2

su-l 7.02393 3,7
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Los genotipos de maíz que sintetizan granos de almidón y fitoglucó

gano simultáneamente nos llevaron a iniciar al estudio de las enzimas

relacionadas con su síntesis por la posibilidad de que existan enzimas

específicas para cada tipo de polisacárido. En el caso de las almidón

sintetasas, ya se han estudiado anteriormente en el endospermade maíz

dulce al estado inmaduro las enzimas fijadas al grano (Frydmany Cardini,

1967) y las que están al estado soluble (Frydman.y Cardini, 1965).

En cuanto a las enzimas ramifioantes, Lavintman (1966) encontró la

enzima ramificante que forma la amilopectina y otra enzima que es capaz

de formar fitoglucógeno. La existencia de dos enzimas derramificantes di

ferentes se deducen de los resultados de Lee y col. (1971).

En lo que respecta a la fosforilasa, Tsai y Nelson (1968; l969a) con

endosperma de maíz normal (híbrido normal B37XBl4)encuentran varias iso

enzimas, algunas de las cuales no requieran agregado de "primer". En la

mutante su-l.(Lavintman y col., 1972) estudiamos una de las iaoenzimas

del endosperma inmaduro, encontrando que la principal diferencia con la

fosforilasu de tubérculo de papa radicaba en su mecanismode alargamien

to de las cadenas del fitogluoógsno, sugiriendo la existencia de dos nis

temas enzimáticos, uno específico para el fitoglucógeno y otro para la

amilopectina.

En base a estos resultados emprendimosel estudio de las isoonzimus



do la foeforilasa, su separación, propiedades y mecanismode alargamiento.

Debido a la diferente composición genética del embrión y del endosperma

(generación esporofítica y gametofítica, respectivamente) y de las eviden

cias de la' existencia de tipos de enzimas distintos en el embrión y en

el endosperma (Akatsuka y Nelson, 1966; Tsai y Nelson, l969b; Preiss y

col., 1971; Salamini y 001., 1972; Schiefer y 001., 1973) referentes al

metabolismo del almidón, hemosestudiado las fosforilasas de ambos tejidos

en diferentes estadios del crecimiento, especialmente en aquellas etapas

caracterizadas por una activa síntesis de proteínas en el embrión (Hayer

y Poljakoff-Hayber, 1963). De todas las isoenzinas se purifica una de

ellas, característica del embriónen crecimiento y se estudian sus propie

dades cinéticas y el mecanismode alargamiento en presencia de distintos

sustratos naturales comoamilopectina y fitoglucógeno y los mismossustra

tos con cadenas laterales acortadas por acción de enzimas apropiadas.

Ademásse usan sustratos que aparentemente no existen en la célula, como

los maltooligosacáridos, en un intento de comparar el comportamiento de

cadenas libres de oligosacáridos con polisacáridos de cadenas laterales

de largo similar, a fin de establecer si el núcleo del polisacárido al

cual están unidas influyen en su capacidad aceptara. Esta distinta capaci

dad aceptora de la cadena del núcleo del polisacárido podría der alguna ex

plicación de la estructura asimétrica que ha sido señalada en la molécula

de la amilopectina.



MATERIALES I METODOS

I- Reactivog 1 enzimas

Los distintos materiales usados durante la realización de este tra

bajo se obtuvieron de: (B-amlasa (tipo I-B), Glu-l-P (sal dipotáeica),

M3, H7, ¿DP-glucosa, UDP-glucosa, AMP, ADP, ATP, AMPcíclico, UMP, UDP,

UTPJ'buffer MES, de Sigma.

Ma, de K & K Laboratories. 1504a5, de Pierce Chemical.

Acrilamida, Bis-acrilamida, TEMED,de Eastman. DTT, de Calbiochem.

La M2, de Nutritional Biochemicels Corp., fue purificada por cromatogra

fía en butanolzpiridinaaagua (63433) (Duncan y manners, 1958) sobre pa

pel de filtro WhatmanN°4 previamente lavado.

II- Preparación.gg polisacáridoe

Fitoglucógeno: fué preparado según el método de Mbyery Fuld (1949).

Amilosa y amilopectinaa fueron preparados según el método de Gilbert

y col. 1964) a partir de almidón de tubérculo de papa, aprovechando la

propiedad de ciertos alcoholes comoel butanol de formar complejos inso

lubles con la amiloea.

Dextrinas e -límite de amilopectina y fitoglucógeno: fueron prepa

radas según Whelan (1964). Para ello ee incuba durante 24 horas a 30°C,

1,3g de amilopectina 6 1,33 de fitoglucógeno en buffer acetato 0,03H pH:

4,8, glutation reducido 0,000511,albúmina cristalina 0,05 z, (g-amlaaa

2 mg/ml en un volumen final de 25 ml. En el caso de fitogluoógeno, el
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volumen final es de 10 m1. La incubación se realiza en bolsa de diáli

sis, dializando contra el mismobuffer, con dos cambios del mismo. A

las 24 horas, se agrega más (¿-arnilasa en concentración final 0,02 ¡ng/m1

y se deja incubando otras 24 horas. Se determina el contenido de azúcar

reductor en una alícuota incubando 1 hora con (¿-amilasa; no se registra

diferencia respecto de un control incubado en las mismascondiciones, pe

ro en ausencia de la enzima. Se calienta la preparación a 100°Cdurante

5 minutos para coagular proteínas. Se centrífuga y se descartan las pro

taínas desnaturalizadas. Se agrega al sobrenadante igual volumende eta

nol para precipitar el polisacárido resultante y se lo separa por centri

fugación. La deztrina límite correspondiente se purifioa precipita’ndola

varias veces con etanol. Se determina 1a concentración de ambas dextri

nas P-límite, de amilopectina y de fitoglucógeno, por el métododel fe

nol-sulfúrico (Duboiey col., 1956).

Deztrina límite de fosforilasa de fitoglucógeno: Se la obtiene haciendo

actuar fosforilasa g de músculo do conejo sobre fitoglucógeno (Lee y 001.,

1970). La mezcla de incubación contiene: 100 mg de fitoglucógeno, 10 :nl

de buffer glicerofosfato 0,3M pH: 6,8; 4 m1de cisteína neutra 0,075 M,

foeforilasa 2 (cuya preparación se describe másadelante) de la 3a. eta

pa de purificación en cantidad correspondiente a 5 mgde proteína, en un

volumen final de 20 m1. Se incuba a 30°C y se purifica igual que para la

dextrina (5-1íznite .



Deztrina q), e) de fitoglucógeno: Se preparó según Cunja-Smith y 001.,

1970), por tratamiento de la correspondiente dextrinu límite de fosforila

sa con fii-amilasa en buffer acetato 0,01MpH: 5, durante 24 horas a 37°C.

La maltosa se elimina por diálisis contra agua destilada.

III- Semilla ¿l_e__Z_e_¡_a_El; L.

Estructura: La semilla está formada por: a) el pericarpio con dos láminas:

la testa y el tegmen; b) el endospermay c) el embrión, que está consti

tuído por un epicotilo, el cotiledón y el hipocotilo. El paricarpio cu

bre exteriormente a la semilla. Su espesor es variable y su función más

importante es la de mantener el interior de las semillas con un cierto gra

do de humedad. muchas semillas pierden su poder germinativo si el periCar

pio está vulnerado, lo que motiva una rápida deshidratación. El endosper

ma es un tejido de reservas nutricionales que se mantienen durante un

cierto tiempo en las semillas en período de desarrollo. El endospermade

los cereales contiene grandes cantidades de almidón que constituye el hi

drato de carbono de reserva para los cambios fisiológicos y bioquímicos

que tienen lugar durante la germinación. Las semillas de maíz, cuando es

tán maduras, disponen de un endosperma perfectamente formado, e incluído

en él o en su vecindad se encuentra el embrión. El embrión ne presenta por

lo común comouna formación oblonga y cilindrica, acompañada de un apéndi

ce: el cotiledón o escutelo, que consiste enteramente de tejido parenqui

mutoso, con un epitelio que está en contacto con el endosperma durante el



proceso de germinación. Una de las partes del escutelo es el epicotilo o

plúmula, que es el esbozo del futuro tallo. La porción del eje embrional

situada debajo del escutelo se llama hipocotilo. El crecimiento de éste

forma 1a raíz, que al iniciar su desarrollo recibe el nombrede radícula;

el crecimiento del hipocotilo forma la raíz principal de la planta.

Germinación

El proceso de la germinación puede dividirse en tres etapas: (l) imbi

bición de agua, que va acompañada de un no marcado agrandamiento de las

células; (2) agrandamiento de las células por dilatación de las paredes

celulares; y (3) formación y aumento de nuevas células en las regiones

embrionarias. En los últimos períodos de la germinación, cuando el sumi

nistro de nutrientes del endospermase va agotando, el escutelo se agran

da y avanza dentro del endosperma. El hinchamiento de la semilla provoca

la ruptura del pericarpio, con lo que el embrión puede emerger de la se

milla. La primera formación que asoma de la semilla es el extremo del

hipocotilo, que forma la raíz primaria. Esto constituge una Ventaja pa

ra la planta en sus primeras fases de crecimiento pues a partir de este

momentodispone de un aparato radicular que ancla a la plántula firmemen

te en el suelo y asegura un aporte de agua muynecesario para el vegetal.

Después de 1a aparición del hipocotilo aparece el epicotilo o plúmula.

Durante la germinación de la semilla, el almidón del endosperma es degra

dado a maltosa y glucosa mediante la acción de CX-y e)—amilasas. El
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transporte de los azúcares solubles del endospermaa la plántula se faci

lita por el escutelo, que está entre el endospermay el eje raíz-tallo.

La glucosa del endosperma es absorbida por el escutelo y convertida a saca

rosa, en cuya forma se transporta (Edelman y col., 1959). En 1a Figura 2

presentamos un esquema de la semilla de maíz y de la anatomía de 1a plán
\

tula.

IV- Preparación gg enzimas

Aislamiento de isoenzimas de fosforilasaa Se usan semillas de maíz dul

ce su-l (Zea maya, variedad Golden Bantam) maduras o germinadas. Para el

estudio con semillas inmaduras, éstas se colectaron en la etapa de endosper

ma denbtdnado lechoso por su aspecto. Para estudios con semillas germi

nadas, los granos maduros se imbibieron en agua durante 4 horas y al cabo

de ese tiempo se dejaron germinar sobre papel de filtro húmedoa 25°C en

1a oscuridad por periodos variables de 1, 3, 4, 6, 8 y 11 días. En todos

los casos se elimina el pericarpio y se preparan extractos según dos pro

cedimientos A 6 B que se describen más abajo, partiendo de: a) semillas

enteras, b) embriones (escutelo con plúmula y radicula incluidas), y c)

endoepermas.

A- Extracto 25292

E1 material correspondiente se muele en mortero de vidrio, se filtra

a través de una muselina y el filtrado se centrífuga a 2000 x g para se

parar el almidón. Todas las operaciones se llevan a cabo a temperaturas
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de 0 a 4°C. El sobrenadante se utiliza para ensayo de actividad de fosfo

rilasa.

B- Precipitación fraccionada Egg sulfato gg amonio

El material correspondiente se suspende en dos volúmenes de buffer

Tris-maleato 0,01M pH: 7,4 que contiene 2-mercaptoetanol 0,02M y se homo

geiniza en una licuadora por 2 minutos; se filtra por muselina y se centri«

Cuga a 25.000 z g durante 20 minutos. Se descarta el precipitado y se so

mete al sobrenadante a una precipitación fraccionada con sulfato de amonio.

Se reúnen las fracciones que precipitan entre 0,25 y 0,45 y entre 0,45 y

0,80 de saturación con sulfato de amonio. Artificios debidos a la acción

del sulfato de amoniopueden descartarse ya que el pasaje de las muestras

por columnas de Sephadex 0-25 no altera los resultados. Todas las opera

ciones se llevan a cabo entre 0 y 4°C. Estas fracciones se someten a elec

troforesis en gel de poliacrilamida.

Purificación parcial gg la isoenzima de baja movilidad gg semillas germia“

22233 durante 3535 digg

La purificación de la isoenzima de fosforilasa de embriones obtenidos

de semilladas germinadas durante tres días se lleva a cabo de la siguiente

manera: se suspende la fracción que precipita entre 60 y 85 É de satura

ción con sulfato de amonio en buffer Tris-maleatc 0,010MpH: 7,4 que con

tiene DTT0,5mMy glicerol 15 fi. Se pasa la suspensión por una columna

(12 I 0,9 cm) de Sephadex 0-25 que se equilibra con el mismobuffer. Las



fracciones enzimáticamente activas se aplican a una columna (15 x 1,5 cm)

de DEAE-celuloea o DEAE-SephadexA-SO, previamente equilibrada con el ni:

mobuffer. La actividad enzimática se encuentra en las fracciones que se

eluyen primero. Éste tratamiento da comoresultado un aumento de unas

lO veces en la actividad específica, si se comparacon la del material

que se siembra en la columna. Las fracciones activas se eneayan para

actividad de amilasa, fosfatasa, branching y D-onzimacon resultados ne

gativos y se mantienen entonces a 4°C.

músculo gg 225312Pregaraci'n d fosforilasa g dN- .
Para su preparación se siguió el métododescripto por Cori y col.,

(1955). Se anestesia un conejo de l-l,5 Kg de peso con una inyección in

travenosa de 5 m1de pentobarbital sódico (80 mg/ml). Se sacrifica el

animal por decapitación, dejándolo sangrar. Se elimina la piel, se ex

traen los músculos de lae patas y del lomo, se pesan rápidamente y ee lle

va a O-4°C, siendo ésta la temperatura a la que se llevan a cabo todas las

operaciones posteriores.

la. etapa: se pasan los músculos dos veces por una picadora de carne y se

suspende inmediatamente en un volumen de agua destilada fría. Se agita y

se deja en reposo 10 minutos. Se filtra por una gasa y se recoge el fil

trado en frío. Se resuepende el músculo en un volumen de agua fría y se

deja nuevamente 10 minutas. Se vuelve a filtrar y se reeuspende nueva

1mente en ¿/2 volumen de agua. Se deja 5 minutos y se vuelve a filtrar.
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Se juntan todos los filtrados y se lleva a pH: 5,2 con electrodo de vidrio,

con ácido acético lN. Se centrífuga inmediatamente u 7.000 rpm durante

15 minutos. Él sobrenadante clero se filtra a través de papel Whatmann“l

plegado; el filtrado se lleve a pH; 6,8 con CO3HKsólido.

2a. etapa: Ba solución se precipita con 0,7 volúmenes de solución de sul

fato de amonio saturada a temperatura ambiente, de pH: 6,8. Se deja sedi

mentar durante la noche en heladera. Se descarta el sobrenadante y el

precipitado ee centrífuga a 9.000 rpm durante 20 minutos.

3a. etapa: El precipitado que contiene la fpsforilaea se pasa a una bol

sa de diálisis, lavándose los tubos de centrífuga con su mismovolumen

de agua. Se dializa contra 2 litros de agua destilada a la que se le agre

gan unos 2 ml de Tris-HC] 1MpH: 8,4 hasta que el pH final seu 7,4 y se

deja dializar durante la noche. El dializado se lleva a ZOmM2-mercap

toetunol y lmMEDTAy se lleva a pH: 8,8 con Tris base 2M. Se iecuha

durente l hora a 37°Cy luego se neutraliza con ácido acético IN hasta

pH! 7. Se elimina el precipitado que so forma por centrifugución a tem

peratura ambiente. A1 sobrenadante se la agrega 0,01 de su volumen de

AMP0,1M (llevado a pH: 7 con HONa10H) y 0,01 de en volumen de acetato

de magnesioII y se deja cristalizar en frío hasta el día siguiente. Se

recristaliza 4 Veces. Para ello se centrífuga 15 minutos a 14.000 r1m

1y sf) elimina el sobronaclunte. A1 precisitado .19 lo agrega ¡m volumm cu

'"v‘ 21‘ nbuffer gliccrcfoefato 0,00253 pH: 6,8, É-mercuptoetnnol 0,011 y J,.n



0,0005 Migual al volumen del aobrenadante eliminado. Se calienta a 37°C

para que ee disuelve bien y luego se centrífuga a temperatura ambiente

para descartar el sedimento que no se disolvió. A1 sobrenadante ae le

agrega nuevamente 0,01 volúmenes de AMP0,1 My 6,01 volúmenes de acetato

de magnesio l My se repite el procedimiento ya descrito. Luego se cen

trifuga y el precipitado que está constituido por microcrietales de la

enzima, se disuelve en 4 m1de buffer glicerofosfato pH: 6,8, 2-mercapto

etanol 0,0025 M, EDTA0,0005 M. Se agrega AMPy acetato de magnesio y se

guarda en heladera en un recipiente con hielo y en atmósfera de tolueno.

Se cambia el hielo del recipiente todos los días.

V- Ensayogg actividad gg foeforilasa l.gg.gt¿gg enzimas

1- Ensaxo_defoaforilasa

La mezcla de incubación, salvo agregados específicos, está compuesta

de 1a siguiente forma: 50 mmbuffer MES,pH: 6,1; amilopectina 0,05 fi;

10 mn Glu-l-P y 40 Pl de enzima (0,1 mg de proteína) en un volumen final

de 100 Pl. Las mezclas de reacción se incuban durante 15 minutos a 37°C.

La reacción se detiene por el agregado de 0,9 ml de TCA5 í. Se centrífu

ga y se mide el Pi liberado en el sobrenadunte. Una unidad de actividad

enzimática se considera igual a la cantidad de enzima que cataliza 1a li

beración de 1 Pmol de Pi on 1 minuto.

En algunos casos, cuando se mide la actividad de fosforilasa por in

corporación de [14C]glu003a a amilopectina, se agrega [14C]Glu-l-P a la



misma mezcla de incubación. La reacción se detiene por el agregado de me

tanol y el precipitado se colecta por centrifugación, se lava varias veces

con metanol y se suspende en 0,5 m1 de agua. Se coloca en capsoletas de

aluminio, se seca y se cuenta en un contador de flujo gaseoso (escalíme

tro).

2- Amilasa

Se mide usando como sustrato amilosa-azur, según el método de

Rinderknecht y col., (1967).

3- Enzima ramificante

Se mide esta actividad enzimática por el método de iodo-Clzca (Krisman,

C.R., 1962b).

4- grmnzima

Se determina su actividad por incubación de 1a preparación enzimática í

con H3 y buffer MES(100 mm, pH: 6,1) a 30°C y determinación de la gluco

sa liberada (Somogyi, u., 1952).

5- Fosfatasa

Se mide su actividad por incubación de la preparación enzimática con

fenilfosfato disódico y buffer MES(100 mM,pH: 6,1) a 37°C y valoración

del Pi liberado (Fiske y SubbaRow,1925).

VI—Electroforesis gg gel gg goliacrilamida

Se llevó a cabo sobre diferentes fracciones enzimáticas, siguiendo

el procedimiento de Ornstein (1964) y Davis (1964), ligeramente modificado.
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El tamaño del poro corresponde al de un gel que contiene 7 fi de acrilami

da. El buffer de los compartimientos anódico y catódico (Trie 0,042 M;

EDTA0,0017 My ácido bórico 0,05 MpH: 8,2) se aplica cuidadosamente so

bre la muestra llenando el resto de los tubos. La cantidad de fosforila

sa que se aplica sobre el gel varía de l a 2 miliunidades. La corrida

electroforética se desarrolla a 4°C con una corriente constante de 3 mA

por tubo, durante 3 horas aproximadamente. Después de la separación elec

troforática, se sacan los geles de los tubos de vidrio y se colocan en

una solución adecuada para coloración de proteínas o en una solución a

propiada para el revelado de actividad enzimática.

Reveladogg actividad fosforilásica ¿LEEgroteínas gg geles gg Eoliacri

lamida

Después de la electroforesis se incuba cada gel, durante 1a noche, en

una mezcla que contiene buffer citrato 0,1 MpH: 5,1; Glu-l-P 19 mMy co

mo"primers": fitoglucógeno 0,8 % o amilopectina 0,05 fi o amilosa 0,1 fl.

Se realizan simultáneamente incubaciones control en las que se omite el

éster fosfórico o el"primer"de la mezcla de incubación. Después de la in

cubación, los geles se lavan varias veces con agua destilada y se colorean

con una solución de Iz-IK en buffer acetato 0,2 MpH: 4,8 durante unos mi

nutos. Se lavan luego varias veces con solución diluída de ácido acético.

Para el revelado de proteínas, los geles se sumergenen una solución

de Amidoblack lOB en ácido acético 7 fi durante 30 minutos y se lavan luego



,.
/

hasta decoloración del fondo con ácido acético 7 %.

Los trazados densibométricos se llevan a cabo con un aspectrodengitó

metro LCC.

VII- Procedimientos analíticos

1- Proteínas: se determinan de acuerdo al método de Lowryy col. (1951).

2- Fósforo inorcánico: según el método de Fiske-SubbaRow (1925), cuyo prin

cipio es el siguiente: al fosfato es convertido o ácido fosfomolíbdico

en presencia de molibdato de amonio y de ácido sulfúrico 0,5 N. El á

cido fosfomolfbdico formado es reducido subsiguientamente por el ácido

l-amino, 2-naftol, 4-su1f6nico.

3- Azúcaroa totales: se valoran por el método de Dubois y col. (1956) que

mide azúcares totales, tengan o no el grupo reductor libro, o sea que

permite determinar azúcares simples, oligasacáridos y polisacáridos.

Se basa en la medición del color producido por astas sustancias cu nfio

ro tratan con ácido sulfúrico y fenol.

método do Somogyi (1952). E] mé4- Azúcar reductor: se detormina por el

todo se basa en el poder reductor de los azúcares sobre las salas

prioas dando compuestos cuprosos que reducen al ¿cido arsonomolíbdico

del reactivo de Nelson dando color azul.

los complejos iodo-polisacá

rido según a1 método do Yrisuan (19623) en la región entre ¿OO-TQOSquj'

)—Polisaoáriios: se miden los espectros ¿e

n o.
' C I.

Én general huy una corralución entre las car;cterí3ticas de_rqá1fíóuoí5n.u
o . .02...c



y el espectro de los conglejos iodo-polisacárido. Cuandola molécula

tiene una estructura más rumificada, el espectro del complejo tiene eu

longitud de onda máxima a una longitud de onda menor . Así, la amilosu

tiene un máximode absorción a 660 nmy muestra un intenso color azul con

iodo. La amilopectína tiene el máximode absorción a 530-550 nn y de color

rosado con iodo. El glucógeno tiene el máximoa 320-490 nmy da color a

marillo-marrón con el reactivo de iodo.

6- Cromatografía: para separación de azúcares se utiliza al papel Whatman

N01 en cromatografía descendente, utilizando comosolvente la mezcla buta

noltpiridinaaagua (43324) (Leloir y col., 1971). Los azúcares se visuali

zan con nitrato de plata alcalina (Trevelyan y 001., 1950).
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RESULTADOS

I- Electroferasis gg gg; gg goliacgilamida

La presencia de múltiples formas de fosforilaea en maíz dulce pudo de

mostrarse mediante la electroforesis en gel de poliacrilamida. Conel ob

jeto de identificar en forma precisa la porción de la semilla responsable

de la actividad enzimática, se separó embrión de endoeperma y se ensayo

actividad de foeforilasa en extracto crudo y en fracciones de sulfato de

amonio, como se describe en materiales y Metodos.

Extracto crudo: semilla inmndura

Comose ve en la fisura 3A, el zimograma correspondiente a semilla in

uedura entera presenta cuatro bandas con actividad fosforilásica. La fi

gure 3 ilustra ademáslos perfiles electroforáticos correspondientes a

embriones y a endoepermas aislados. En cl caso de embriones aislados 3

parece sólo una banda (Figure 3B), cuya velocidad de migración a: similar

a la de lu banda más lenta del zimograma de semilla entera (Figura 3A).

Por otra parte, el gel correspondiente al endoepermaaislado nuestra

tres bandas con movilidades semejantes a las de las banda; más anódicas

que aparecen en el zimograma de semilla entera (Fi¿ure 3C).

Extracto crudo: semilla madura c rminada

Sólo se observa actividad de foeforilasa en preparaciones de embrio

nes. No se encontraron bandas con actividad de fosforilasa en prepara

e endosper? .
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Figura }'- Representación esquemática de los zimogramasde fosforilaw

sa de semilla inmadura de maíz dulce (extracto crudo). A: Semilla entera;

B: embrión aislado; C: endosperma aislado. Se usó amilopectina como

"primer" en los tres casos. Se obtienen resultados similares cuando se

usa fitoglucógeno como "primer". Los resultados obtenidos en gel de pc?1«

acrilamida no varían si se incluye el "primer" en el gel durante la políme

rización.
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Los resultados obtenidos con extractos crudos de embriones durante

distintos períodos de germinación se muestran diagramáticamente en la

figura 4. Aparece una banda de muybaja movilidad, intensamente colo

reada que alcanza un máximode color tres días después del comienzo de la

germinación y luego disminuye y tiende a desaparecer hacia el sexto día

de germinación. En la mitad superior del gel puede observarse una banda

adicional, cuya intensidad aumenta a medida que progresa la germinación

(Figura 4).

Precipitación fraccionada Egg sulfato gg amonio

Semilla inmadura

La figura 5Amuestra el zimogramecorrespondiente a la fracción de

extracto de semilla entera que precipita entre 25 y 45 fi de saturación

con sulfato de amonio. Tres bandas intensamente coloreadas, con veloci

dades de migración intermedias pueden apreciarse en el zimogramacorres

pondiente.

Por otra parte, el número de bandas con actividad enzimática aumenta

hasta siete en la fracción que precipita entre 45 y 80 fl de saturación

con sulfato de amonio. De este conjunto se destacan, por ser más inten

aumente coloreadas, las de los extremos: la más anódica y la más catódi

ca. Las bandas restantes, en la zona intermedia, son más débiles (Fisu

ra SB).

Semilla madura germinada
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Figgga A_- Representación esquemática de zimogramasde fosforilasa de

embrión de semilla madura germinada (extracto crudo). Los días de germiv

nación se indican debajo de cada gel. "Primer": amilopectina, fitogluc6—

gano o amilosa.



A,B

Figura5 ‘Proteinaamaszimoamastrazadosdensitométricosdelasisoenzimasde

_,

fosforilasaenpreparacionesdesemillainmaduraentera.A:Fraccióndesulfatodeamonio queprecipitaentre25y45fidesaturación.B:Fraccióndesulfatodeamonioqueprecipi taentre45y80fidesaturación.Fitoglucógenofuéusadocomo"primer"enamboscasos.. Seobtienenidénticosresultadosconamilopectinacomo"primer".pzproteinograma;zzzimograma.

_43
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Las figuras 6 y 7 muestran los resultados obtenidos mediante el

fraccionamiento con sulfato de amonio del extracto crudo correspondiente

a embriones de semilla germinada (No hay actividad en endosperma obser

vable con nuestra metodología).

Encontramosuna sola banda de fosforilasa en la fracción que preci

pita entre 25 y 45 fl de saturación con sulfato de amonio, en todo el po

ríodo de germinación estudiado, con cualquiera de los "primers" utiliza

dos: fitoglucógeno, amilopectina o amilosa (Figura 6‘. La única diferen

cia quo registramos se refiere al color de la banda. Con amilosa como

"primer" el color de 1a banda es azul durante todo el período ensayado,

mientras que cuando se usa fitoglucógeno o amilopectina como "primers",

el color de la banda varía con el intervalo de germinación: de un azul

claro al primer día cambia a una tonalidad marrón oscura hacia el tercer

y cuarto día y pasa luego a un azul intenso hacia el octavo día (Figura 6‘.

Por el contrario, el diagrama de separación electroforética que se

fi de saturación conobtiene con la fracción que precipita entre 45 y 80

sulfato de amonio, varía significativamente con el tiempo de germinación.

Alcanza un máximode bandas (tres o cuatro) a los tres días de comenzada

la germinación y luego disminuye el número do bandas obeervable en el zi

mograma. Al tercer día se visualizan dos bandas azules intensamente co

loreadas, localizadas cerca del extremo cutódico, ya sea utilizando ami

lopcctina o fitoglucógono como "primers" (Figura 7, A3). Estas bandas
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Falange _6_- Representación esquemática de los zimogramas de fosfor1'—

lasa del embrión de semilla madura germinada {Fracción que precipita

entre 25 y 45 de saturación con sulfato de amonic»). Los días de ¿ora

minación se indican debajo de cada gel. "Primer"t amilopectina, fi ton

gl ucógeno o amilosa
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Figgga 1_—Representación esquemática de zimogramas de Ja fosfo«

rilasa del embrión de semilla madura germinada (Fracción que precipim

ta entre 45 y 80 % de saturación con sulfato de amonio). Los días ¿e

germinación se indican debajo de cada gel. "Primer" en A: amilopec»

tina o fitoglucógeno; en B: amilosa.
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disminuyen en intensidad a medida que se desarrolla el embrión y no ee ob

servan más hacia el octavo día (Figura 7, A1 y A8).

El perfil electroforético que se obtiene con amilosa como"primer"

es algo distinto, difiriendo a partir del tercer día. La banda de baja

movilidad es más débil en este caso y pueden observarse dos bandas adi

cionales muydébiles (Figura 7, B3).

En la figura 8 se comparan los zimogramas con los proteinogramas co

rrespondientes a semillas inmaduras y a embriones de semillas germinadas

durante tres días (fracciones de 25-45 fl y 45-80 fi de saturación con sul

fato de amonio).

No se encontró actividad de fosforilasa en ninguna de las preparacio

nes ensayadas con maltosa pura como "primer" o en ausencia de "primer".

Resumiendo, en el embrión durante la germinación aparece una isoenzi

ma de fosforilasa aparentemente específica, dado que no se encuentra ni

en endosperma ni en embrión de semilla inmadura o de semilla sin germinar.

En consecuencia, emprendimosel estudio de estaisoenzima típica del em

brión en germinación.

II- Purificación parcial 22.15 isoenzimagg fosforilasa gg embrióngg sg

milla gg maíz dulce gg tres días gg germinación

En Materiales y Métodos describimos 1a técnica de purificación de la

isoenzima de embrión de semillas germinadas durante tres días. Los datos

obtenidos en las distintas etapas se indican a continuación.
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F1‘-ag -Comparaciónentreloszimogramasylosproteinogramasdesemillainmaduray

embriónaisladodesemillaalostresdíasdegerminación.A:zimogramadesemillainmadura (izquierda)ydeembrióndasemillaalostresdíasdegerminación(derecha)(Fracciónque precipitaentre25y¿5fidesaturaciónconSO¿(FH4)2);B:proteinogramasyzimogramasdese millainmadura(izquierda)ydeembrióndesemillaalostresdíasdegerminación(derecha).

.ptproteinograma;zszimograma

fidesaturaciónconSO4(NH4)2I

(Fracciónqueprecipitaentre45y50
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Si tratamos una preparación de extracto crudo con sulfato de amonio,

mío del 80 fl de la actividad de la isoenzima de embrión de semilla germi

'J‘nada pasa a 1a fracción que precipita entre 60 y 85 Í de saturación. us

(4 e precipitado se disuelve en buffer Trie-maleato lO m3, BTT0,5 mx, cli

cerol 15 fl pH: 7,4 y con una alícuota (aproximadamente 12 mg de proteína)

se carga una columna de Sephudez 0-25, equilibrada previamente con el mis

mobuffer, para eliminar ol sulfato de amonio. Una alícuota del eluído

de Sephadez 6-25 (aproximadamente 10 mg de proteína) se siembra en una

columna de DEAE-celulosa equilibrada previamente con el mismobuffer. la

muestre sembrad' sc eluye con un gradiente lineal de ClNa (de 0 a G.4 K)

preparado con el mismo buffer, previo lavado de la columna con 20 m1 de

buffer. Se recogen fracciones de 2 ml, siendo el volumen total de eluclón

de 120 ml. Bajo estas condiciones, la isoenzima de fosforilasa dc embrión

se eluye en las primeras fracciones, sin adsorberse (Figura 9). La acti

vidad ospecífica y total do la isoenzima do fosforilasu antes y después

del pasaje a través de la columna de DRAE-celulosa, se resumen en la Ta

bla IV.

La enzima se eluye de la columna de DEAE-celulosa con una actividad

específica máximade lO nmoles por minuto y por mg de proteína. Éste va

lor ca unas 15 veces mayor al correspondiente para la enzima que eluye ¿e

Sephxdex 6-25. Después de la etapa de DEAE-celulosa la enzima se vuelve

muy inestable: al cabo de una semana a 4 °C pierde el 100 fl de la actividad.
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2 - Perfil de aluvión de la isoenzimade fosforilasa de embrión

de semilla de maíz dulce germinada durante tres días, de una. columna de

cromatografía en PELAEZ-celulosa.—0-O-: actividad enzimática; u-O-Ontprcteína.
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Figura ¿Q - Electroforesis en gel de políacrilamida de la isoenzima de

fosforílasa de embrión de semilla de maíz dulce, germinada durante tres

días (etapa de DEAE-celulosa). Se revela actividad enzimática. Las con»

‘Rd’4:6"diciones de electroforesis y coloración se describen en Enteriales y

todos.L/
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Si se congelan los eluídos activos de DEAE-celulosa, se pierde más del

"x90 de la actividad en dos días.í‘.1

Geles de poliacrilamida efectuados con la fracción activa de DEAE

celulosa dan una sóla banda de actividad de fosforilasa (Figura 10). La

obtención de una fracción parcialmente purificada con una única actividad

de foeforilasa (la correspondiente a la ieoenzima de embrión de semilla

germinada) nos permite estudiar sus propiedades cinéticas, así comosu

mecanismode acción con diferentes "primers".

Tabla IV- Purificación parcial gg ¿a isoenzima gg fosforilasa gg embrión

gg semilla Egrminadalgg maíz dulce

, Actividad específica Actividad totalFrac01ones
nmolee/mdn/mgde proteína nmoles/min

Sephadax G-25 0,65 8,5

DRAE-celulosa 10 17,5

III- Propiedades gg la enzima

1- Requerimientoq 2252 ¿a actividad enzimática

Si medimosln actividad de la ieoenzima de fosforilasa de embrión de

semilla madura de tres días de germinación (etapa de DEAD-celulosa; fi

gura 10) en la dirección de síntesis utilizando la mezcla de incubación



standard:

G1u-láP 10 mM

Buffer MES pH: 6,1 50 mM

Amilopeotina 0,05 g fi

Proteína enzimática 0,1 mg

la cantidad de Pi liberada es proporcional al tiempo de incubación y a la

concentración de proteína enzimática (Figuras ll y 12).

La enzima no requiera cationes para eu actividad. En la figura 13

graficamos actividad enzimática en función de distintos valores de pHen

la mezcla de incubación. La actividad máximase observa alrededor de pH:

6,1 con buffer MES. El buffer itrato usado en la medición de actividad

de la mayoría de las fosforilaeas conocidas de origen vegetal, tiene un

efecto ligeramente inhibitorio (Figura 13‘. El pH óptimo encontrado pa

ra la enzima de embrión de semilla de maíz dulce germinada es algo menor

que el encontrado para la fosforilasa de endoeperma de semilla inmndura

de maíz dulce, que está en el rango de 6,3-6,5 con buffer citrato

(Lavintman y 001., 1972). El valor que encontramos es también inferior

al de los valores de pH óptimos para fosf rilasas animales (Cori y 001.,

1943).

La estabilidad a varias temperaturas fué ensayuda para le fosforilasa

de embrión y los resultados ee muestran en la figura 14. Por encima de

50°C la enzima retiene sólo un 50 fl de la actividad.
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150 1

P¡LIBERADO(nmoles)
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n ¡—
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MINUTOS

Figura 11 - Pí liberado en función del tiempo de incubación. la mex“

ela de reacción contiene los miligramos de proteína que se indican en cada

caso. Las demás condiciones experimentales se describen en materiales y

Métodos.
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Figggafllgv- Relación de la actividad enzimática con 1a concentración

de proteína. Los nmoles de Pi liberados por minuto de incubación (vaina

cidades iniciales) se grafican en función de los miligramos de proteína

Las condiciones experimentales 38 especifican en materialesen el ensayo.

y Métodos.
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Figura ¿1 - Actividad de fosforilasa en función del pH. Se ensaya en

presencia de buffer MES50 mM(-O-O-) o buffér citrato 50 mL!(-0-Ow) o bum

ffer tricina 50 mm(-u-u-) a los valores de pHindicados en el gráfico.

Las demás condiciones se describen en Materiales y Métodos.
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TEMPERATURA (oc)

Figgga ¿A —Curva de inactivación por temperatura. Todos los com

ponentes de la mezcla de reacción, excepto el Glu-l-P, se preincuban

durante 15 minutos a la temperatura indicada en abscisas y luego se a

grega el G1u-1-P y se incuba a 37 °C durante 15 minutos.
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2- Eodificadores enzimáticos

Se ensayaron numerosas sustancias con el propósito de encontrar algún

compuestoactivador de esta isoenzima de fosforilasa. Se midió actividad

en presencia de: fluoruro de sodio, AMPcíclico y AMP. Algunas de estas

sustancias son activadoras de fosforilasas de origen animal; sin embargo,

no obtuvimos efecto con la enzima de maíz dulce.

IV- Cinética

El efecto de la concentración de Glu-l-P sobre las velocidades de

reacción (Velocidades iniciales, ver figura 15) puede verse en la figura

16. Las figuras 17 y 18 ilustran el efecto de la concentración de amilo

pectina y fitoglucógeno, respectivamente, sobre las velocidades iniciales

de reacción. En las figuras 16, 17 y 18 se representaron además los datos

experimentales según Lineweaver y Burk (1934). De estos gráficos se des

prende que en la síntesis de las uniones c>(-(l—+4), ambossustratos: Glu-l-P

y el "primer" (amilopectina o fitoglucógeno) se comportan comosustratos

normales respecto a su combinación con la enzima. En las condiciones ex

perimentales aplicadas, las constantes de Michaelis (Km)son, para 1a

Glu-l-P: 1,77 I 10'3 M, para amilopectina: 0,22 1 1G"5My para fitoglucó

seno: 14,9 x 10'"5 K. La molaridad de los valores de Kmpara los polisacá

ridos está expresada en grupos finales, suponiendo un 9 fl para fitoglucógc

no y sus dextrinas y 4,5 fi para amilopectins y su deztrina.
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El valor del Kmhallado para la Glu-l-P es menor que los publicados pa

ra fosforilasa de endospermade semilla inmadura (Lavintman y col., 1972),

tubérculo de papa (Lee, Y.P., 1960; Browny Cori, 1961), hígado y músculo

(Brown y Cori, 1961).

Comose ve en la Tabla V, a igual concentración en peso, el fitoglucó

gano es el mejor aceptor, debido presumiblemente a la mayor proporción de

grupos terminales no reductores. Cuandola actividad con fitoglucógeno

se considera arbitrariamente como100, la velocidad de 1a reacción con a

milopectina es de 76 í y la de amilosa, 42 fi. La dextrina 4)-límite de

fitoglucógeno es el aceptor maseficiente entre las dextrinas de fitoglu

cógeno ensayadas. Su actividad es de 78 fi mientras que la dextrina p-—

límite y la dextrina ÓJB tienen velocidades de reacción relativamente
menores.

Comosucede con otras fosforilasas (Lavintman y col., 1972), la malto

sa pura no sirve como"primer". Las muestras comerciales contienen sufi

ciente M3comopara ser activas (Lehrfeld, J., 1971). Sin embargo, cuan

do las ramas externas del fitoglucógeno se reducen a dos residuos de glu

cosa como en la dextrina SÉJZJ de fitoglucógeno, pueden actuar como

sustratos aceptores.

La H3 es el maltooligosacárido más corto que sirve comoaceptor de

glucosa de la Glu-l-P (Bailey y 001., 1950; French y Wild, 1953; Whelan

y Bailey, 1954). Las velocidades de reacción con oligosacáridos aumentan
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TABLAV- Actividad _d_e_fosforilaea gg embrión gg semilla Erminada _d_emaíz

21.122

Sustrato Concentración Porciento de la velo

«w 312221322222“

Fitogluoógeno 0,5 100

Amilopectina 0,5 76

Amilosa 0,5 42

Dextrina (¿-límite de fitoglucógeno 0,5 46

Deztrina Ó-límite de fitoglucógeno 0,5 78

Dextrina SÉ, (JJ de fitoglucógeno 0,5 58
Haltotrioea 0,22 26

Maltotetraosa 0,31 42

Máltoheptaosa 0,60 48

iso-Haltopentaosa 0,37 26

Las condiciones experimentales son las del ensayo standard descripto

en Materiales y Métodos, excepto la concentración del "primer", comose

indica en cada caso.
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con el.aumento del largo de cadena desde M3a M7 (Whelan y Bailey, 1954).

En las figuras 19, 20, 21, 22, 23, 24 y 25 representamos actividad

enzimática en función de la concentración de los distintos "primers", man

teniendo constante la concentración del sustrato dador de glucosa, la

Glu-laP. Las curvas que se obtienen son hiperbólicas en todos los casos,

clásicas de los sistemas michaelianos. Los datos experimentales obteni

dos en cada caso fueron graficados según Lineweavur y Burk (1934) e in

sertados en cada una de las figuras, respectivamente. Los parámetros

cinéticos obtenidos de estos gráficos para los diferentes "primers" ensa

yados se resumen en la Tabla VI. De los datos expuestos en la Tabla es

evidente que 1a enzima tiene buena afinidad por amilopectina y su dextri

na (g-límdte, una afinidad menor por fitoglucógeno y una menor aún por

las dextrinas p-límite y (¿-límite de fitoglucógeno.

Es interesante compararlas afinidades por los malto-oligosacáridos

y por fitoglucógeno, amilopectina y dextrinas derivadas, con ramas externas

de longitud similar. El Kmpor M3ee unas 6 veces menor que para la dex

trina (3-1ímite de fitoglucógeno (largo de cadenas exteriores do 2-3
unidades de glucosa). Relacionados en forma similar están los valores de

Kmde H4 y de la dextrina Só-límite de fitoglucógeno (largo de cadenas

exteriores de 4 unidades de glucosa). La afinidad de la enzima por cade

nas de 7 residuos de glucosa (H7) es mayor que la observada para el fito

glucógeno (largo de cadenas exteriores de 7-9 unidades de glucosa). La
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TABLAVI- Constantes cinéticas gara diferentes "Brimers"

Los valores de Kmpara los polisacáridos se expresan en grupos fina

les, suponiendo aproximadamente 9 fi para fitogluoógeno y sus dextrinas y

4,5 fl para amilopectine y su dextrina.

Km x 105 vmáz

"Primer" (Molaridad en (moles de Pi
grupos finales) liberados/min)

Amilopectina 0,22 18

Deztrina P-límite de amilopectina 0,05 4,7

Fitogluoógeno 14, 9 94

Dextrina P-límite de fitoglucógeno 31,2 7,1

Dextrina fi-límite de fitoglucógeno 39,5 _

Maltotriosa 5.5 6,5

Maltotetraoea 6,7 4,9

Maltoheptaosa 0,04 5,3

Isomaltopentaoea 0,76 4,3
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afinidad de los oligosscáridos aumenta con el aumento de la longitud de

la cadena glucosídica desde K3 a NH.

De igual modo, cuando se compara el fitoglucógeno con su dextrina (3

límite o con su dextrina gs-limite, la afinidad aumenta con el aumento

en la longitud de sus ranas exteriores (Tabla VI). El efecto de las ramas

exteriores sobre la afinidad parece ser bastante diferente en el caso de

amilopectina y su dextrina fa-límite. El valor del Kmpara esta últinn

es menor y resulta del mismoorden que para la Eh. Es probable que la

estructura más lala de la dextrina de amilopectina permite que todas sus

ramas exteriores actúen como"primer", a pesar de las ramificaciones.

La alta afinidad por iso-M5estaría a favor de esta hipótesis. Estos re

sultados indican que el núcleo central del polisacárido tendría una gran

influencia sobre la afinidad de la enzimapor las ramas exteriores.

La Tabla VII compara las constantes de Micheelis para diferentes acep

tores con los datos publicados para fosforilasa de endospermade semilla

inmsdura de maíz dulce y tubérculo de papa y almidón sintetasas. Los Km

de la fosforilasa de embrión de semilla germinada de maíz dulce para ami

lopectina, fitoglucógeno y dextrina p-dimúte de amilopectina son diferen

tes de los valores encontrados para la fosforilasa de endospermade semi

lla inmadura de maíz dulce (Lavintman y col., 1972). La enzima de embrión

tiene cuatro veces más afinidad por amilopectina que la enzima de endos

perma y 18 veces más afinidad por amilopectina que la fosforilasa de tubércu
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TABLAVII- Coggaración gg loe valores gg_gm gara diferentes aceptoree gg

fosforilaeae gg Elantas ¡“gg almidón aintetaeae

Km(molaridad en grupos finales) x 105

Enzima Amdlo- Fitoglu- Glucógeno Dertrina -lím1te de
pectina cógeno animal ¡7

Amilopec- Fitoglur
tina cógeno

Foaforilaea de 0,22 14,9 - 0,04 0,05 31,2
embrión

Foaforilaaa de 0,85 21 110 - 0,6 20

endoeperma

Fosforilaea de 4 - 71 19 - 

Papa

Almidónsintetaea 75 110 - - - 
de maíz dulce

Almidón aintetasa - 39 90 — - - 

de papa

Los valores de Kmae expresan en frupos finales, suponiendo aproxima

damente un 9 fi para fitogluoógeno y un 4,5 í para amilopectina.

Los valores de Kmde foeforilasa de endoeperma son de Lavintman y 001.,

(1972); los de almidón eintetaaa de maíz dulce y de foeforilaea de papa pa

ra glucógeno animal son de Frydman y Cardini (1965) y loe de almidón sinte

taea de papa, de Frydmany Cardini (1966). El Kmde fosforilasa de papa pa

ra amilopectina ee de Browny Cori (1961) y Lee, y.P, (1960)
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lo de papa. El Kmpor fitoglucógeno de la enzima de embrión es ligera

mente menor que el correspondiente Klnde la tosforilasa de endosperma.

Los valores de Kmpara amilopectina comopara fitoglucógeno de am

bas fosforilasas de maíz dulce (embrión de semilla germinada y endosper

ma de semilla inmadura) son menores que los valores publicados para am

bos polisacáridos aceptores, de almidón sintetasa (Frydmany Cardini,

1965; 1966).

Por otra parte, resulta de interés destacar que la afinidad de la

enzima de embrión por M7es más de 500 veces la afinidad de la fosforilasa

de tubérculo de papa por el mismooligosacárido (Tabla VII).

V- Inhibidores

Varios nucleótidos y nucleótidos azúcar agregados a la mezcla de in

cubación, inhiben la actividad fosforilásica de la isoenzima de embrión de

semilla germinada de maíz dulce, comose indica en la Tabla VIII. Se en

contró que el ABF-glucosa y el UDP-glucosa eran los mejores inhibidores

de la actividad de fosforilasa de embrión de semilla germinada. La enzi

ma es inhibida un 58 f por ABF-glucosa 5 mMy un 40 fi por UDP-glucosa 5 mu.

Estos nucleótidos azúcar se comportan cinéticamente comoinhibidores del

tipo no-competitivo (Figuras 26 y 27).

La enzima de endosperma inmaduro es también inhibida por ABF-glucosa,

pero desde el punto de vista cinética se comporta comoun inhibidor de ti
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TABLAVIII- Efecto 9.2 nucleótidos 1 nucleótidos-azúcar

Las condiciones son las descriptas en Materiales y Métodos, incluyen

do 0,12 nmoles de 140 Glu-l-P (42.000 cpm) en la. mezcla de incubación.

La actividad en ausencia de agregados se toma igual a 100.

140 gluco se

Agregados emugración incorporada Actividad
cpm

¡p - 4.007 100

m 5 3.973 99.1

Am» 4,6 2.638 65,8

ATP 5 3- 129 78

All? cíclico 3,1 4.327 108

UM? 5 4.141 103

UDP 5 3.210 80,1

UTP 5 2.824 70,4

EDP-glucosa 5 1. 683 42

UDP-gluco sa 5 2. 405 60
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po mixto, afectando 1a velocidad máximay el Km(Lavintman y 001., 1972).

Por otra parte, la enzima de endcsperma de semilla inmadura es menos sen

sible a la inhibición por UDP-glucosa.

La fosforilasa de E.coli es también inhibida por ABF-glucosa(Tsai y

Nelson, 1969b) y Hadsen (1961) propuso un mecanismoregulatorio para la

síntesis de glucógeno basado en la inhibición por UDP-glucosade la fos

forilesa de músculo y de Agrobacterium.

La actividad de foeforilaea de le isoonzimz de embrión de semilla ger

minada fue también medida en presencia de cantidades crecientes de citra

to de sodio en la mezcla de reacción, pues habíamos observado en ensayos

previos que la actividad enzimática medidaen presencia de buffer citrato

era anormalmente baja. La Tabla IX muestra que la actividad enzimática

disminuye marcadamentepor efecto del ión citrato (unas veinte veces a u

na concentración de 0,15 M). Este efecto es opuesto al observado para

las almidón sintetaeas, tanto soluble comoparticulada, donde el citrato

produce una activación de más del 250 Ñ (Tabla IX). Las concentraciones

de citrato usadas en este trabajo fueron muchomenores que las empleadas

por Ozbuny col. (1971) para activar la almidón sintetasa de semillas de

maíz wazy. En este trabajo usamosconcentraciones fisiológicas de citra

to (Long, 0., 1961).

Ya se había demostrado que el citrato activa la enzima ramificante

de maíz dulce que tiene comosustrato la amiloaa (unas cinco veces a
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TABLAIX- Efecto gg concentración gg iones citrato sobre lun actividades

gg foaferilggg l_almid6n sintetaea gg embrióngg semilla garmi

nada gg maíz dulce

Actividad de
Concentración de ión citrato

AlmidónaintetasaflM Fosforilaaa
Particulada Soluble

0 100 100 100

5 92 — 110

10 85 - 120

20 - 200 —

50 32 250 187

100 24 310 255

150 5 - _

Las condiciones de ensayo de fosforilasa se describen en Materiales y

Métodos. Las almidón sintetasas soluble y particulada se preparan y ensa

yan por los métodos descriptos por Cardini y Frydman (1966). La actividad

en ausencia de iones citrato se toma igual a 100.



0,15 H) (Lavintman, N., 1966). El efecto opuesto de citrato que uctúa

por un lado sobre la almidón eintetaea y la enzima ramificante activando

y por otro lado sobre fosforilasa inhibíendo, y la inhibición de fosfcri

lasa por ¿DP-glucosa (el principal sustrato de ambasalmidón sintetasas,

soluble y particulada), eugeriría que estos metabolitos podrían estar in

volucrados en un mecanismode control de síntesis de almidón.

VI- Mecanismg gg acción

Se estldió el mecanismode alargamiento de las cadenas exteriores de

los polisacáridoe por acción de la fosforilasa de embrión de semilla de

maíz dulce de tres días do germinación, según la técnica de Whelan y

3ailey (1954), usando el método de Krieman (19623) para la determinación

del espectro con iodo. Se probó que con aceptoree de peso molecular y es

tructura diferentes, la introducción de nuevas unidades de glucosa en la

cadena tiene lugar a distintas velocidades. Puede ocurrir que el largo

de cadena de sólo una molécula aceptara aumente mediante una molécula de

fosforilasa y no haya transferencia sobre otras moléculas aceptoras. En

estos casos la reacción de síntesis ocurre según un mecanismode "cadena

única" (single-chain), lo que da por resultado un1 mezcla de cadenas de

largos muydistintos. En otros casos, los largos dc cadena de todas las

moléculas aceptorae aumentan a igual velocidad, o seu, las unidades de

glucosa se transfieren a cada molécula a igual ritmo. És e mecanismose



designa comode "cadena múltiple" (multi-chain) y da comoresultado una

familia de cadenas de largo homogéneo. Existen esquemas intermedios

(French, D., 1961) y todos son el resultado de diversos factores, comola

distinta afinidad del sustrato por la enzima o de la adsorción de le cn

zima al sustrato cuando éste tiene un peso molecular alto.

Hemosestudiado cuál es el tipo de alargamiento con cadenas exterio

res de dos, tros y cuatro unidades de glucosa comoocurre en las dextri

nas pJ’B de fitoglucógeno, límite de fl-amilaaa de amilopectina y de

fitogldcógeno y límite de fosforilasa de fitoglucógeno, respectivamente

y comparamos los resultados con los obtenidos con M3, M4y M7y con los

respectivos polisacáridos normales. Ese tipo de dextrinas con cadenas

cortas de no más de tres unidades pueden formarse "in vivo" por acción de

la (5—umilasao de la enzima ramificanta (Enzima Q) ei éste actúa en for

me análoga a la de hígado (Verhue y Here, 1966). La influencia de los

largos de cadena sobre la afinidad en la fosforilasa de tubérculo de papa

ha sido estudiada por De Souza y Cardini (1967) quienes 11e51ron a la con

clusión que el alargamiento de cadena tiene lugar vía un mecanismode "ca

dena única" en el caso de M3, un mecanismo intermedio cn el caso de M4y

uno de "cadena m'ltiple" en el caso de M7. La introducción de nuevas uni

dades de glucosa ocurre vía un mecanismo de "cadena única" en el caso de

ieo-maltooligosacáridos, por uno de "cadena múltiple" en el caso de amilo

pectina y por un macunismode "cadena única" en el caso de 13 dextrina
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G>-1ínit9 de umilopoctina (De Souza y Cardini, 1967).

La foslorilasa de tubérculo de papa produce alargamientos del tipo de

'budena múltiple" sólo con "primers" eficientes comoumilopeotina (Whelan

y Bailey, 1954). Resultados similares so obtuvieron con fosforilasa b de

músculo y glucógeno como "primer" (Parodi y 001., 1970). Banks y col.

(1970) sugirieron que sólo algunas de las cadenas exteriores del glúcógano

actúan como"primers" de fosforilasa produciendo así cadenas largas sobra

v co]. (1972) encuenula superficie molecular. Por otro lado, Lavintman

tran que para la fosforilasa de endosperma de semilla inmadura de maíz

dulce el alargamiento es del tipo de "cadena múltiple" para amilopectina

así comopara fitoglucógeno, gluoógeno y dextrinas fi -límite de amilopoc

tina y fitoglucógeno.

Los resultados que obtuvimos con 1a isoenaima de fosforilasa do em

brión de semilla germinada de maíz dulce con oligosacáridos de M3, M4y

M7se ilustran en las figuras 23, 29 y 30. Los datos están u favor de un

esquema de alargamiento de tipo "cadena múltiple". El típico mecanismo

de "cadena única" descripto para la fosforilasa de tubércul: de papa en

presencia de "primers" ineficientes (Whelany Bailey, 1954; De Souza y

Cardini, 1967) no se observa en estos casos.

Los iso-maltooligosacáridos son utiliïados comoJustratns a semejanza

de loque ocurre con la fosforilasa de tubérculo de papa (Do Saura y

Cardini, 1967), pero a diferencia do lo que ocurre con 1a almidón sinte

tasa de papa (Frydman y Cardini, 1966)
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Figgga 3Q —Mecanismo de alargamiento. Curvas de absorbancia de los

productos de la síntesis con M3como "primer", con iodo. La mezcla de

reacción standard contiene 0,04 Pmoles de M3. A los tiempos de incubación
indicados en cada curva, se determinan el Pi liberado (Fiska y SubbaRow,
1925) y las curvas de absorción (Krisman, C.R., 19623). El número de resi

duos de glucosa incorporados en cada caso se calcula según Whelan y Bailey

(1954) y se indica entre paréntesis.



-86

60 min (4)

30 min 3)

I

ABSÜRBANCIA

o L '
400 500 500

LONGITUD DE ONDA (nm)

Figgga gg —Mecanismode alargamiento. Curvas de absorción de los

productos de la síntesis con Ma como "primer", con iodo. La mezcla de

reacción standard contiene 0,03 Pmoles de M . A los tiempos de incuba
ción indicados en cada curva se determinan el Pi liberado (Fiske y
SubbaRow,1925) y las curvas de absorción (Krisman, 0.3., 19623). E1 nú

mero de residuos de glucosa incorporados en cada caso se calcula según

Whelany Bailey (1954) y se indica entre paréntesis.
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Figgga ¡Q - Mécanismode alargamiento. Curvas de absorción de los

productos de la síntGSiS con Mficomo "primer", con iodo. La mezcla de

reacción standard contiene 7 nmoles de Mi. A los tiempos de incubación
indicados en cada curva se determinan el P liberado (Fieke y SubbaRow,i
1925) y las curvas de absorción (Krisman, C.R., 19623). El número de

residuos de glucosa incorporados en cada caso se calcula según Whelany

Bailey (1954) y se indica entre paréntesis.
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La amilopnctina, al igual que el fitoglucóceno dan un nsquomutípico

de "cadena múltiple" (Figuras 31 y 32) indicando que todas las cadenas

son buenos aceptoros de glucosa. Del mismomodo, las deztrinas límite

con largo de cadenas exteriores de 2-4 unidades comomáximo(French, 3.,

1960) dan esquemas de "cadena múltiple" (Figuras 33, 34 y 35), iguales

a los que exhiben los oligosacáridos de igual número de unidades de gïu

cosa. Si suponemosque sólo las cadenas exteriores sean las aceptoras

tendríamos para éstas y para H3, M6y M7un mismo tipo de alargamiento

(Tandecarz y 001., 1973)
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Fígggaiil - Mbcanismode alargamiento. Curvas de absorción de los
productos de la síntesis con amilopectina como "primer", con iodo. La

mezcla de reacción standard contiene 5 Pg de amilopectina. A los tiem
pos de incubación indicados en cada curva, se determinan el Pi liberado
(Fiske y SubbaRow,1925) y las curvas de absorción (Krisman, C.R., 19623).

El número de residuos de glucosa incorporados en cada caso se calcula

según fihelan y Bailey (1954) y se indica entre paréntesis.



008 - 90mm (19) 
J

0,04

ABSÜRBANCIA

0 Í l

400 500 500

LONGITUD DE ONDA (nm)

Figgga lg o Mecanismode alargamiento. Curvas de absorción de los pro
ductos de la síntesis con fitoglucógeno como "primer", con iodo. La mez

ola de reacción standard contiene 25 Pg de fitoglucógeno. A los tiempos de

incubación indicados en cada curva se determinan el Pi liberado (Fiske y
SubbaRow, 1925) y las curvas de absorción (Krisman, C.R., 19623). El númea

ro de residuos de glucosa incorporados en cada caso se calcula según Whulan

y Bailey (1954) y se indica entra paréntesis.
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Figgga Jl - mecanismode alargamiento. Curvas de absorción de los

productos de la síntesis con la dextrina F-dímite de fitoglucógeno
como "primer", con iodo. La mezcla de reacción standard contiene 3,2 Pg

de dextrina (5-1ímit9 de fitoglucógeno. A los tiempos indicados en cada

curva se determinan el Pi liberado (Fiske y SubbaRow,1925) y las curvas
de absorción (Krisman, 0.3., 19623). El número de residuos de glucosa

incorporados en cada caso se calcula según Whelan y Bailey (1954) Y SB

indica entre paréntesis.
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Figgga ¿A —Mbcanismode alargamiento. Curvas de absorción de los

productos de la síntesis con la dextrina q)—1ímitede fitoglucógeno

como "primer", con iodo. La mezcla de reacción standard contiene 41 Pg
de dextrina —1ímitede fitoglucógeno. A los tiempos indicados en ca

da curva se determinan el Pi liberado (Fiske y SubbaRow,1925) y las
curvas de absorción (Krisman, C.R., l962a). El número de residuos de

glucosa incorporados en cada caso se calcula según Whelany Bailey (1954)

y se indica entre paréntesis.
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Figggaüáï —MBcanismode alargamiento. Curvas de absorción de los

productos de la síntesis con dextrina ,fi de fitoglucógeno como

"primer", con iodo. La mezcla de reacción standard contiene 1,7 Pg de

dextrina (P45 de fitoglucógeno. A los tiempos indicados en cada
curva se determinan el Pi liberado (Fiska y SubbaRow,1925) y las cur
vas de absorción (Krisman, 0.3., 1962a).



DISCUSION

Electroforesis gg ¿El gg goliaorilamida

Los datos presentados en este trabajo señalan que la distribución y

características de las isoenzimas de fosforilasa de maíz dulce, variedad

GoldenBantam,varian en los distintos estadios del desrrollo de la semi

lla, desde el grano al estado inmadurohasta la semilla en germinación.

La distinta distribución en endospermay en embrión reflejaría un aspec

to del metabolismo de ambos tejidos. Se conoce que tanto en el embrión

comoen endospermatiene lugar una activa síntesis de proteínas y en es

pecial de ciertas enzimas durante las primeras etapas de la germinación

(mayor y Poljakoff-Mayber, 1963). Varias enzimas muestran un aumento

significativo en el númeroy en la actividad de las isoenzimas después

de tres días de germinación (Firenzuoli y 001., 1968; Hackoy col., 1967).

Además, en el endosperma hay una activa síntesis de almidón de reserva,

proceso que se revierte en la germinación. En el embrión, la mayor sínte

sis es la de polisacáridos estructurales con una formación transiente de

almidón. La diferencia hallada en nuestro caso fué que en el grano inma

duro hay mayor número de isoenzimas de fosforilasa y éstas muestran mayor

actividad en el endosperma que en el embrión, mientras que en la semilla

madura y germinada sólo son observables en el embrión. Sl hecho de que

en el endospermaen germinación desaparezca la fosforilasa confirma
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el hecho conocido de que la degradación del almidón en esta fase se debe a

la amilasa.

Cuando se comparan extractos crudos de semilla inmadura entera y de em

brión aislado de semilla germinada, a partir del tercer día de iniciada la

germinación se observa la aparición de una banda en el zimograma, cerca

del cátodo e intensamente coloreada, que no tiene similar en el grano inma

duro (Figura 4). El fraccionamiento con sulfato de amonioy el análisis de

las fracciones permite apreciar que esa nueva banda, aparentemente propia

de 1a germinación, se encuentra concentrada en 1a fracción que precipita

entre 45 y 80 % de saturación con sulfato de amonio (Figuras 7 y 8). Las

isoenzimas de fosforilasa halladas tanto en grano inmaduro comoen embrión

de semilla germinada se comportan en forma semejante con los diVersos poli

aacáridos usados como "primers". En cambio, las dos que aparecen en el zi

mogramade embrión a los tres días de germinación sólo se manifiestan en

presencia de amilosa. El color marrón de esas bandas hace sospechar que cn

esa zona haya una superposición de fosforilasa y enzima ramificante. Enga

yoe en busca de enzima ramificante, por incubación de los geles con amilosa,

pero en ausencia de Glu-l-P fueron negativos, es decir que no aparecen b;n—

das que por coloración con iodo den color púrpura. Podría ser que la enzi

ma ramificante actúe más rápidamente sobre una cadena en crecimiento que

sobre una cadena de una molécula pre-existente de amilosa. Otra posibili

dad es que ambas enzimas, fosforilasa y enzima ramificante estén presentes



en esas zonas como complejo enzimático.

Sobre le existencia de isoenzimas de fosforilasa hay varios trabajos.

Fokete (1968) encontró dos fosforilasas de diferentes propiedades en

Spinacia oleracea y en cotiledonee de Vicia faba. Las dos fosforilasas

electroforéticamente distinguiblee encontradas por Fredrick (1963; 1967)

en Oscillatoria podrían estar relacionadas comolo están 1a; fosforilasas

g'y 2_de músculo en mamíferos, ya que la fosforilasa de alga de mayor mo

2
vilidad (a2) requiere AMPy Mh+. Davis y col.(1967) mostraron 1a exis

b y IIIb en extractostencia de tree isoenzimas de fosforilasa 2, Ib, II

de corazón de conejo, observablee por electroforesis en gel de poliacrila

mida. Cada una de estas formas 2 se puede convertir a la correspondiente

forma g'por incubación con fosforilasa quinasa y ATP. Así, las mismas ob

servaciones que se hicieron para fosforilasa se han hecho para otras enzi

mas, comopiruvato quinasas (Koler y col., 1964) y lactato deshidrogenusas

Wilson y 001., 1964). Es posible el aislamiento de diferentes ieoenzimaa

capaces de catalizar la mismareacción, en organismos suneriores en determi

nado estadio del desarrollo. En algunos casos, una determinada enzima

puede estar confinada eniun tejido u órgano particular comoocurre con la

piruvato quinasa, o varias formas moleculares de una enzima pueden coexis

tir comoen el caso de fosforilasas o lactato doshidrogenasas. Esta espe

cialización fisiológica y genética ha surgido presumiblementeen el curso

de 1a evolución para proveer a un tejido u órgano con una enzima adaptada



para funcionar en óptimas condiciones en eee microambiente. Las foafori

lasas I y IV de semillas de maíz normal (Tsai y Nelson, l969b) representan

otro caso de isoenzimas presentes en diferentes tejidos. La primera está

presente sólo en endospermaa través de todas las etapas del desarrollo y

durante la germinaciónde la semilla. Por otra parte, la fosforilaea IV

está presente sólo en embrión durante el desarrollo y la germinación.

La isoenzima de fosforilasa que encontramos en este trabajo parece ser

característica de la germinacióny su localización en el embrión sugiere

su intervención en el metabolismo del almidón propio de ese tejido.

Purificación parcial 93‘19 isoenzimagg fosforilasa gg embrióngg semilla

Mim
A1 pasar el eluído activo de Sephadex 0-25 por la columna de DELE-ce

lulosa se obtiene una fracción con actividad fosforilásica que tiene una

actividad específica de lO nmoles por minuto por mgde proteína. Este va

lor es unas quince veces más alto que el que se obtiene del eluído de

Sephadex 0-25. Además,es interesante el hecho que la actividad total

aumenta dos veces (Tabla IV), lo que indicaría la posible existencia en

el extracto crudo de un inhibidor de la isoenzima, que se eluye separada

mente luego del pasaje por la columna de DELE-celulosa o queda retenido

sobre la misma, requiriendo una concentración salina mayorpara ser eluído.

La evidencia de un sistema inhibidor compuesto por dos factores ha sido

presentada en maiz para la alcohol deshidrogenasa (Efron y Schwartz, 1968).



La electroforesis en gel de poliacrilamida de la fracción correspon

diente al pico de elución de 1a columna de DRAE-celulosa (Figura 9) (má

ximode actividad), revela que 1a actividad de fosforilasa está asociada

con una única banda (isoenzima) ubicada muycerca del extremo oatódico

(Figura 10).

Cinética

No encontramos actividad de fosforilasa en ausencia de "primer". To

das las isoenzimas de maiz dulce requieren "primer" para su actividad.

Examinamosla capacidad de la maltosa para servir de "primer" ya que

se encontró que una de las isoenzimas de fosforilasa de maíz normal uti

liza maltosa como "primer" (Tsai y Nelson, 19693). Comola maltosa comer

cial puede estar contaminada con H3, purifioamoe el material comose des

cribe en Materiales y Métodos. La maltosa purificada nos dió resultados

negativos durante el curso de nuestros experimentos, y concluímos que la

maltoea no es "primer" para la isoenzima de fosforilasa de embrión de se

milla germinada. La M3probó ser el "primer" de cadena glucosidica más

corta que sirve de aceptar. Un resultado similar se encontró con la fos

forilasa de tubérculo de papa (Whelany Bailey, 1954).

La enzima tiene gran afinidad por amilopectina y su dextrina fl-—1ímite,

una menor afinidad por fitoglucógeno y una más baja aún por las dextrinas

Ó- y (L de fitoglucógeno.



En general, los Kmpara los maltooligoeacáridos de residuos de glucosa

de igual númeroque las ramas exteriores de los polisaoáridos, son menores

que los Kmcorrespondientes a estos últimos. La única excepción es la que

constituye la F-fieztrina de amilopeotina, que ya comentamosen Resultados.

Resulta evidente, en consecuencia, la importancia del núcleo central del

polisacárido sobre la afinidad de 1a isoenzima de fosforilasa de embrión en

la reaccián de alargamiento de las ramas exteriores.

Si consideramos la mismaconcentración en peso (Tabla V), el fitoglucó

seno resulta el mejor aceptor. Esto puede ser debido a la mayorproporción

de extremos no reductores.

No encontramos ninguna isoenzima de fosforilasa específica para un deter

minado aceptor.

Inhibidores

En contraste con los resultados de Tsai y Nelson (1968; 19693), no en

contramos inhibición por ATPmuynotable. Ensayamoetambién interconver

sión de enzimas con ATP, Mg’zy fosforilasa b quinasa de músculo, con resul

tadoe negativos. Nuestros datos señalan que el ABF-glucosa, y en menor escala

el UDP-glucosa son inhibidores no-competitivoe de 1a isoenzima de embrión

(Figuras 26 y 27). Esta inhibición de la fosforilasa por ambosnucleóeidos

difosfato podría ser un fenómenoregulatorio importante "in vivo", y es simi

lar a la inhibición por UDP-glucosaobservada en fosforilaeas de músculo de
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conejo (Madsen, N.B., 1961), Agrobacterium (Mádsen, N.B., 1961) y Neuroapora

(Shepherd y Segel, 1969).

Otro efecto notable es el producido por citrato (Tabla IX). El efecto

inhibitorio ejercido a concentraciones fisiológicas es opuesto al efecto acti

vador sobre ambasalmidón sintetasas, la soluble y la particulada.

El hecho de que la isoenzima de fosforilasa de embrión de semilla ger

minada de maíz dulce parece estar regulada por los sustratos de ambas al

midónsintetasas y por citrato (Tabla IX) indicaría probablemente que 1a

fosforilasa activa está lejos, espacial y temporalmente,de las almidón

sintetasas activas.

Mecanismogg acción

Sobre la base de la medición de los espectros con iodo, concluímos que

el alargamiento de las cadenas glucosídicas ocurre a través de un mecanis

mo de "cadena múltiple" con los oligosacáridos ensayados (M3, M4y HH).

El mismotipo de mecanismofué encontrado para amilopectina, fitoglucógeno

y las deztrinas de ambospolisacáridos. Estos resultados indicarían que

en el mecanismode alargamiento de las cadenas CX-(l-*4) no influye el

núcleo central del polisacárido.
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CONCLUSIONES

Los datos experimentales presentados en esta tesis permiten extraer

siguientes conclusiones:

La semilla inmadura de maíz dulce, variedad Golden Bantam presenta va

rias isoenzimas de fosforilasa. El númerode estas isoenzimas es ma

yor en endosperma que en embrión.

En semilla madura o germinada sólo se observan isoenzimas de fosfori

lesa en el embrión.

Existe en el embrión de semilla de tres días de germinación una isoen

zima de fosforilasa diferente a las fosforilasas descriptas hasta el

presente. Esta ieoenzima, que se encuentra localizada exclusivamente

en tejido embrionario de semilla de maíz dulce en germinación, no se

observa ni en el embrión ni en el endosperma de semilla inmadura o ma

dura.

Esta isoenzima precipita a altas concentraciones de sulfato de amonio

(por encima de 45 í de saturación).

La isoenzima de embrión de semilla de tres días de germinación no se

adsorbe sobre DELE-celulosa ni sobre DEAE-SephadexA-SO. Se eluye con

las primeras fracciones que salen de la columna.

El Kmpara Glu-l-P es 1,77 mM,mientras que el de 1a fosforilasa IV de

embrión de semilla de maíz normal es l mH(Teai y Nelson, l969b).
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7.- El núcleo central de los polisaoóridos influye en 1a afinidad de

la ieoenzima de fosforilasa de embrión por sus sustratos "primer". ‘

8.- La inhibición de la isoenzima de embrión por los sustratos de am

bas almidónsintetasas (soluble y particulade), y por citrato, que

es activador e su vez de enzima ramificante y de almidón sintetasas, ‘

apuntan a la idea de que estos metabolitos desempeñanun rol en el

mecanismode control de le síntesis de los polisacáridos constitu

yentes del almidón.

9.- El mecanismode alargamiento de las ramas exteriores de los diferentes

"primers" eneayados es del tipo de "cadena múltiple".

10.- El núcleo central de los polisacáridos no influye en el tipo de meca

nismo de alargamiento de las cadenas glucosídices Ql-(l-a4).

CACMH'
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