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M2: Maltosa.

M201: Maltitol.

Man: Manosa.

Mes: Acido 2-(N-morf01ino)etansu1f6ni

co.

p, micro: 10'6.

Mops: Acido 3-(N-morfo]ino)propanosu1

fónico.

n,nano: 10'9.

NAcGa]: 2 deoxi-2-N-acetiIamino-D-galac

tosa.

NAcGïc: 2 deoxí-2-N-aceti1amino-D-g]uco

sa.

PAS: Coloración de Schiff de] ácido

periódico.

Pi: Fosfato inorgánico.

p,pico: 10'12.

PPi: Pirofosfato inorgánico.

PPO: 2,5 difeniloxazoï.

RNA: Acido ribonucïeíco.

SDS: Dodecí] suïfato de sodio.

Ser: Serina.

So]: Sorbíto].

TCA: Acido tricloroacético.
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I. INTRODUCCION.

1.1. Generalidades.

Los polisacáridos vegetales constituyen un campo de

gran significación biológica. Son los compuestos

biológicos más abundantes sobre la Tierra y la principal

fuente de energia de los seres vivientes. El almidón, un

polfmero de glucosa, ha sido y sigue siendo motivo de

numerosas investigaciones y comprende un extenso campo de

investigación. Además del rol fundamental que cumple en

el metabolismo celular de los vegetales, fue el primer

polfmero para el cual se propuso una estructura heli

coidal y junto con el glucógeno (polímero de reserva en

los tejidos animales), fueron los primeros polfmeros

naturales sintetizados in vitro. De esta forma, se
demostró por primera vez cómo la energia que es liberada

de reacciones oxidativas se puede usar posteriormente en

una secuencia de reacciones concatenadas.

El estudio de la biosfntesis del almidón es el

ultimo paso de una cadena de sucesos, el primero de los

cuales es descubrir su existencia, su ubicación

sistemática y su distribución en las plantas, pasando

luego a conocer su composición quimica y los métodos

analíticos para su estudio. Diferentes disciplinas

cientificas se han orientado para el conocimiento de la



estructura, función y metabolismo del almidón, como la

qufmica orgánica y analítica, la fisiología vegetal, la

bioquímica y la histoqufmica. Asi, por ejemplo, para ana

lizar la estructura y función de las organelas'celulares

en las cuales se sintetiza el almidón, se han combinado

técnicas bioquímicas con estudios de microscopía
electrónica.

1.2. Almidón.

El almidón es un polfmero de D-glucosa de alto peso

molecular y el principal polisacarido de reserva en las

plantas. Las caracteristicas ffsicas del almidón son las

ideales para constituir un material de reserva

nutricional: es un compuesto insoluble en agua y jugos

celulares, en donde puede permanecer inalterado por largo

tiempo, no interfiriendo con el metabolismo normal de las

células. Puede acumularse en cantidades tales que prác

ticamente llena casi toda la célula. Se encuentra como

gránulos insolubles en agua, semicristalinos, que exhiben

birrefringencia en luz polarizada.

Los almidones pueden clasificarse en dos tipos:

transitorios, los que tienen una existencia transiente

debido a que son metabolizados regularmente y, de

reserva, aquellos que tienen una existencia larga, no



sujeta a los aumentos y disminuciones diarias (Banks y

Muir, 1980). Los pequeños gránulos de almidón que se

desarrollan en los cloroplastos de las hojas verdes

durante el periodo de fotosíntesis activa y se degradan a

sacarosa durante el periodo nocturno, son del tipo tran

sitorio. Durante la fotosíntesis se-acumulan en las hojas

grandes cantidades de hidratos de carbono, lo que imposi

bilita su transporte inmediato debido al metabolismo

lento y regular de los vegetales. De. esta forma, el

almidón se va acumulando en su mayor parte, en forma de

polisacórido insoluble y en menor cantidad, en sacarosa,

que se puede traslocar al resto del vegetal disuelta en

la savia, en proporción del 20-30%.

Los almidones de reserva se acumulan en grandes can

tidades en semillas, rizomas o tubérculos. En dichos

tejidos se produce la transformación reversible entre el

almidón y la sacarosa, por caminos metabólicos todavia no

dilucidados completamente.

El almidón se sintetiza en los plástidos de las

células vegetales, de los cuales hay varios tipos. Los

plástidos existen en una variedad de formas y cubren un

amplio espectro de estructuras y funciones; intervienen

en el metabolismo energético y en el almacenamiento. Con

sisten en una matriz o estroma limitada por una doble



membrana; contienen DNAque codifica para gran parte de

sus poiipéptidos, los que son sintetizados por Ios ribo

somas de] mismo pïástido. E1 aimidón de reserva se sin

tetiza en amiioplastos, que son plástidos en los que 1a

mayor parte de su volumen interno está ocupado por

aimidón y su función es sintetizar aimidón como material

de reserva a partir de Ios azúcares provenientes de los

tejidos fotosíntetizantes. E] poïisacárido puede

encontrarse como un único grano o como varios granos

pequeños. Su forma está determinada genéticamente. lo

mismo que su tamaño, composición quimica y fuerzas de

unión intermolecuiares. Estas caracteristicas parecen

estar dictadas por e] núcieo y no por e] amilopïasto. Por

e] contrario, e] gránuio de almidón depositado tran

sitoriamente en Ios cioropiastos parece no tener una

forma determinada genéticamente, sino por e] espacio

disponible dentro de] piástido (Salema y Badenhuizen,

1967).

En céluias-meristemáticas de taiio y raiz existen

pequeños plástidos incoloros denominadosproplístidos. En

ciertas zonas diferenciadas de 1a raiz, estos plástidos

elaboran granos de a1mid6n y se transforman en ami

]oplastos durante e] desarroiio embrionario.



1.2.1. Composición de] aïmidón.

E1 aimidón está compuesto principaimente por dos

poiisacáridos, amiïosa y amilopectina, ambos poifmeros de

d-D-gïucopiranosa, en proporciones caracteristicas de

cada vegeta]. La mayoria de los almidones tienen 15-25%

de amiïosa (Greenwood, C.T., 1956) y proporciones que van

de] 75% a1 85% de] componente ramificado. Además, el

grano de almidón puede contener hasta un 0,6% de pridos

complejos, especiaimente de] tipo lisolecitina y estero

les libres o ésteres glucósidos y pequeñas cantidades de

proteinas (algunas de las cuaies poseen actividad

enzimática), nucleótidos y varias sustancias inorgánicas

(French, 1975).

Ambospolisacaridos componentes de] aimidón tienen

diferentes propiedades quimicas y fisicas; en la Tabla 1

se resumen aigunas de 1as principales.



TABLAl: Propiedades de os componentes el almidón.

Amilosa Amilopectina

Configuración
molecular

Grado de poli
merización (DP)

Longitud prome
dio de cadena (CL)

Peso molecular
promedio

Difracción de
rayos X

Formación de
complejos

Color con iodo

xmax (nm)

Conversión a
maltosa (1):

i) con B-amilasa

ii) con enzima
derramificante
y luego con
5-amilasa

iii) con CC-amilasa

esencialmente altamente
lineal ramificado

103 104-105

103 20-25

106 108

cristalina amorfa

ilimitada limitada

azul púrpura

660 530?550

70 55

100 75

110 90



La naturaleza lineal de la amilosa le confiere la

propiedad de formar complejos con ácidos grasos, con

alcoholes de bajo peso molecular y con iodo. La afinidad

por el iodo es alta y se forma un complejo amilosa-iodo

de color azul, con un máximo de absorción a 660 nm. Puede

cristalizar espontáneamente en solución acuosa, fenómeno

conocido como retrogradación, debido a la tendencia de

las moléculas lineales a alinearse por uniones puentes de

hidrógeno y formar agregados. Este fenómeno es irrever

sible y depende de la concentración, del pH, de la tem

peratura y del grado de polimerización (French, 1975).

También, debido a su estructura lineal, la amilosa es

degradada por B-amilasa (French, D., 1960). Esta exoen

zima (E.C. 3.2.1.2.) cataliza la hidrólisis gradual de

uniones glucosfdicas 0€-(1,4) alternadas, liberando

maltosa. Comola hidrólisis con esta enzima es incomple

ta, la amilosa debe poseer alguna caracteristica estruc

tural extra además de las uniones glucosfdicas oC-(1,4)

normales. Comoel tratamiento sucesivo de la amilosa con

una enzima derramificante seguido por B-amilolisis

resulta en la conversión completa en maltosa, se deduce

que la amilosa contiene un número pequeño de uniones

intercadena o puntos de ramificación (Kjolberg y Manners,

1963). La enzima derramificante (E.C. 3.2.1.41.) es capaz



de hidrolizar selectivamente las uniones glucosfdicas

dm(1,4) intercadena presentes en amilopectina.

Por otro lado, el componente ramificado del almidón

es estable en solución acuosa y por lo general no forma

complejos. La afinidad por el iodo se encuentra dismi

nuida, debido a la estructura ramificada, a valores

minimos y la coloración con iodo es púrpura con un máximo

de absorción a 540 nm. La B-amilolisis de la amilopectina

es incompleta, ya que la enzima es incapaz de hidrolizar

las uniones intercadenas más externas. La acción enzimá

tica está limitada a las cadenas exteriores y se detiene

a una distancia de 2-3 residuos de glucosa de una ramifi

cación.

En el almidón de papa se ha hallado una pequeña pro

porción de fosfato unido covalentemente al C6 y C3 de los

residuos de glucosa de la amilopectina (Takeda y Hizu

kuri, 1982).

1.2.2. Estructura fisica del gggng de almidón.
1.2.2.1. Naturaleza cristalina.

Los granos de almidón en condiciones adecuadas

producen patrones característicos de difracción de rayos

X, lo que indica que poseen una estructura cristalina

altamente ordenada. Los gránulos de almidón intactos

exhiben tres diagramas de difracción característicos,



denominados diagramas A, B y C (Fig. 1). Mientras que los

dos primeros representan una verdadera estructura crista

lina del almidón, el tercero es una combinación de los

otros dos. El diagrama A está asociado con los almidones

de cereales, el B con almidones de papa y de maiz, y el C

es el más raro y se halla en almidones de guisante y haba

(Banks y Muir, 1980).

La estructura cristalina del almidón se atri

buye, en general, al componente lineal, ya que éste pre

senta diagramas de difracción idénticos a los obtenidos

con almidones naturales. Por otro lado, variedades de

almidón que no contienen amilosa muestran también una

estructura cristalina que se atribuye a las ramifica

ciones lineales de la amilopectina (Nu y Sarko, 1978a).

Por muchos años se postuló un modelo de simple

hélice de seis residuos de glucosas por giro como modelo

estructural para la amilosa. Sin embargo, Kainuma y

French (1971) sostienen que un modelo de doble hélice se

ajusta más con los diagramas de difracción de la amilosa

B. En base a estos estudios, Wuy Sarko (1978a) sostienen

que la amilosa B presenta una conformación de móltiples

cadenas helicoidales en doble hélice, con una orientación

paralela, en la cual los sucesivos pares de cadenas estan

empaquetados de manera hexagonal formando una cavidad



Lu- 1:

Dirección de c);eci_miento‘.

Estmctu ra d_e_1_gami]osa. o) aobïe he'h'ce de 1a ami1osa A y B.
[as lïneas de puntos representan uniones puente de hidro’geno.
b) Conparacio’n de ’la estmcmra cristalina de amiïosa A
(izquierda) y amilosa B (derecha). Los puntos negros represen
tan moïe'culas de agja. c) Equema de 1a probable estruc
turación de 1a amíïosa en capas en e] gra’mlo de aïmido’n (ku y
Sarko, 1978a,b; Sarko y COL, 1983).
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central que contiene moléculas de agua. La amilosa A

posee una estructura muy similar a la de tipo B, con la

diferencia de que la cavidad central contiene otra doble

hélice en lugar de las moléculas de agua. En este modelo,

las moléculas de agua se encuentran entre las dobles

hélices (Fig. lb).

El mecanismo por el cual el gránulo de almidón

absorbe iodo y da el característico color azul podria

ocurrir por la inclusión de moléculas de iodo dentro del

canal central de la amilosa B, cuyo diámetro es suficien

temente grande para ubicar un gran número de étomos de

iodo. En la amilosa A, el espacio central es mucho menor

y no seria suficiente para acomodar un número grande de

moléculas de iodo que son necesarias para producir el

intenso color azul observado en mezclas de iodo-almidón

(Hu y Sarko, 1978b). Por otro lado, no se ha podido

demostrar hasta ahora que la amilosa cristalina tanto A

como B formen complejos de inclusión con el iodo. Aparen

temente, en las regiones no cristalinas del granulo de

almidón, los polisacáridos en forma amorfa podrian formar

complejos con el iodo que dan ¡el característico color

azul. En dichos complejos, la amilosa forma una estruc

tura helicoidal de simple hélice (Forma V) de Seis resi

duos por hélice, formando una cavidad central de 5 Á



-12

donde se acomoda la cadena de poliiodo (Hanes, 1937;

Rundle y French, 1943). El giro de la hélice es hacia la

izquierda y su estructura está estabilizada por puentes H

interglucosas (Saenger, 1984).

1.2.2.2. Orientación molecular en _l grano.

El mecanismo mediante el cual el gránulo de

almidón crece para formar la tipica estructura par

ticulada, todavía no se conoce completamente. Se sugirió

que el crecimiento podria realizarse por agregado de

moléculas de almidón a la periferia o bien a la parte

interior del grano. Aunque los hechos experimentales

están a favor del primer mecanismo, la pregunta que queda

todavia sin contestar es dónde y cómo exactamente se pro

duce el crecimiento del gránulo. Los estudios de

microscopía electrónica y con luz polarizada muestran que

los polisacáridos constituyentes del almidón se disponen

radialmente, con los ejes de las moléculas orientadas

perpendicularmente a la superficie del gránulo, espe

cialmente en la zona cercana al hilum (Gallant y Guilbot,

1969; Gallant y col., 1972; Sterling, 1974). Este es el

punto donde se inicia el crecimiento del grano por el

agregado- de finas capas perpendiculares al eje de las

hélices (Fig. lc) (Sarko y col., 1983). Estos y otros

estudios sugieren que el grano de almidón se vuelve



cristalino mientras se va formando en un proceso en el

que 1a polímerización y la cristaïización ocurrirfan

simuïtáneamente durante el desarroïlo de] gránulo.



1.3. Mecanismode sintesis de] almidón.

La sintesis de un poïfmero biológico como e] aimidón

es un proceso celuiar de fundamenta] importancia. Este

proceso permite distinguir las siguientes etapas: a)

activación de las unidades monoméricas, b) transferencia

de 1as unidades monomericas a aceptores apropiados.

a) Activación gg_._as unidades monomericas: Ningún

azúcar se incorpora directamente a una unión glicosfdica.

Es necesaria una "activación" previa, que requiere

energia. E1 mecanismo universaï de activación en 1as

c€1u1as parece ser la unión gïícosfdica entre e] azucar y

un nucïeósido difosfato. Estos pueden definirse como una

ciase de compuestos que contienen aigún azúcar o deri

vado unido en e] hidróxiio hemiacetálico con el fosfato

terminal de un nucleósido difosfato en unión semiéster

(Cardini, 1966). Las formas activadas de 1as unidades de

D-glucosa que intervienen en la sintesis de] aïmidón son

uridina difosfato D-gïucosa, adenosina difosfato D

qucosa y cx-D-glucosa-l-fosfato. En ios tejidos vegeta

1es, la oL-D-Gïucosa-l-P se forma a partir de los

productos de fotosíntesis a través de 1a reacción de fos

fogïucomutasa. E1 éster fosfórico puede ser usado direc

tamente para 1a formación de] poïisacírido durante e]

proceso de poïimerización si las enzimas y Ios aceptores



estan presentes, o puede ser convertido en los nucleósi 

dos difosfato azúcar por la pirofosforilasa (Espada,

1962):

ATP (UTP) + Glucosa-l-P ¿gzzfiï ADP (UDP)glucosa + PPi

Esta ultima enzima ha sido encontrada en una amplia

variedad de tejidos vegetales: en hojas de espinaca

(Ghosh y Preiss, 1966), en sorgo (Sanwal y col., 1968) y

en endosperma y embrión de maiz (Dickinson y Preiss,

1969a) y su presencia está asociada con una síntesis

activa de almidón en esos tejidos (Turner y Turner,

1975).

Los nucleósidos difosfato azucar pueden sintetizarse

también por la reversión de la reacción de la sacarosa

sintetasa (Cardini y col., 1955; de Fekete y Cardini,

1964):

Sacarosa + ADP (UDP) :Ezzzfi Fructosa + ADP (UDP)glucosa

b) Transferencia d as unidades monoméricas g gg_p

tores apropiados: La transferencia de las unidades

monoméricas a aceptores apropiados requiere la unión de

las formas activadas de D-glucosa y del aceptor sobre

sitios diferentes de la molécula enzimática que cataliza

la transferencia. La enzima reconoce al aceptor y al

dador de glucosa por el resto del nucleósido que tiene

fijado el azúcar. Las interacciones iónicas entre el
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dador y el aceptor dan lugar a una reacción de desplaza

miento en la cual el aceptor reemplaza el grupo activante

y la unidad de D-glucosa se une a la molécula aceptora y,

a través de múltiples desplazamientos similares, se va

formando la cadena de oligosacáridos (Pazur; J.H., 1965).

De esta manera el proceso general de sintesis es una

transglucosilación,

Glc-O-Rl+ R20H:Gic-o-R2 + R10H (i)
donde Glc-O-Rl es el dador de glucosas y RZOHes el acep

tor.

1.3.1. Enzimasinvolucradas en la sintesis de almidón.

Las primeras enzimas descriptas involucradas en la

sintesis del almidón son aquellas en las cuales el acep

tor RZOH de la reacción (i) es un polisacárido o un

fragmento de este. La fosforilasa (ct-D-(1,4)glucan:

ortofosfato glucosiltransferasa (E.C.2.4.1.1.) fue la

primera enzima que se encontró relacionada con la sinte

sis de las uniones glucosfdicas °L-1,4 del almidón

(Hanes, 1940). Esta enzima cataliza una reacción rever

sible entre la Glucosa-l-P y el almidón:

(glucano d;1,4)n + Glc-l-P;í:(glucano«x-l,4)n+1 + Pi (ii)
La ubicuidad de la enzima en plantas, a veces en

concentraciones altas, llevó a asignarle un rol en la

sintesis del almidón. Más tarde, el hecho de encontrar



una reïación Pi/Glucosa-l-P alta en Tos medios bioïógicos

sugirió que su papel principa] serfa e] de intervenir en

1a reacción de degradación de] aimidón y no en su sinte

sis. Esto estimuló 1a búsqueda de otros mecanismos de

sintesis de] a1midón.

El descubrimiento en e] año 1950 de Ios nucleótido

azúcares, e] primero de los cuales fue e] uridin

difosfato-glucosa (UDP-Gïc) (Caputto y c01., 1950) y de

su ro] en 1a sintesis del glucógeno (Leïoir y Cardini,

1962) unido a] hecho de que 1a enzima que sintetiza

glucógeno esta fuertemente adsorbida a este, llevó a

buscar una enzima simi1ar en grónulos de aimidón. Se

encontró que granos aisiados de tejidos vegetales, como

tubérculos de papa, arvejas y granos de mafz, eran capa

ces de actuar como aceptores de gïucosa a partir de]

UDP-GIC, alargando ias cadenas de amiiosa y amilopectina.

De esta forma, se demostró que Ios granos de almidón con

tenfan una enzima que cataïiza 1a transferencia de giu

cosa a partir del UDP-Glc a] aimidón (de Fekete, Leloir y

Cardini, 1960). Si la reacción se 11evaba a cabo con

UDP-(14€)Glc y posteriormente se separaban amilosa y ami

lopectina, 1a radioactividad se hailaba en ambas frac

ciones (Leloir y c01., 1961). La constante de Michaelis

para e1 UDP-Glc caicuiada fue de QOGM, un vaior reïati
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vamente alto comparado con las concentraciones

fisiológicas de ese nucleótido azúcar. Por ello se con

sideró la probabilidad que el UDP-Glc no fuera el
sustrato correcto.

Se ensayo entonces, como dadores de azúcares,

nucleósidos difosfato azúcares sintéticos y se halló que

el ADP-Glc reaccionaba con la enzima 10 veces mas rápido

que el UDP-Glc. De esta forma, se descubrió que el ADP

Glc era mejor sustrato, tanto por la velocidad de la

reacción como por su afinidad por la enzima (Recondo y

Leloir, 1961). Esta actividad enzimática recibió el

nombre de ADP-Glc: 0C-1,4 glucan-<i-4-glucosiltransferasa

(E.C.2.4.1.21.), (almidón sintetasa) y cataliza la

siguiente reacción:

(glucano cnc-1,4)n+ ADP(UDP)-Glc—’>‘

ADP(UDP) + (glucano o¿-1,4)n+1 (iii)

El uso de ADP-Glc como dador de glucosa permitió

también demostrar la presencia al estado soluble de una

enzima similar a la incluida en el grano. La misma fue

hallada en una gran variedad de vegetales como: endosper

ma de mafz dulce (Frydman y Cardini, 1967), tubérculos de

papa (Frydman y Cardini, 1966) y endosperma de arroz

(Murata y col., 1965). La enzima soluble, independien

temente de la fuente, presentaba como propiedad esencial
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una total especificidad hacia el ADP-Glc como sustrato,

ya que aparentemente no usaba el UDP-Glc (Cardini y Fryd

man, 1966; Ghosh y Preiss, 1965). Asi, solamente la

almidón sintetasa asociada al grano de almiddn'en tejidos

de reserva, puede usar tanto ADP-Glc como UDP-Glc como

dador de glucosa.

Sin embargo, Tandecarz y col. (1975) encontraron

almidón sintetasas solubles en tejidos de reserva que

utilizan UDP-Glc como sustrato. Otra enzima que inter

viene en la sintesis del almidón es la enzima 0 o enzima

ramificante (OL-1,4 glucan: 0L-1,4 glucan-ó-glucosil

transferasa). La enzima separa un trozo de la cadena del

extremo no reductor y lo transfiere, ya sea al resto de

la cadena o a otra cadena, creando una ramificacidn sobre

el hidroxilo en posición 6 de la glucosa. El polisacárido

ramificado que se va formando va alargando sus cadenas

exteriores, que a su vez vuelven a ramificarse. Las rami

ficaciones no se colocan al azar, sino que su distribu

ción es especifica para cada tipo de amilopectina, del

orden de una unión o{-1,6 por cada veinte 0L-1,4 dando un

porcentaje de ramificaciones del 4,5% para la papa. La

enzima de tubérculo de papa fue estudiada en detalle por

Drummondy col. (1972) y por Borovsky y col. (1975a). Se

ha demostrado en endosperma de maiz dulce que no sola
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mente actúa sobre la amilosa (con un largo del orden de

100 unidades) sino también sobre las cadenas externas de

la amilopectina (con un largo del orden de 13-14

unidades) para formar moléculas semejantes al

fitoglucógeno (Lavintman y col., 1964; Lavintman, 1966;

Manners y col., 1968).

1.3.2. [ias de sintesis del almidón.
La via de sintesis del almidón en las plantas

superiores permite diferenciar, como vimos en la sección

1.3.1., entre el almidón transitorio de las hojas y el

que se sintetiza en tejidos de reserva. La vfa de sinte

sis en el primero es vfa ADP-Glc, que es el único

sustrato in 1112 para las almidón sintetasas. En cambio,

en los tejidos de reserva, tanto el UDP-Glc como el ADP

Glc son dadores de glucosas (Preiss y Levi, 1980).

Mientras que se conocen parcialmente los mecanismos de

regulación del almidón transitorio de las hojas. se

desconocen los correspondientes al almidón de los tejidos

de reserva (Nomuray col., 1967).

Heldt y col. (1977) sugieren la siguiente secuen

cia de reacciones para la sintesis del almidón foto

sintético, que se llevaria a cabo en el estroma de los

cloroplastos:
Fructosa-G-P-—e>Glc-6-P-—+>Glc-1-P——9 ADP-Glc-—9'Almidón



Como se indicó en la sección 1.3., el ADP-Glc se

puede sintetizar a partir de glucosa-l-P en una reacción

catalizada por ADP-Glcpirofosforilasa, que se desplaza

en la dirección de síntesis por la hidrólisis del PPi.

Preiss y Kosuge (1970) mostraron que dicha enzima puede

ser activada por compuestos tales como3-fosfoglicerato e

inhibida por Pi, sugiriendo que podrfa cumplir un impor

tante rol en la regulación de la sfntesis del almidón
transitorio.

Estudios realizados sobre la ADP-Glc pirofos

forilasa en tejidos no fotosintóticos, comoendosperma de

maíz y embriones, muestran una menor sensibilidad de la

enzima a los efectores alostóricos comparados con la

enzima de los tejidos fotosintetizantes. Se postuló que

en tejidos no fotosintéticos donde los procesos de sin

tesis y degradación son fenómenos menos dinámicos, el

factor más importante que controla la sfntesis del

almidón seria a través de la regulación de las enzimas

mismas (Ozbun y col., 1973; Somokinos, 1976; Baxter y

Duffus, 1971).

En tejidos de reserva la almidón sintetasa unida

al gránulo puede utilizar como sustrato tanto el UDP-Glc

como el ADP-Glc. La velocidad de transferencia a partir

del primero es generalmente 1/3 a 1/10 de la observada a
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partir del segundo (Leloir y col., 1961; Cardini y Fryd

man, 1966). Además, el Km para el ADP-Glc es de 2 a 4 mM

y alrededor de 60 mMpara el UDP-Glc. Por estos valores

de Km se consideró probable que la sintetasa unida al

grónulo podría ser menos activa in vivo que la sintetasa

soluble, que tiene un Km para ADP-Glc de 0,1-0,3 mM

(Frydman y Cardini, 1966; Lavintman y Cardini, 1968;

Ozbun y col., 1971b, 1972). Es muy probable que las

diferentes especificidades de la sintetasa unida al

grónulo y de la soluble pueda ser debido a cambios de

conformación de la misma enzima; de esta forma cuando la

enzima soluble se asocia al grano, la afinidad hacia UDP

Glc aumentaría y bajarfa hacia el ADP-Glc. La pérdida de

capacidad para usar UDP-Glc observada luego del trata

miento del grano con urea están a favor de esta hipótesis

(Frydman 'y Cardini, 1967). No se conoce aún si las dos

formas de almidón sintetasas son diferentes formas de una

misma enzima o diferentes enzimas.

El rol de la fosforilasa en el metabolismo del

almidón es aón incierto (1.3.1.). Algunas observaciones

sugieren que la fosforilasa podrfa no ser operativa en la

vïa biosintética y que la vfa predominante serfa la de la

almidón sintetasa. La relación de Pi/Glucosa-l-P hallada

en en algas y hojas fue de 30-300 (Basshani y Krause,
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1969; Heber y Santarius, 1965); la reacción de la fos

forilasa l_ litro tiene una constante de equilibrio de
2,4 a pH 7,3 (Cohn, 1961), lo cual indica que la for

mación de uniones oL-1,4 glucosfdicas podrfa no ocurrir.

El hallazgo de Schneider y col. (1981), por méto

dos inmunológicos, de la presencia de esta enzima en las

membranas de los amiloplastos de tubérculos de papa en

los periodos de rapida formación de almidón y su paso al

citoplasma en forma modificada durante la senescencia del

tubérculo abre nuevas perspectivas respecto de un rol

biosintético. Además, no se puede descartar que la enzima

funcione en un sitio celular con alta concentración de Pi

considerando la compartimentalización que ocurre dentro

de la célula.

1.3.3. Sintesis g_ _n aceptor glucoproteico.

La biosfntesis de polisacaridos requiere un acep

tor cuya naturaleza ha sido materia de controversia por

mucho tiempo y es todavia tema de discusión. Como se

mostró en la Sección 1.3.1., las enzimas descriptas

requieren un aceptor, un polisacárido análogo oL-1,4 glu

‘cano, dextrinas o los maltooligosacáridos correspondien

tes y este requerimiento parece ser absoluto (Cardini y

Frydman, 1966; Lee, 1960a). Sin embargo, dicho mecanismo

no aclaraba la naturaleza del aceptor inicial involucrado



en la sintesis de novo, ni su origen i vivo.

Feingold y col. (1958), con la callosa sintetasa,

Markovitz y Dorfman (1962) con la hialuronato sintetasa,

Marechal y Goldemberg (1964) con la paramilon sintetasa

encontraron síntesis de los respectivos polisacáridos en

ausencia de un polisacárido como aceptor. Tomos y North

cote (1978) encontraron que en Euglena gracilis, el para

milon, B-1,3 glucano, se sintetizaria sobre un aceptor

proteico. Otros autores describieron la sintesis del

almidón en ausencia de un aceptor °L-1,4 glucano a partir

de Glucosa-l-P en tubérculos de papa (Illingworth y col.,

1961; Kamogaway col., 1968; Slabnik y Frydman, 1970), en

granos de cebada (Baxter y Duffus, 1973) y en semillas de

arveja (Matheson y Richardson, 1976), aunque algunos de

estos resultados fueron atribuidos a trazas contaminantes

de aceptor en la preparación enzimática o en la

Glucosa-l-P (Kamogaway col., 1968). Tandecarz y col.,

1975; 1978 y Sivak y col., 1981 describieron, en una

fracción no sedimentable de tubérculos de papa, la sfnte

sis de un 0L-1.4 glucano en ausencia de aceptor agregado.

Esta actividad enzimática presenta un periodo de 'Wag“

cuya magnitud es dependiente de la concentración de

enzima y no se afecta por tratamiento con glucoamilasa.

Ozbun y col. (1971a,b; 1972), y Pisigan y Del Rosario



(1976) aislaron múltiples formas de ADP-Gic: 0L -1,4

giucan-OL-4-gïucosiItransferasas. En la mayoria de ios

casos, las isoenzimas fueron separadas por cromatografía

en DEAE-ceiuiosa y solamente una de ias formas enzimáti

cas era capaz de cataiizar la sintesis de glucano en

ausencia de aceptor exógeno en condiciones de aita con

centración de saies (0,5 Mde buffer citrato) y albúmina.

La formación de una glucoprotefna como intermediaria en

¡a iniciación de 1a biosfntesis del gïucógeno en higado

de rata a partir de UDP-Glc fue sugerida por Krisman

(1972, 1973); Krisman y Barengo (1975); Berthiliier y

col. (1975); en E; ¿gli por Barengo y co]. (1978) y en

Neurospora crassa por Takahara y co]. (1977). También se

ha postulado 1a intervención de gïucoprotefnas como

intermediarios en 1a sintesis de ceiulosa (Herth y co].,

1972). Kjosbakken y Colvin (1975) observaron 1a presencia

de un complejo poliglucano-proteina en 1a bacteria ¿Esto

bacter xxiinum, e] que tendria funciones de intermediario

en la sintesis de celuiosa. A] incubar UDP-(14€)Gic con

membranas de] aiga Prototheca zopfii, Hopp (1977) observó

1a formación de un poifmero B-1,4 gïucano 1igado a pro

tefna.

Con respecto a 1a sintesis de] almidón, un impor

tante avance fue e] haïiazgo de 1a formación de una giu
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coprotefna, a partir de UDP-Glc. Esta gïucoprotefna, que

se forma por transferencia de glucosas, específicamente

de] UDP-Glc a una proteína aceptora endógena, y que se

encuentra asociada a la estructura membranosa de]

propïástido, estaría invoïucrada en e] primer paso de 1a

síntesis de almidón en células vegetales (Lavintman y

Cardini, 1972; Lavintman y Cardiní, 1973; Lavintman y

co]., 1974).



I.4. Glicoproteinas.
Comose mostró en la sección anterior, la formacion

de un intermediario glucoproteico parece ser un mecanismo

general para la sintesis “de novo" de 0L.y B-glucanos.

Las glicoproteinas se definen como proteinas que poseen

monou oligosacáridos unidos covalentemente. Las investi

gaciones desarrolladas durante las últimas dos décadas

indican que las glicoprotefnas se encuentran ampliamente

distribuidas filogenética y anatómicamente en plantas. En

la Sección 1.2.1. se señaló que el grano de almidón con

tiene pequeñas cantidades de proteinas, y al estar unidas

covalentemente al almidón, pueden ser consideradas como

glicoprotefnas (Sharon y Lis, 1979).

Al igual que las glicoprotefnas halladas en tejidos

animales, las de tejidos vegetales incluyen enzimas, lec

tinas y proteinas estructurales asf como proteinas sin

actividad biológica conocida. Aunque las glicoprotefnas

contienen unos pocos monosacáridos diferentes (Tabla 2),

varian marcadamente en el contenido de carbohidratos, en

el número y grado de ramificación de éstos y en su

distribución a lo largo de la cadena polipeptfdica.

Estudios recientes muestran que los carbohidratos

pueden modificar las propiedades fisicoqufmicas de las

glicoprotefnas comosolubilidad, carga, masa, estabiliza
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TABLAg: Monosacáridos constituyentes gg glicogrotefna .

(Sharon y Lis, 1979)

Animaïes Vegetaïes

Hexosas.

Galactosa + +

Glucosa + +

Manosa + +

Deoxihexosas.

L-fucosa + +

Hexosaminas.

N-acetíïgalactosamina + (+)

N-acetílgïucosamina + +

Pentosas.

L-arabinosa 7 +

Xiïosa + +

Acido siálico.

Acidos urónicos.

Acido glucurónico +

Acido L-idurónico +
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ción de determinadas conformaciones, protección contra

proteólisis, asi comoparticipar también en interacciones

entre las subunidades de proteinas (Sharon, 1984).

1.4.1. Estructura gg _a¿ glicoproteinas.
La caracteristica estructural más importante de

las glicoprotefnas es el enlace covalente entre la por

ción glicosfdica y la proteina. El mismo involucra el

Cl del azúcar más interno del oligosacírido y el grupo

funcional del aminoácido al que se encuentra unido. La

mayoria de las glicoproteinas presentan unos pocos tipos

diferentes de uniones glicopeptfdicas. Las uniones más

frecuentes son las N-glicosfdicas y las O-glicosfdicas

(Fig. 2). La demostración y caracterización de las

diferentes uniones depende de sus propiedades quimicas y,

en particular, de su estabilidad al ácido y al álcali

(Tabla 3).
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TABLAg: Uniones gïicopeptfdicas gn orden creciente gg

1abi1idad al álcaIi.

Resistente:

Gai-Hyi Gai-Hyp Ara Hyp

Labilidad al áicaii fuerte caiiente {N-glicosfdicasl:

NAcGlc-Asn

Labilidad al álcali diluido frio (0-glicosfdicas, unión

_l carbono Q d hidroxiaminoácidos:

Xil-Ser Gai-Ser (o Treo) NAcGaI-Ser (o Treo)

Las uniones estables a1 áicali se reconocen fácil

mente 1uego de] tratamiento a1ca1ino. Por el contrario,

1a unión Iábil al ¿icaii requiere el aisiamiento de un

glicopéptido pequeño para 1a identificación inequívoca,

aunque 1as propiedades qufmicas de algunas uniones son

suficientes para su identificación (Lamport, 1980).



N-g] icos 1'dica:

Ho 0"on o H NH3+ o
MN-ï-CHZ' É- c" B-‘D-GLCNAC—ASN

H H \°_’f

9'°
CH;

O-g] 1'cos i'dí ca:

HO

GHZ a -D—GAL-SER

Ho on

CHz

"o N p-L-ARA-HYP
coon

How o vga
o\ 2 p-D-GAL-HYL

OH H

“2

H2

ÍH'NHZ00H

E9, g: Uniones¿mccpeptfdicas É corrunes(Larrport, 1980).



1.4.2. Unión N-giicosfdica.

E1 único ejempio de este tipo de unión es e] que

se estabiece entre e] C1 de 1a N-acetiiglucosamina y e]

grupo amino ubicado en el carbono 'r de 1a asparagina,

como se ilustra en 1a Fig. 2. Esta unión es reiativamente

estabie a hidróiisis ácida suave (HCI 2 N, 100°C) y es

estable a la hidrólisis alcaiina suave, pero se hidroiiza

rápidamente en condiciones enérgicas (1 M NaOH/NaBHq,

100°C) convirtiendo a1 azúcar en N-acetil-giucosaminitoi

(Lee y Scocca, 1972).

La cadena de oiigosacárido unida a 1a proteina

posee una secuencia de azúcares común consistente en un

"core" o región proxima] a1 eniace glicopeptfdico consti

tuido por un pentasacárido ramificado (Man3NAcGic2)

(Montreuii, 1975). Los residuos de manosa periféricos

están siempre sustituidos por residuos de manosa adi

cionaies en 1a forma de oiigosacáridos cortos o largos

que están usuaimente ramificados por dos a cuatro unida

des de] disacárido de B-1,4 gaiactosii-N-acetilgiucosami

na (conocido c0mo N-aceti] iactosamina) en el cua], a

menudo, se une un residuo de ácido siálico.

Hay asf diferentes tipos de oiigosacáridos, ios

denominados A) aita manosa, B) aita acetil glucosamina,



C) tipo complejo, y D) otros (Staneïoni y Leioir, 1982).

Los primeros tienen un número variabïe de manosas unidas

a] disacárido de NAcGic; los segundos, además de un alto

número de manosas, contienen más de dos reSiduos de

NAcGIc. La caracteristica fundamenta] de] oligosacárido

de tipo compïejo es 1a secuencia de ácido siálico

gaïactosa-NAcGlc unido a1 "core" central.

1.4.3. Unión O-glicosfdica.

La unión O-gïicosfdica se estabïece entre e]

C1 de] azúcar y e] grupo hidroxilo de hidroxiaminoácidos.

Las uniones O-glicosfdicas se clasifican en base a su

Iabilidad a1 áicali (Tabla 4) que indica si e] azúcar

sustituyente se halia o no en posición B a un grupo car

boniïo activado. De las once diferentes uniones gïico

peptfdicas que involucran la B-gïicosiïación de

hidroxiaminoácidos (Tabia 4), en un sentido estricto,

solamente se han encontrado dos en plantas. Estas son:

GaI-Ser en extensina (Lamport y c01., 1973) y Xii-Treo

(Green y Northcote, 1978).

Kuhn y Low (1941) e Isbeli (1943) describieron por
primera vez una reacción de B-eliminación que expïica 1a

Iiberación de azúcares y 1a formación de ácidos no

saturados cuando se somete glicoprotefnas que tienen

azúcares unidos en posición B a un grupo carboxiïo, a



TABLAfi; Uniones glicosfdicas (Lamport, 1980).

Unión
Eucariotas

Procariota Protista Hongos Plantas Animales

N-glícosfdica:

B-D-NAcGlc-Asn + +

0-gïícosfdica:

A. La‘bi]fl a'ïcali.

B-D-xíïosa-SER +
d-D-gaïactosa-SER
Manosa-SER
d-D-NAcGal-SER
xilosa-TREO +
ga1actosa-TREO +
manosa-TREO
fucosa-TREO

oL-D-NAcGaI -TREO
B-OH-PHE
B-OH-TYR

B. Estable gl_á1calí.

B-D-gaïactosa-HYL
gaïactosa-HYP
B-L-arabinosa-HYP +
glucosa-HYP

+

Otras:

Aminas N-termina]
(Gïy-gïucurónico)

++

+

?+

++



tratamiento alcalino suave (Fig. 3). Durante esta reac

ción los hidroxiaminoácidos B-sustitufdos se convierten

en sus correspondientes derivados oL-B no saturados, por

ejemplo, serina y treonina en ácido 2-aminoacrflico

(dehidroalanina) y 2-aminocrot6nico, respectivamente.

La reacción de B-eliminación en presencia de boro

hidruro de sodio como agente reductor protege al azúcar

de la oxidación alcalina, convirtiendo al monosacárido

unido a la proteina en su correspondiente azúcar-alcohol.

La función alcohol estabiliza el azúcar, ya que las con

diciones de alta alcalinidad favorecen la formación de

derivados carboxilicos conocidos comoácidos sacarfnicos

y productos mas pequeños como gliceraldehido (Sharon,

1975).

Por otro lado, la reacción en presencia de boro

hidruro de Na convierte los aminoácidos no saturados, por

ejemplo, los derivados de serina y treonina en DL-alanina

y ácido DL-Z-amino butfrico, respectivamente, que son más

estables.

Los factores que influyen en la reacción de

B-eliminación son la temperatura a la cual se desarrolla

la reacción, la naturaleza de la base usada, la con

centración de borohidruro, la posición del amino ácido

sustituido en la cadena polipeptidica y el entorno de



R NHR' 0 R NHR' 0

l I ll l l H
X——C—-C-—C—R" x. . . c—c——c——R"

I l i

Ili H H H .

a ‘OH"

R NHR'

l I
C=C + X

I I

H C——-R"

H
0

X = azu’car.

R = H para L-serina.

R = CH3 para L-treom’na.

R' y R“ = otros aminoácidos de la cadena poHpepti’dica.

_Flg. g: Reacción _d_eB-eïiminacio'n.
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aminoácidos de éste (Neuberger y col., 1972). Se encontró

que 1a reacción ocurre en pequeño grado cuando e]

hidroxiaminoácido ocupa 1a posición termina] en e]

poiipéptido; e] mismo resuïtado se halló en e] caso de

existir un campoelectrostático con carga negativa cir

cundante a1 aminoácido sustitufdo (Lamport, 1980).

1.4.4. Biosfntesis gg giicogrotefna .
E1 estudio de glicosiiación de proteinas comenzó

un corto tiempo después de] descubrimiento de] ro] de los

nucleótido-azúcares como dadores de monosacáridos. La

transferencia de azúcar a residuos de serina, treonina e

hidroxilisina en poiipéptidos se obtuvo in vitro, pero 1a
gïicosilación de asparagina no se pudo lograr tan

fácilmente. E1 descubrimiento de Behrens y Leloir (1970),

en tejidos animales, de que Ios oligosacáridos se sin

tetizan unidos a lípidos identificados comodolicol fos

fato. (poiiprenoles fosforilados entre 17 y 21 unidades

de isopreno), dieron 1a pauta de que esos compuestos sir

ven como intermediarios en 1a biosfntesis de glicopro

tefnas. Sobre estos lípido-azúcares se sintetiza un

oïigosacárido (Glc3Man9NAcGIc2)que Iuego es transferido

a un residuo asparagina de la proteina en un evento

cotraducciona] (Sharon y Lis, 1981). De esta manera, 1a

glicosiiación de residuos asparagina de 1as proteínas,
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ademas de la transferencia directa de los residuos de

azúcares de los nucleótidos, se realiza a través de doli

col fosfato comointermediario. Por otro lado, los oligo

sacáridos unidos a hidroxiaminoácidos a través de la

unión O-glicosfdica parecen ensamblarse de una manera más

simple que los N-glicosidicos. Estudios realizados sobre

glicoprotefnas del tipo O-glicosidicas en tejidos anima

les mostraron que su conformación espacial juega un rol

importante en la accesibilidad de los residuos de
hidroxiaminoácidos a la acción de las transferasas

(Aubert y col., 1976). Además, la O-glicosilación es

generalmente un evento tardfo en la modificación post

traduccional y ocurre luego de que las proteinas han

adquirido una estructura altamente ordenada (Hanover y

Lennarz, 1981). De esta manera, la accesibilidad de resi

duos de hidroxiaminoácidos especificos a la acción de la

transferasa, asi comotambién un alto orden estructural,

serian los determinantes de la localización especifica de

los oligosacáridos del tipo O-glicosfdico sobre la cadena

polipeptidica más que la presencia de una secuencia de

aminoácidos característicos, Asn-X-Ser/Treo, como en el

tipo N-glicosfdico (Mellis y Baenziger, 1983). La regula

ción de la sintesis de oligosacáridos de glicoprotefnas,

aunque todavia.se desconoce, debe involucrar la disponi



bilidad de aceptores apropiados, transferasas y
nucleótido azúcares en los sitios celulares donde se sin

tetizan (Schachter, 1981).

1.5. Antecedentes recientes sobre la sintesis ide 3212:

del almidónl objetivos g_ esta investigación.
Tandecarz y Cardini (1978) indican que la sintesis

de un aL-1,4 glucano unido a proteina en los proplóstidos

de tubérculo de papa podria ocurrir a través de una

secuencia de por lo menos dos reacciones:

Reacción 1:

UDP-Glc+ proteina aceptora 4

proteina aceptora-Glc + UDP

Reacción 2:

Proteina aceptora-Glc + UDP-Glc (ADP-Glc ó Glc-l-P)

——————h-protefnaaceptora-Glc-(Glc)n + UDP(ADPó Pi)

La enzima que cataliza la Reacción 1, denominada

UDP-Glc: proteina transglucosilasa I (Lavintman y col.,

1974) es especifica para UDP-Glc con un Km de 4 x 10'6 M

para el nucleótido azúcar. Transfiere un solo residuo de

glucosa del UDP-Glc al aminoácido de la proteina aceptora

endógena, probablemente a través de una unión O-glicosf

dica. En la Reacción 2, la proteina glucosilada servirfa

de aceptor para diferentes transferasas contenidas en la



-40

fracción enzimática, que catalizarian las uniones glu

cosfdicas ci-1,4 cuando en las mezclas de reacción están

presentes UDP-Glc, ADP-Glc o Glc-l-P en concentraciones

milimolares (Tandecarz y Cardini, 1978).

Para establecer que las cadenas glucosfdicas que se

sintetizan durante la segunda reacción provienen del

agregado secuencial de residuos de glucosa a la glucopro

tefna formada durante la Reacción 1, Tandecarz y Cardini

(1978) llevaron a cabo un experimento de doble marcación

en el que se usó UDP-(3H)Glc 4 pM durante la primera

etapa y los diferentes dadores de glucosa marcados con

(14€) para la segunda etapa. Posteriormente, se carac

terizaron los productos obtenidos después de cada etapa

mediante degradación de Smith. La Fig. 4 muestra la

aparición de un solo compuesto radioactivo después de la

primera etapa, con la movilidad del glicerol, mientras

que para el producto de la Reacción 2 se encontró

(14C)eritritol y (14C)glicerol y (3H)eritritol y

(3H)glicerol. Estos resultados indicaron que: a) la gLu
cosa tritiada está unida directamente a la proteina

aceptora; b) algunos residuos terminales de glucosa tri

tiada fueron usados durante la Reacción 2; c) la presen

cia de (14C)eritritol implica la existencia de uniones

glucosfdicas <i-1,4 ; y d) la presencia de (14C)glicerol
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eritritol glicerol
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Distancia desde el origen (cm)

f;g. í: Distribución gg radioactividad Iuego de 1a cromatograffa en
gagel gg los Eroaucfos oBfenIGos Eor degfíaac1on e m1 HE
1as luco rotefhas marcadas. A) Glucoprotefna tritíada obte
¡ïaa luego ae Incubar Ia fraccióh de membranas de tubérculo de
papa con UDP-(14€)Glc 6 M. B) Gïucoprotefna doblemente nar

cada, sinïfitizada 1uego de inCUbar en 1a fraccidh membranas
C0" UDP-( C)G]c 6 pM en una primera etapa y UDP-( C)G]c 4 mM
en 1a segunda etapa de 1a 1ncubacióh (Tandecarz y Cardini,
1979).
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indica nuevos extremos no reductores de 1as cadenas giu

cosfdicas formadas durante 1a Reacción 2.

Los resuitados basados en e] comportamiento diferen

cia] de la Reacción 1 y de 1a Reacción 2 frente a 1a

1,5-D-gïuconolactona (inhibidor de fosforiiasa y de

glucógeno sintetasa de higado de rata y de EL coli), con
firmaron 1a existencia de] mecanismo de transferencia de

glucosas en dos etapas (Tandecarz y Cardini, 1979). En la

Tabla 5 se observa que 1a incorporación de radioactividad

a] materia] precipitabie por TCAa partir de UDP-(14€)Glc

4 pM (Reacción 1), no se afecta por 1a lactona. En cam

bio, la elongación de 1a gïucoprotefna con UDP-(14€)Glc 4

mMes fuertemente inhibida por 8 mM1,5-D-gïuconolactona,

una concentración simiïar a 1a que inhibe 1a elongación

de cadenas giucosfdicas oL-1,4 mediada por aimidón sin

tetasa o fosforiiasa en presencia de un poïisacórido

exógeno como aceptor.



TABLAÉ: Efecto de 1,5-D-gluconolactona sobre las enzimas
asociadas a membranas de tubérculo de papa que
sintetizan un glucano unido a proteina en ausen
cia de aceptor exógeno.

Incorporación de Glc en
Dador de (14€) Tiempo de la proteina (nmol)

glucosa incubación
(min)

- 1,5-D-glu- + 1,5-D-glu
conolactona conolactona

UDP-(14C)Glc
(6 pM) 45 0,024 0,025

UDP-(14C)Glc
(4 mM) 45 68 0,320

UDP-(14C)Glc
(4 mM) 120 97 0,430

Estos resultados refuerzan la hipótesis de un meca

nismo común para la elongación de las cadenas de glucanos

precursoras del almidón, independientemente del origen

del aceptor, polisacórido exógeno o glucoprotefna

endógena (producto de la Reacción 1). En cambio, la

UDP-Glc:proteina transglucosilasa I no debe ser incluida

en esta categoria, ya que opera en una forma diferente:

a) transfiere solamente el primer residuo de glucosa; b)

no es inhibida por 1,5-D-gluconolactona.

En base a estos resultados y para tratar de

esclarecer el mecaniSmode sintesis del almidón en ausen



-44

cia de aceptor exógeno (sintesis g_ 2212), se emprendió

e] estudio de 1as glucosiïtransferasas que catalizan la

sintesis del glucano unido a proteina en tubércuïo de

papa. E1 hecho de tener este sistema enzimático asociado

a membranas complicaba e] estudio en detalle de las

diferentes enzimas y aceptores involucrados. Se trató de

liberar las actividades enzimáticas con el objeto de: a)

caracterizar las glucosiltransferasas que cataïizan las
diferentes etapas de sintesis; b) determinar la especifi

cidad de aceptor; c) confirmar 1a formación de una glu

coproteina intermediaria en la sfntesis de novo del
almidón, d) identificar e] tipo de unión glicopeptfdica,

e) determinar si alguna de las enzimas que alargan cade

nas de gïucanos exógenos pueden también utiïizar como

aceptor e] producto de 1a Reacción 1.



II. MATERIALES l METODOS.

11.1. Compuestos quimicos y enzimas auxiliares.

11.1.1. Compuestosradioactivos.

En el Instituto de Investigaciones Bioquimicas se

obtuvieron los siguientes compuestos, preparados por las

Licenciadas S. Raffo y M. Eirin, según el método de

Wright y Robbins (1965) con ligeras modificaciones:

UDP-(14C)Glc 196 y 284,5 Ci/mol

ADP-(14C)Glc 262 Ci/mol

De fuente comercial se utilizó:

(14C)Glucosa-1-P 156 Ci/mol (New England

Nuclear)

B(3H)4Na 884 Ci/mol (New England

Nuclear)

11.1.2. Enzimasauxiliares.

Las enzimas B-amilasa de batata (type I-B suspen

sión en SO4(NH4)2 2,5 M; oL-amilasa bacteriana (Type II-A

cristalizada); proteasa de EL griseus (Type VI, 5 U/mg);

proteasa de EL amyloliquefaciens cristalizada, 12,2 U/mg;
catalasa de higado bovino; lactato deshidrogenasa de

músculo de conejo y fosfatasa alcalina (g¿_ ¿211) Type

III-S, 11 U/mg, suspensión en SO4(NH4)2 2,5 M) fueron

obtenidas de Sigma.
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II.1.3. Drogasl reactivos Quimicos.

Concanavalina A-Sepharosa 4B y oL-D-glucosa-l-P

(sal dipotásica, grado I) fueron obtenidas de Sigma;

Sephadex G-15 y Sephacryl 5-300, de Pharmacia y acrila

mida y bisacrilamida, de Bio Rad.

Las drogas y reactivos empleados, del mayor grado

de pureza disponibles, fueron obtenidos de fuente comer
cial.

11.2. Preparaciones enzimáticas.

11.2.1. Preparación particulada.
Se usó como fuente de enzima tubérculos de papa

obtenidos en el mercado. Se siguió el método dEScripto

por Lavintman y col (1974). Se pelaron 500 gramos de

tubérculos y se rallaron en rallador de vidrio en presen

cia de 2-mercaptoetanol 5 mM. Todas las operaciones fue

ron realizadas entre 0 y 4°C. El homogenato se filtró a

través de dos capas de muselina y se eliminó el almidón

por centrifugación a 2000 x g durante 10 minutos en una

centrífuga refrigerada Sorvall RC 28 con un rotor SS-34.

El sobrenadante obtenido fue nuevamente centrifugado a

25.000 x g durante 20 minutos. Se descartó el precipitado

que contenía restos celulares y el sobrenadante fue

centrifugado a 140.000 x g (ultracentrffuga Beckman L8

80, rotor 50 Ti) durante 2 horas. El precipitado obtenido



se resuspendió en buffer Tris-ClH 50 mM pH 7,4, con

teniendo 2-mercaptoetano] 5 mM. Esta fracción de mem

branas, denominada preparación particuiada o P140 está

constituida principalmente por proplástidos libres de

almidón (Lavintman y Cardini, 1972).

11.2.2. Solubilización de la preparación particulada.
Se ensayaron diversos detergentes, por ejempio

Nonidet P-40 y Tritón X-100, para soïubiiizar 1a fracción

de membranas, pero e] uso de ios mismos fue descartado

debido a que presentaban el inconveniente de solubilizar

glucosiïtransferasas que tenfan pridos comoaceptores.

Se encontró que e] aumento de 1a fuerza iónica de] medio

liberaba 1as actividades enzimáticas de Ias membranas; en

consecuencia fue éste el método que se adoptó para la

solubiiilización de 1a preparación particuiada.

La preparación particuiada resuspendida en buffer

Tris-CIH 100 mMpH 7,4, conteniendo 2-mercaptoetano] 5 mM

(buffer A) y mantenida durante 48 a 72 horas a 0°C, se

sometió a ultracentrifugación a 140.000 x g durante 2

horas. E1 sobrenadante obtenido fue utiiizado como fuente

de enzimas solubiïizadas (preparación solubiïizada).
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11.2.3. Cromatografía en DEAE-celulosa de .13 fracción
solubilizada.

Se empleó DEAE-celulosa marca Serva o What

man D 52, capacidad entre 0,5 y 0,7 m Eq/mg, tratada con

ClH e HONa, segón Peterson y Sorber (1962). Se sembró una

alícuota de la fracción solubilizada que contenía entre

20 y 60 mg de proteínas en una columna de 1,8 x 15 cm

equilibrada con buffer A. Se lavó la columna con 60 ml

del mismo buffer y se eluyó con un gradiente lineal de

0-0,5 M ClK (300 ml de volumen total). Se recogieron

fracciones de 3 ml a una velocidad de 30 a 40 ml/h. Se

reunieron las fracciones con actividad de UDP-Glc: pro

teína transglucosilasa I (Pico I), las fracciones con

actividad de fosforilasa independiente de aceptor exógeno

y de almidón sintetasa (Pico IIa) y las fracciones con

actividad de fosforilasa dependiente de aceptor exógeno y

de almidón sintetasa (Pico IIb). Cada una de estas frac

ciones fue concentrada por ultrafiltración a través de

membranas UM-lO (Amicon Co.) a 4°C.

11.3. Medición d_ as actividades enzimáticas.

II.3.1.‘Medición _g actividades de UDP(ADP)-Glc:almidón

sintetasa l fosforilasa ¿dependientes de aceptor
exógenoj.

Para la medición de las actividades dependientes
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de aceptor exógeno, la mezcia de reacción contiene: 400

pg de glucógeno de ostra (Sigma) ó 1 mg de amilopectina

de papa (cedido gentilmente por e] Dr. C.E. Cardini),

enzima (60-300 pg de proteinas) y ADP-(14C)Gic 0,18 nmo]

(87.000 cpm) ó UDP-(14€)Glc 0,24 nmo] (80.000 cpm) como

sustrato dador para almidón sintetasa y (14€)glucosa-1-P

0,23 nmo] (45.000 cpm) para fosforiïasa, en un volumen de

incubación de 50 p]. A1 término de] período de incuba

ción, que se realizó a 30°C durante Ios tiempos indicados

en cada caso, se detuvo 1a reacción por e] agregado de 1

m1 de TCA 10%.

Se centrifugó y se midió 1a radioactividad en e]

precipitado como se describe en 11.3.3. A] sobrenadante

ácido se le agregan 2 m1 de metano] 70% - CIK 1%, previo

agregado de 1 mg de glucógeno para faciïitar 1a precipi

tación. Se centrifugó, se resuspendió e] precipitado en

agua y se voivió a precipitar nuevamente. Este procedi

miento se repitió tres veces más. Se determinó asi la

radioactividad incorporada a materia] insoluble en meta

no], soïuble en TCA, según 1a Sección 11.9.3.

En 10s casos en los cuaies se sabe que no hay

materia] radioactivo precipitable por TCA, se detuvo 1a

reacción por e] agregado de 1 m1 de metano] 70% -C1K 1%.

Se colectó e] precipitado por centrifugación, se redi
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soivió el mismo en 0.05 m1 de agua y se reprecipitó

nuevamente. Este procedimiento se repitió tres veces más.

Se midió 1a radioactividad como se describe en 1a Sección

11.9.3.

11.3.2. Mediciónde la actividad de fosforiiasa indepen

diente dg aceptor exógeno.
Para 1a medición de 1a actividad de fosforilasa

independiente de aceptor exógeno, se utilizó una mezcla

de incubación que contenía buffer Mes, 100 mM, pH 5,7;

250 pg de albúmina bovina y (14C)Gïucosa-l-P 20 mM

(40.000 cpm) en un volumen fina] de 0,05 m1. Las incuba

ciones se llevaron a cabo a 30°C durante los tiempos

indicados en cada caso. Luego de 1a incubación, 1a reac

ción se detuvo por e] agregado de 1 m1 de TCA 10% frio y

se midió 1a incorporación de (14C)giucosa a1 materia]

insolubie en TCA. Se filtró por membranas de nitroceiu

Iosa y se contó la radioactividad como en 11.3.3.

11.3.3. Medicióngg la actividad gg la enzimasus catali

a ia Reacción l (UDP-Glczproteina transglucosi

asa ll.
La mezcia de incubación, salvo agregados especf

N

_I

ficos, contenfa: Clen 6 mM; UDP-(14€)Gic 4 pM 0,175 nmo]

(75.000 cpm) y enzima (50 a 300 pg de proteinas) en un

voiumen fina] de 0,05 m1. En reiteradas oportunidades,



con fines preparativos, se utiiizó 1a mezcia en una

escaia mayor en cuyo caso se indica en 1as ieyendas

respectivas. Las inCubaciones se llevaron a cabo durante

30 minutos a 30°C. Se detuvo la reacción por e] agregado

de 1 m1 de TCA 10% frfo. Se filtró' por membranas de

nitroceïuiosa (Miiïipore, H.A.). Se lavaron ios filtros

con 15 m1 de TCA, se secaron y se determinó la radioac

tividad según se describe en 1a Sección 11.9.3.

11.3.4. Medición d ias actividades enzimáticas involu

cradas gn 1_a_sintesis d_e_H oL-giucano unido a

proteina (Reacción l i Reaccióngl.

Ensaxo a ¿en una ¿gli etapa). La mezcïa de incu

bación de la reacción compieta (Reacción 1 + Reacción 2)

contenía: enzima (50-300 pg de proteina), ClgMn 10 mM,

UDP-(14€)Glc 4 pM (75.000 cpm) + UDP-Glc 4 mMó ADP-Gic 4

mMó Glucosa-l-P 4 mM. Se incubó por ios tiempos indica

dos en cada caso; se detuvo 1a reacción por el agregado

de 1 m1 de TCA y se trató como en 11.3.3.

Ensazo b Len dos etapas). En 1a primera etapa se

incubaron los componentes de la Reacción 1 a 30°C durante

30 minutos (II.3.3.). A1 término de este periodo se

agregó UDP-Gic 4 mM, ó ADP-Glc 4 mMó Glucosa-l-P 4 mMy

se prosiguió la incubación por Ios tiempos indicados en

cada caso. La reacción se detuvo por el agregado de 1 m1



de TCA 10%y se procedió como en 11.3.3. Este ensayo per

mite, además, determinar la Reacción 2 (que usa como

aceptor glucosiiado el producto de 1a Reacción l)

restando de 1a incorporación de radioactividad tota] la

incorporación obtenida en la primera etapa.

11.3.5. Reconstitución del .sistema de sintesis de un

oL-glucano unido a proteína.

La reconstitución de] sistema origina] de sinte

sis del‘i-1,4 giucano unido a proteina se lievó a cabo

con enzimas parcialmente purificadas por DEAE-celuiosa

mediante un experimento en dos etapas. La mezcïa de incu

bación de la primera etapa contenfa: C12Mn 10 mM;

UDP-(14€)Glc 4 ¡1My e] Pico I (5-20 ¡19 de protei'nas). Se

incubó durante 30 minutos a 30°C y a1 término de este

periodo se agregó, a 1a mezcla de incubación (2da.

etapa), el Pico IIa o e] Pico IIb (10-50 pg de proteinas)

y ios dadores de glucosa correspondientes, que se indican

en cada caso. Se continuó Ia incubatión por los tiempos

indicados (l a 4 horas) y se detuvo 1a reacción como en
11.3.3.



11.4. Tratamientos enzimáticos.

11.4.1. Obtención de productos radioactivos giucosiïados.
Para obtener los productos radioactivos de la

Reacción 1 y de 1a reacción comp1eta (Reacción 1 + Reac

ción 2), se incubaron las preparaciones enzimáticas que

catalizan estas reacciones con Ios dadores de gïucosa

correspondientes en cada caso (ver 11.3.3. y II.3.4.). A]

término de las incubaciones, se detuvieron 1as reacciones

con 1 m] de TCA 10%. Los precipitados respectivos se

lavaron varias veces con TCA, se resuspendieron en agua y

se eliminó e] resto de ácido con eter etflico.

11.4.2. B-amilasa.

E1 producto respectivo, obtenido como se describe

en II.4.1., se resuspendió en buffer acetato 10 mMpH 5,0

y se agregó 0,5 mg de B-amiiasa en un voiumen fina] de

0,2 m1. Se incubó por periodos de 24-48 horas a 37°C,

bajo vapores de toiueno. En un ensayo control se incubó

el producto en condiciones similares, pero en ausencia de

enzima amiJolftica. Se detuvo la reacción agregando 1 m1

de metano] 70% - CIK 13 previo agregado de 1 mg de

aïbómina bovina para favorecer la precipitación de pro

teinas. Se 1avó e] precipitado y se determinó 1a radioac

tividad insoluble remanente. E1 sobrenadante metanólico

se deionizó por fiitración en coiumnas de Amberiite M83
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(forma acetato) y se sometió a cromatografía en papel

para identificar ios productos de hidróiisis.
II.4.3.oL-ami1asa.

El producto respectivo obtenido como se describe

en 11.4.1. se resuspendió en buffer acetato 50 mMpH 5,0,

ClNa 10 mMy se agregóti-amilasa cristaïizada. Se incubó

durante 24 horas a 37°C, bajo vapores de tolueno, y se

siguió e] mismo procedimiento que en 11.4.2.

11.4.4. Proteasa.

El producto respectivo, obtenido comoen II.4.1.,

se resuspendió en una mezcla que contenía: buffer Tris

CIH 100 mM pH 8; CIK 100 mM; C12Ca 10 mM y 2 mg de pro

teasa de EL griseus en un voiumen fina] de 0,3 m1 y se

incubó a temperatura ambiente bajo vapores de toiueno. A

1as 24 horas se agregó nuevamente proteasa y se controló

e] pH. Se continuó 1a incubación a temperatura ambiente

por 48 horas más. Como contro] se incubó un producto en

las mismas condiciones, pero en ausencia de proteasa.

Se detuvo la reacción por e] agregado de 1 m] de

TCA 10%. Se determinó 1a radioactividad insoïuble rema

nente, y e] sobrenadante se sometió a cromatograffa en

coïumna de Sephadex G-15, seguida de eïectroforesis en

papel en ácido fórmico 5%para identificar Ios productos

de proteólisis.



II.5. Determinación g_ l_ unión O-giicosidica.

11.5.1. Tratamiento con E5433gn medio alcalino.
E1 tratamiento de B-eïiminación se reaiizó sobre

e] producto radioactivo de 1a Reacción 1 obtenido como se

describió en II.4.1., en 1as siguientes condiciones: HONa

0,2 N y 0,3 mg de BH4Na durante 5 horas a 50°C. A1 cabo

de] tiempo indicado se neutraïizó con ácido acético gia

cia1. Se agregó 1 m1 de metano] 70%-C1K 1%, se 1avó e]

precipitado y se determinó 1a radioactividad insoluble

remanente. El sobrenadante metanóiico se deionizó por

resina Dowex 50 NX 8. Se secó ei materia] bajo lámpara y

se agregó metano]. Este procedimiento se repitió varias

veces para remover e] exceso de borato como metiléster

derivado y se sometió a eiectroforesis en buffer 3

(sección II.7.2.).

11.5.2. Tratamiento con ¿Lífll4fig gn medio a1ca1ino.

E1 tratamiento con B(3H)4Na en medio aïcalino se

realizó sobre 105 (14€)glicopéptidos obtenidos por pro

teólisis de] producto radioactivo de 1a Reacción l, como

se describe en II.4.4.), en las siguientes condiciones:

HONa0,5 N durante 5 horas a 50°C en un medio conteniendo

B(3H)4Na 7 mM (884 mCi/mmoï) y C12Pd 3 mM (Tanaka y

Pigman, 1965). Finaiizado e] tratamiento se 11evó 1a

mezcia de reacción a pH 5 con ácido acético para descom
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poner el' exceso de borohidruro de sodio. Se secó el

material, se agregó metanol y se evaporó el mismo en eva

porador rotatorio. Este procedimiento se repitió varias

veces para eliminar el exceso de borato como metiléster

derivado. También se realizaron lavados acuosos para eli

minar el tritio (Aminoff, D. y col., 1980),
Luego de neutralizar la solución, se deionizó en

columnas de Dowex 50 NX 8 (forma H+) 20-50 mesh. Se some

tió a electroforesis en papel en ácido fórmico 5%a 1.200

V durante 3 horas con standards externos de alanina y

dmaminobutfrico.

Los picos de radioactividad de los radiocromato

gramas fueron elufdos del papel y la identidad de alanina

y oL-aminobutfrico fue confirmada por cromatografía en

capa delgada, como se describe en 11.6.3.

II.6. Métodoscr0matogróficos.

11.6.1. CrOmatografiade filtración molecular.

Se usó filtración en gel de Sephacryl 5-300. El

volumen de exclusión de la columna se determinó con azul

dextrano y el de inclusión con cloruro de cobalto. La

filtración en Sephacryl 5-300 se realizó en una columna

de 1,1 x 116 cm, equilibrada con buffer A. Se sembró el

Pico I (0,5-0,8 mg de proteinas) y se eluyó con el mismo

buffer, a una velocidad de 8 ml/h. La temperatura se man



tuvo a 4°C y las fracciones fueron de 1,5 m1. Para 1a

ca1ibración de 1a coiumna se utilizaron como proteínas

marcadoras (cromatografiadas en forma individual en 1a

misma coïumna): B-galactosidasa de Escherichia coll

(radio de Stokes (a) = 6,84 nm), cataïasa de hfgado

bovino (a = 5,22 nm), fosfatasa a1ca1ina (a = 4,6 nm),

citocromo c (a = 1,87 nm).

II.6.1.1. Determinacióndel radio de Stokes.
E1 valor de] radio de Stokes (a) fue obtenido a

partir de] perfil de fiitración en ge] en Sephacry]

5-300. E1 vaior fue estimado de un gráfico de Kay =

Ve ' V9 en función de] radio de Stokes obtenido con 1as

proteigas marcadoras de parámetros moïeculares conocidos.

Ve = voïumen de elución de la proteína.

Vo = voïumen de exclusión de 1a columna.

Vt = voïumen total de la resina.

II.6.1.2. Determinación del Beso moïecuïar.
E1 peso moïecuiar de las proteinas fue calcu

lado de acuerdo con 1a. siguiente ecuación (Siegel y

Monty, 1966):

6€Ï.N. Y? 20,“ a.s20 w

1' szom

siendo N e] número de Avogadro; 7220,”, viscosidad de]
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agua a 20°C (1,1 i 10’2 g/cm.seg); a, radio de Stokes;

520,”, coeficiente de sedimentación a 20°C en agua; 6%,

volumen especifico parcia] (se consideró‘üz: 0,74 cm3/g);

j020,w, densidad de] agua a 20°C (0,9888 cm3/seg).
II.6.1.3. Coeficiente fricciona].

E1 coeficiente fricciona] fue caiculado utili
zando Ios parámetros moïeculares previamente obtenidos

(a, PM) de acuerdo con 1a siguiente ecuación:

4QTZN ' 1/3
f/fo = a -—-—-———

3 PM

siendo f el coeficiente de fricción de 1a proteína y fo,
e] coeficiente de fricción de 1a proteína esférica y

anhidra de igua] masa.

11.6.2. Cromatografía de afinidad en coiumna de Concana

valina A Sggbarosa.

Se utilizó Concanavalina A inmoviiizada en Sepha

rosa 4B en columnas de 0,6 x 10 cm. Las mismas se equili

braron con buffer Tris-HC] 100 mMpH 7,4, B-mercaptoeta

noi 5 mM; C1Na 100 mM; C12Mn ImM, C12Ca 1 mM y c12Mg _1 mM

(buffer B). Se sembró 1a muestra (1-2 mg de proteinas) en

e] buffer B, se 1avó con 10 m1 de] mismo buffer y se

eiuyó con 10 m1 de OC-metiïgiucósido (Sigma) 0,3 M en

buffer B. Se recogieron fracciones de 1 m1.



11.6.3. Cromatografía en papel.

Las crematografias fueron realizadas en forma

descendente, utilizando papel Nhatman N°1. Los solventes

empleados fueron:

A: butanol-piridina-agua (6:4:3 v/v)

B: butanol-piridina-agua (4:3:4 v/v)

II.6.4. Cromatografía en capa delgada.
Se utilizaron placas con base de vidrio de 5 x 20

cm 6 de 20 x 20 cm con soporte de Silicagel 60, espesor

de capa 0,25 mm (Merck).

Los solventes utilizados fueron:

C: n-propanol-amonfaco 34% (v/v).

D: n-butanol-acetona-amonfaco-agua: (10:10:522)

(v/v).

E: isopropanol-acido acético-agua (20:1:5) (v/v).

Las muestras fueron sembradas con capilares a 2 cm del

borde inferior y los desarrollos fueron interrumpidos a

igual distancia del borde superior. En algunos casos se

efectuaron recromatograffas con el fin de lograr separa
ciones más eficientes.

Los standards externos fueron revelados con una

solución de fluorescamina en cloruro de etileno (Whatman)

y posteriormente visualizadas bajo luz ultravioleta.

La radioactividad en placas de 5 x 20 cm fue
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determinada como se describe en 1a sección II.9.3.2.

Las corridas realizadas en 1as placas de 20 x 20

cm fueron sometidas a tratamiento de f1uorografia con una

soiución de PPO 7% (w/v) en dietiïéter según Randerath,

K. (1970).

II.7. Eïectroforesis.

11.7.1. Electroforesis en 331 gg Eoliacrilamida.

II.7.1.1. Condicionesno desnaturalizantes.
La e1ectroforesis en geïes de poiiacrilamida en

condiciones no desnaturalizantes se realizó en tubos

cilíndricos (0,5 x 12 cm), siguiendo e] procedimiento de

Ornstein (1964) y Davis (1964) modificado por Tandecarz y

col. (1973). El tamaño de poro corresponde a geïes pre

parados con una concentración de 7% de acrilamida. El

voiumen de 1as muestras sembradas varió entre 50 y 150 y]

y e] contenido tota] de proteinas entre 50 y 150 f9. El
buffer de corrida fue Tris 0,042 M; EDTANa20,0017 M y

ácido bórico 0,05 M, pH 8,2. E1 desarrollo electro

forético se reaiizó a una intensidad de corriente

constante de 3 mA por ge] durante 2 a 3 horas. Se usó

azul de bromofeno] como indicador interno.
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II.7.1.2. Condicionesdesnaturalizantes.

Se utilizaron geles planos armados en una celda

marca Bio Rad modelo 220. Las dimensiones del gel fueron

de 10 cm de alto, 14 cm de ancho y 1,5 mm de espesor. Las

corridas se realizaron en presencia de dodecilsulfato de

sodio (SDS) 0,1% y urea 3 M en los geles, a pH 8.3 según

indican Ziegler y col. (1974). Los geles más comúnmente

empleados fueron de 10%y 12.5% de acrilamida.

Antes de someter las muestras a electroforesis,

se precipitaron las proteinas con TCA10%, se centrifugó

y se eliminó el exceso de ácido del precipitado por lava

dos con acetona. Se solubilizaron los precipitados en una

mezcla desnaturalizante de SDS 2% (p/v); 2-mercaptoetanol

5% (v/v); sacarosa 20% (p/v); Tris 0,1 M; bicina

[N,N-bis(2-hidroxietil)glicina 0,1 My azul de bromofe
nol 0,05% (p/v) a 100°C durante 1-2 minutos. Los canales

utilizados fueron de 8 mm de ancho y el volumen de las

muestras sembradas en cada canal Jarió entre 40 y 50 pl y

el contenido de proteínas entre 10 y lOO pg, según el

caso. El buffer de corrida fue Tris 0,1 M, bicina 0,1 My

SDS 0,1 1 (p/v). La electroforesis se desarrolló a una

intensidad de corriente constante de 25 mA por gel

durante 4 horas, aproximadamente. Los geles fueron fija

dos y teñidos en una solución acuosa que contenfa meta
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nol 5% (v/v), ácido acético glacial 10% (v/v) y Coomasie

Blue R250 0,25% (p/V). La decoloración del fondo fue

realizada por sucesivos lavados con una solución de meta

nol 5% (v/v) y ácido acético glacial 7,5% (v/v).

II.7.1.3. Visualización de .13 actividad enzimática gg
gm.
Luego de la electroforesis en condiciones no

desnaturalizantes, se incubó cada gel durante 12 horas

con una mezcla cuya composición varió de acuerdo con la

actividad enzimática medida. Las actividades enzimáticas

determinadas fueron:

Actividad de fosforilasa independiente gg ¿Esp

¿gg exógeno: Se usó una mezcla que contenía Glucosa-l-P

20 mMen buffer citrato 50 mM, pH 5,0.

Actividad de fosforilasa dependiente de aceptor

exógeno: Se usó una mezcla que contenía Glucosa-l-P 20 mM

y glucógeno 0,8% en buffer citrato 50 mM, pH 5,0.

La actividad de fosforilasa se evidenció por la

aparición de una banda azul con el reactivo de Iodo,

luego de sumergir los mismos en una solución de IK 0,2% y

12 0,02% en buffer acetato 0,2 M, pH 4,8 (Stegemann, H.,

1968).



II.7.1.4. Determinaciónde Besos moleculares 22: electro

foresis e! condiciones desnaturalizantes.
Comomarcadores de peso molecular en condicio

nes desnaturalizantes se utilizaron: fosforilasa b

(musculo de conejo, PM= 94.000), seroalbúmina bovina (PM

= 67.000); ovoalbúmina (PM= 43.000); anhidrasa carbónica

(eritrocitos bovinos, PM= 30.000); inhibidor de tripsina

de soja (PM = 20.100) y eL-lactoalbumina (PM = 14.000).

Los pesos moleculares en estudio se determinaron por

interpelación en la curva de calibración obtenida cuando

se representa la migración de las proteinas marcadoras en

función de sus pesos moleculares (escala logaritmica).

II.7.1.5. Recuperación de compuestos radioactivos d os

geles.
Con el fin de recuperar compuestos radioactivos

luego de la corrida electroforética, se cortó la banda

del gel, se homogeneizó con buffer Tris ClH 100 mM pH

7,4, se dejó" 24 a 48 horas a 4°C y se eliminaron las

particulas de gel por centrifugación.

11.7.2. Electroforesis gg ¿132 voltaje en 23331.
Se realizó utilizando papel Hhatman N°1 con en

\friamiento por inmersión en tetracloruro de carbono. Se
utilizaron voltajes de 1.000-1.500 volts (20 volts/cm) en

desarrollos que duraron entre 3 y 4 horas. Los buffers
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utiïizados fueron:

1) Acido fórmico 5% pH 2,5.

2) Carbonato-bicarbonato 0,25 M, pH 9,2.

3) Molibdato de sodio 0,1 M, pH 5.

4) Acetato de piridina 1,2 M, pH 6,5.

Para 1a ubicación de 105 azúcares reductores se

utilizó e] método de] nitrato de p1ata a1ca1ino (Treve

lyan y co]., 1950). E1 mismo se basa en revelar 1as

sustancias reductoras con una solución acetónica de N03Ag

a] 1% (p/v) en medio aïcalino (HONa 0,5 N en solución

etanóïica). Las sa1es de plata remanentes fueron elimina

das por inmersión en solución de tiosuifato de sodio al

5%.

11.8. U1tracentrifugación gn gradiente de sacarosa.

11.8.1. Preparación gg _g¿ gradientes de sacarosa.
Se utiïizaron gradientes lineaies de 5-202 (p/v)

de sacarosa que se prepararon en buffer A. Los gradientes
(4 m1) se prepararon en tubos de acetato de ceiuiosa

(6 x 1,1 cm) y se sembraron con 0,2 m1 de muestra que

incluyó una mezcia de proteinas marcadoras que se indica

en 11.8.2. Se centrifugó a 40.000 rpm en un rotor SH 60.1

de Beckman durante 16 horas a 4°C. A1 terminar 1a centri

fugación se recogieron fracciones de 0,2 m1 por succión

desde e] fondo de] tubo con una cánuïa conectada a una
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bombaperistáltica.

11.8.2. Determinacióndel coeficiente gg sedimentación.

Las proteinas marcadoras utilizadas fueron las

siguientes: catalasa de higado bovino (0,1 mg/ml), lacta

to deshidrogenasa de mósculo de conejo (0,03 mg/ml),

fosfatasa alcalina tipo III-S de EL ¿gli (0,15 mg/ml) y
citocromo c de corazón de caballo (2 mg/ml).

Los coeficientes de sedimentación se determinaron

por interpelación en la curva de calibración obtenida

cuando se representa el coeficiente de sedimentación de

las proteinas marcadoras en función del número de frac

ción (desde el fondo del gradiente).

11.9. 93:35 técnicas.

11.9.1. Dosaje gg Erotefna .

La determinación de proteinas se realizó por el

método de Lowry (1951), utilizando albúmina bovina como

patrón. Las lecturas se efectuardn en un espectro

fotómetro Beckman D.U.

11.9.2. Determinación de Brotefnas marcadoras en gradien

tes de sacarosa l en columna de Sephacryl 5-300.
CATALASA:La catalasa cataliza la siguiente

reacción:

2 H202-——————€> 2 HZO + 02

La actividad enzimática se ensayó incu



LACTATO DESHIDRO

GENASA:

FOSFATASA ALCALJ

NA:

bando la enzima en presencia de un

exceso de H202 y valorando el sustrato

no consumido (H202) con solución de IK

La mezcla de incubación contenía en un

volumen final de 0,1 ml: buffer fosfato

de 'potasio 50 mM pH 7,4, H202 (Merck

100% p/v) y enzima. Después de 5 minu

tos a 30°C se detuvo la reacción con 2

de IK 10% (p/v).ml Se leyó la absor

bancia a 425 nm.

La lactato deshidrogenasa cataliza la

siguiente reacción:

Piruvato + NADH2-—) Lactato + NAD+

La actividad enzimática se ensayo mi

diendo la velocidad de oxidación del

NADH2, por medio de la medición de la

velocidad de decrecimiento en absorban

cia a 340 mmsegún la técnica descripta

en el manual de Horthington (1972).

La fosfatasa alcalina cataliza la si

guiente reacción:

Monoéster ortofosfórico + H20-—-—e>



-67

alcohol + H3P03

La actividad enzimática se dosó midien

do a 410 el p-nitro fenol liberado al

tratar p-nitro fenilfosfato con la

enzima según la técnica descripta en el

manual de Northington (1972).

CITOCROMOC: Se valoró espectrofotómetricamente en

el visible, midiendo la absorbancia a

410 nm.

11.9.3. Detección de radioactividad.
{1.9.3.1. Centelleo liquido.

Los compuestos radioactivos se midieron con las

mezclas de Bray (1960) o con una mezcla que contenía 4

gramos de omnifluor (New England Nuclear) en un litro de

tolueno. La mezcla de omnifluor-tolueno se utilizó para

medir (14€) en filtros de nitrocelulosa secados bajo

lámpara infrarroja y colocados en viales de plástico
chicos con 3 ml de solución centelleadora. Las muestras

fueron leidas en contadores de centelleo liquido marca

Packard (modelo 2002 y 3003) o Beckman modelo L5 8100.
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II.9.3.2. _n radiocromatogramas en papel ¿.35 caga delga

Q._g.

Los radiocromatogramas fueron obtenidos emple

ando un aparato Packard (Radiocromatogram Scanner, modelo

7002). En el caso de cromatografias en capa delgada, la

radioactividad se determinó también por centelleo liqui

do. Para ello se raspó la zona radioactiva de la capa de

sflicagel, se resuspendió en agua y se eliminaron las

particulas de sflicagel por centrifugación.

II.9.3.3. En geles de poliacrilamida.
Los geles corridos con muestras radioactivas

fueron secados sobre papel Nhatman N°3 en un secador de

geles marca Bio Rad modelo 224. Se utilizó el método de

sensibilización de Chamberlain et al. (1979). El mismo

consiste.en embeber al gel en una solución de salicilato

de sodio l M. Las placas (Kodak X-OMAT S) fueron

expuestas a -70°C por periodos variables. Luego se proce

dió al revelado de las placas utilizando reveladores y

drogas comerciales.



III. RESULTADOS.

111.1. Soiubilizacián gg l_ preparación gg membranas.
Como se describió en 1a sección 1.5. de 1a Intro

ducción, e] sistema enzimática capaz de sintetizar un

°(-1,4 gïucano unido a proteina, a partir de un aceptor

endógeno de naturaieza proteica, está asociado a una

fracción de membranas de tubércuio-fle papa. Este hecho

compiicaba el estudio de cada una de ias enzimas que

constituyen este complejo sistema enzimática, lo que

indujo a buscar un método de solubilización como primer

paso obligatorio en 1a purificación.

Con este propósito, se resuspendid en thfer A la

fracción de membranas de tubércuio de papa, constituida

principaïmente por propiástidos iibres de aïmidón; se

dejó 48-72 horas a 0°C y se voïvió a centrifugar a

140.000 x g. En e] sobrenadante de esta centrifugación,

que constituye 1a fracción soïubiïizada, están presentes

entre un 30-40% de las proteinas de 1a preparación de

membranas. Un incremento adicional de 1a fuerza iónica

de] medio no aumentó e] porcentaje de las proteinas
extraídas.
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III.1.1. Glucosiltransferasas presentes gn_la fracción
soiubiiizada.

Se midieron las actividades de giucosiltrans

ferasa en 1a fracción solubilizada, en ausencia (Tabla 6)

y en presencia (Tabla 7) de aceptor exógeno, como se

indica en 1a sección 11.3. de Materiaies y Métodos. Se

observó que esta preparación enzimática era capaz de

cataiizar 1a transferencia de glucosas a partir de

UDP-(14€)Glc 4 ¡1M a materia] precipitable por TCA, en

ausencia de aceptor agregado (Tabla 6), lo que indica 1a

soiubilización de 1a enzima que cataliza 1a Reacción 1, o

sea de UDP-Gic: proteina transgiucosiiasa I. La Tabia 6

muestra también que en 1a fracción solubiiizada están

presentes las enzimas que catalizan 1a reacción completa

(Reacción 1 + Reacción 2), ya mie por incubación con

UDP-(14C)Glc 4 mM, o UDP-(14€)Gic 4pm + ADP-(14C)Glc 4

mM ó UDP-(14€)Glc 4 ¡1M + Giucosa-l-P 4 mM, como se

describe en e] ensayo a de 1a sección 11.3r4. de

Materiaies y Métodos, se encuentra un marcado aumento de

1a radioactividad incorporada en materia] insolubie en

TCA, por sobre la observada en 1a Reacción 1.

La Tabla 7 nuestra ios resuitados que se

obtienen cuando se incuba 1a fracción soïubilizada con

UDP-Gïc, ADP-Glc ó Giucosa-l-P y glucógeno como aceptor



exógeno. La radioactividad que se encuentra en e] preci

pitado de metano] indica 1a presencia de UDP(ADP)-G]c:

aïmidón sintetasa y de fosforiïasa. Se observó además

radioactividad en e] precipitado de TCAen ausencia de

aceptor exógeno con (14C)Giucosa-l-P como dador de

glucosa. Esta actividad de fosforilasa, independiente de]

aceptor exógeno, fue descripta por Tandecarz y co]. (1975

y 1978) y por Sivak y col. (1981) en una fracción soluble

de 140.000 x g de tubérculo de papa. Schneider y co].

(1981) también detectaron la presencia de fosforilasa

asociada a Ias membranas de Ios amiiopïastos de tubércu

Ios de papa en los periodos de rápida formación de

almidón.

La incorporación de radioactividad en e] preci

pitado de TCAno se altera por e] agregado de glucógeno a

1a mezcïa de incubación en presencia de UDP-(14€)Gïc 4)]M

(Tablas 6 y 7). Este resultado sugiere que el aceptor

exógeno no compite con e] endógeno. En consecuencia, es

probable que 1a enzima que cataliza 1a Reacción 1 sea

especifica para e] aceptor endógeno presente en 1a pre

paración enzimática.



TABLAg: Incorporación gg glucosa a partir de

UDP-líchlc a material precipitable por TCA,en

ausencia de aceptor exógeno.

Radioactividad

Dador de glucosa precipitable por TCA

(cpm)

UDP-(14C)Glc 4pm 1.799

UDP-(14C)Glc 4 mM 1.900

UDP-(14C)Glc 4pm +
ADP-Glc 4 mM 2.277

UDP-(14C)Glc 4pm +
Glucosa-l-P 4 mM 5.636

La fracción solubilizada (250 pg de proteínas) fue incu
bada con los dadores de glucosa que se indican, durante 4
horas. Las demás condiciones experimentales se describen
en Materiales y Métodos (Sección 11.3.3. y II.3.4.,
ensayo a).



TABLA1: Fosforilasas 1 sintetasas Efesentes gn l_ fracción solubiiizada.

Radioactividad incorporada
Dador de glucosa '

radioactiva deo TCA deo metano]

(cpm)

UDP-(14€)Gic 4}1M 2.203 1.203

ADP-(14C)Gic 4pm 200 10.703

(14C)Giucosa-1-P 4pm 208 4.008

(14C)Giucosa-1-P 4 mM 2.8153 99

La fracción solubilizada (250)19 de proteinas) fue incu
bada con 400 Pg de glucógeno como aceptor exógeno y los
dadores de giucosa que se indican, durante 180 minutos a
30°C. Se midió 1a radioactividad en e] materia] precipi
table por TCAo en el materia] precipitabïe por metano]
de] sobrenadante de TCA. Las demás condiciones se indican
en 1a sección 11.3.1. y 11.3.2. de Materiaïes y Métodos.

a: En ausencia de aceptor exógeno.



III.1.2. Propiedades de] sistema enzimático de sintesis

de un cx-gïucano unido a_protefna.

III.1.2.1. Propiedades de UDP-Gic:proteina transglucosi

lasa l.
E1 efecto del tiempo de incubación sobre 1a

actividad de 1a enzima .que cataliza 1a Reacción 1 se

ilustra en 1a figura 5A. La reacción es mJy rápida, ile

gando a un 70% de] máximo de incorporación de gïucosa

radioactiva en aproximadamente 5 minutos. Se alcanzó un

plateau entre Ios 20 a 30 minutos de incubación. La

detención de 1a síntesis no fue debido a1 agotamiento de]

sustrato, ya que e] agregado de una cantidad extra de

UDP-(14€)Gic no produjo ningón efecto. Por consiguiente,

podrfa deberse a] agotamiento de] aceptor endógeno o a 1a

inactivación de 1a UDP-Glc:proteina transglucosilasa I.

Esto óltimo es poco probable, ya que se encontró que la

actividad de 1a enzima no exhibió variación en un amplio

rango de temperaturas (datos no mostrados). Por otro

lado, e] agregado de una cantidad extra de fracción solu

bilizada reinicia 1a incorporación de glucosa, 11egando a

un mJevo plateau con 1a misma cinética. Estos resuïtados

sugieren 1a existencia de un nómero reducido de moléculas

de aceptor en 1a preparación enzimática que expïicarïa la

detención de 1a sfntesis a1 cabo de un corto periodo de
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reacción.

La enzima que cataliza 1a Reacción 1 tiene

especificidad de dador de glucosa: soio transfiere giu

cosa de] UDP-Glc a] aceptor endógeno (Fig. .5A). Este

resuitado coincide con el descripto para Ia enzima aso

ciada a membranas (Lavintman y Cardini, 1973). La figura

SB m1estra 1a actividad de 1a enzima que cataliza 1a

Reacción 1 en función de la cantidad de proteínas en la

mezcla de reacción. Se encontró que, hasta 350¡Jg de pro
teinas, 1a reacción era iineai.

La actividad de 1a enzima no varió significa

tivamente entre pH 5,5 a 9, encontrándose una 1eve inhi

bición a vaiores menores de 5,5 (Fig. 6A). Además, mostró

requerimiento de iones manganeso con una concentración

óptima de 6 mM(Fig. 68).

III.1.2.2. Propiedades g_ _¿¿ enzimas gig catalizan la

formación de uniones gjucosidicas.

E1 efecto de diferentes dadores de giucosa en

concentración miiimoiar sobre 1a cinética de incor

poracio’n de radioactividad a partir de UDP-(14€)Gic 4pm
se mJestra en 1a figura 7. Para ello se realizó una incu

bación en dos etapas (ensayo b, Sección 11.3.4. de

Materiaies y Métodos). En 1a primera etapa se incubd ia

fracción solubiiizada con UDP-(14€)Gic 4 PM hasta iiegar
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a1 pïateau (30 minutos) y en 1a segunda etapa se agre

garon los diferentes dadores de gïucosa marcados en con

centración 4 mM.E1 agregado de estos fltimos reinició la

incorporación de giucosa radioactiva, Iuego de un periodo

de Iag, probabïemente se están incorporando gïucosas a

partir de ios dadores de glucosa en concentración miïimo
Iar.

Cuando se miden las actividades enzimáticas

involucradas en 1a sintesis de un ci-gïucano unido a pro

tefna, mediante e] ensayo a (Sección II.3.4., en una sola

etapa), incubando 1a fracción soïubiïizada con

UDP-(14€)Gic 4 mM,a diferencia de] experimento anterior,

no se observa incorporación de radioactividad a tiempos

cortos, cataiizado por la UDP-Giczproteina transglucosi

lasa I, ya que e] Km para dicho sustrato es de

4 x 10'6 M. Además, 1a incorporación de radioactividad

fue prácticamente linea] después de un perfodo de "lag"

(1-2 horas) (Fig. 8A). La figura BB m1estra 1a dependen

cia con 1a cantidad de proteinas de 1a incorporación de

radioactividad a partir de UDP-(14€)Glc 4 mM. La marca

incorporada a1 materia] precipitable por TCA 10% mostró

una reiación linea] con 1a cantidad de enzima utilizada

en e] rango de proteinas en 1a 01a] se trabajó (hasta 300

yq)
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Para demostrar que los dadores de glucosa a

concentración milimolar no tienen solamente un efecto

activador sobre la enzima que cataliza la Reacción 1,

sino que se incorporan al material precipitable por TCA

10%, se realizaron experimentos con los distintos dadores

de glucosa radioactivos en concentración milimolar.
Cuando se incuba la fracción solubilizada con UDP-Glc

1pm + ADP-(14C)Glc 4 mM (Fig. 9A) o con UDP-Glc 1).]M +

(14C)Glucosa-1-P 4 mM (Fig. QB), se encontró que la

incorporación de radioactividad era practicamente lineal

luego de aproximadamente 60-120 minutos y 20 minutos

respectivamente. Los resultados mostrados en este apar

tado mJestran que las enzimas solubilizadas presentan los

mismos requerimientos y cinéticas similares a las de las

enzimas asociadas a membranas (Lavintman y col., 1974;

Tandecarz y Cardini, 1978).

III.1.3. Caracterización 212 vitro" de los productos de
reacción.

Los productos radioactivos sintetizados por la
fracción solubilizada fueron sometidos a una serie de

tratamientos con el objeto de determinar si son los

mismos que los sintetizados por la fracción de membranas,

y los resultados obtenidos se ilustran en la Tabla 8. El

producto radioactivo formado en la Reacción 1, obtenido
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como se describió en la sección 11.4.1. de Materiales y

Métodos, se sometió a tratamiento con d_ó B-amilasa. Se

encontró que el producto formado en la Reacción 1 no es

atacado por <1 ó B-amilasa. En cambio, estas enzimas pro

ducen una liberación del 80 al 87%de la radioactividad

del producto sintetizado en presencia de UDP-(14C)Glc 4

mM(obtenido como se describió en la sección 11.4.1. de

Materiales y Metodos) (Tabla 8). La radioactividad

liberada al sobrenadante de TCA,por acción de las enzi

mas glucolfticas, se analizó por cromatografía en papel.

La cromatografía en solvente A del producto de la

digestión con B-amilasa mostró que toda la radioactividad

estaba asociada con maltosa. Comoproducto de digestión

de c¡{-amilasa se encontró (14C)maltosa y (14C)glucosa.

El 80% de la radioactividad del producto formado

en la Reacción 1 se recupera en el sobrenadante de TCA

luego del ataque enzimático con proteasa. Dicho producto,

previo al tratamiento proteolitico, se excluye en una

columna de Sephadex G-15, pero luego de óste, la radioac
tividad se incluye. El material radioactivo incluido

migró hacia el cótodo en el solvente 1 y hacia el ánodo

en el solvente 2, cuando se lo sometió a electroforesis

en papel (Fig. 10, a y b).
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TABLA 8: Efecto de aigunos tratamientos sobre 10s produc

tos dg la Reacción l L de lg Reacción l i Reac

ción g.

Tratamiento Condiciones Radioactividad preci
pitabie por TCA (%)

°(-ami1asa 37°C, 24 horas 80

B-amiïasa 37°C, 48 horas 85

Pronasa T. amb, 8 dfas 8

NaOH (0,2N)
+ BH4Na (0.2N) 50°C, 5 horas 34

B:
°C-ami1asa 37°C, 24 horas 20

B-amiiasa 37°C, 48 horas 13

E1 producto radioactivo de
ducto radioactivo de 1a Reacción 1 + Reacción 2

se sometieron a una
Los productos se obtuvieron como se descri

de Materiaies y Métodos.

g, seccióntratamientos.
bió en 1a sección 11.4.1.

11.3.4.) (B),

1a Reacción 1 (A) y e]
(ensayo

serie de



El efecto del tratamiento alcalino en con

diciones reductoras sobre el producto radioactivo catali

zado por la UDP-Glc: proteina transglucosilasa I, se

muestra también en la Tabla 8A. El producto de la Reac

ción 1 es sensible a este tratamiento, ya que como con

secuencia de mismo se liberó un 66%de la radioactividad

al sobrenadante de TCA. Las proteinas que son sensibles a

este tratamiento son las que poseen unión O-glicosfdica,

en la que el azfcar está unido al oxhidrilo de residuos

de serina/treonina de la proteina (ver sección 1.4.3. de

Introducción). Por este tratamiento el monosacárido unido

a la proteina se convierte en su correspondiente azfcar

alcohol, que fue identificado como sorbitol(14C) por

electroforesis en papel en el solvente 3 (Fig. 10C). Este

resultado indica que el azícar involucrado en la unión es

glucosa. Por otro lado habfa sido descripto para la frac

ción de membranas (Tandecarz y Cardini, 1978) que el pro

ducto de la reacción completa era resistente al

tratamiento alcalino bajo condiciones reductoras. Sin

embargo, si se lo sometfa a una B-amilolisis exhaustiva,

previa al tratamiento alcalino, se volvia sensible a
éste; la resistencia fiJe atribuida a la existencia de
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(A? en a’cido fo’rmico SIIIPH 2,5 (B). C: E1ectrofores1‘s enmo 1' dato de sodio 0,1 M, p 5, de] producto de 1a Reaccio’n 1
Iuegp de] trqtamiento aïcalino en condiciones _reductoras. Lasdemas condíc10nes de la e1ectroforesís se ind1can en 1a Sec
cio'n 11.7.2. de MateriaIes y Me'todos.
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impedimento estórico debido a la presencia de cadenas

dn4,4 glucosfdicas. El producto de la reacción completa

forma un complejo azul con el reactivo de iodo; el

espectro de absorción de este complejo con un máximo a

600 nm es tipico de glucanos lineales de más de 60 unida

des de glucosas (Bailey y Hhelan, 1961). Por otro lado,

el producto de la Reacción 1 no da coloración con iodo.

Esta serie de tratamientos sugiere que el pro

ducto de la Reacción 1 es una glucoprotefna en la cual un

solo residuo de glucosa está unido a la proteina aceptora

endógena, presumiblemente a través de una unión 0

glicosfdica a residuos de serina/treonina. Por otra

parte, los datos obtenidos con el producto de la reacción

completa indican que la porción de hidratos de carbono

presenta una estructura prácticamente lineal de uniones

glucosfdicas <x-1,4 semejante a la de amilosa.

III.1.3.1. Electroforesis en ¡gel .d_ poliacrilamida _n

presencia gg ¿QEx ¿533,

Los resultados de la sección precedente

MJestran que el aceptor endógeno de la Reacción 1 es de

naturaleza proteica y que la glucosa está presumiblemente

unida a la proteina por una unión covalente. Con el fin

de confirmar estos resultados, se sometió el producto

radioactivo de la Reacción 1, obtenido como se indicó en
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la sección 11.4.1. de Materiales y Métodos, a electro

foresis en gel de poliacrilamida en presencia de SDSy

urea, a dos concentraciones de acrilamida: 10%y 12,5%.

La mJestra, antes de la electroforesis, se calentó a

100°C con urea, SDS y 2-mercaptoetanol con el objeto de

asegurar la ruptura de uniones débiles del tipo no cova

lente. La migración del producto radioactivo en gel se

determinó por autorradiograffa, como se describe en la

sección II.9.3.3. de Materiales y Métodos. La figura 11

muestra las fluorograffas correspondientes al producto
radioactivo de la Reacción 1. Se encontró una banda de

peso molecular de 38.000 dalton tanto a 10% como a 12.5%

de acrilamida en el gel. El peso molecular fue calculado

por interpelación de la movilidad de la banda radioactiva
en una curva de calibración realizada con una mezcla de

proteinas de pesos moleculares conocidos, sometidas a
electroforesis en condiciones similares.

Segrest y col. (1971) mostraron que el peso

molecular aparente de las glicoprotefnas, con más del 10%

de carbohidratos, calculado por electroforesis en gel de

poliacrilamida en presencia de SDS, disminuye al aumentar

la concentración de acrilamida. La igualdad de peso mole

cular hallado en las dos concentraciones de acrilamida en

el gel indica que la banda de 38.000 es una proteina que
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Reacción I (100 ug de proteinas de la fracción solubilizada,
2.000 cpm) obtenido por precipitación cOn TCA, fue sometido a
electroforesis en 10%de acrilamida (A) y 12,5% de acrilamida
(B). La escala de la izquierda muestra los pesos nnleculares
estimados, determinados con una mezcla de proteinas de pesos
moleculares conocidos. Las demás condiciones experimentales
se describen en Materiales y Métodos(Sección II.7.1.2.).
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no posee carbohidratos endógenos o, que si los posee, su

contenido es menos del 10%.

111.2. Segaraciónde las glucosiltransferasas solubiliza
das.
Con el fin de estudiar cada una de las enzimas que

catalizan la sintesis de un d-1,4 glucano unido a pro

teina en la fracción solubilizada, se intentó la separa
ción de éstas. Se sometió una alïcuota de la fracción

solubilizada (30-50 mg de proteinas) a cromatograffa en

columna de DEAE-celulosa; la elución de las proteinas de

la columna se realizó con un gradiente continuo de

cloruro de potasio de 0-0,5 M. üJando se midió la activi

dad de UDP-glucosa: proteina transglucosilasa I en

alfcuotas de cada una de las fracciones de la columna, se

observó que esta actividad enzimática eluye en un pico

agudo y simétrico que eluye a 0,21 M de ClK (Fig. 12). Se

reunieron las fracciones (67-76) con actividad de

UDP-Glc: protefna transglucosilasa I denominíndose Pico

I a esta fracción enzimática. La cromatografía en DEAE

celulosa resultó en una purificación de la actividad

anteriormente mencionada de unas 15 veces con respecto de

la actividad en la preparación particulada, como se
muestra en la Tabla 9.
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ig. E: Cromatografía Q columna d_e_DEAE-celuiosa de 1_a fraccio'n
sou 1 12a a. Se miaio' activiaaa ae UDPÏGIc: proteina
transglucosflasa I (—o—o—o—)en aii'cuotas de 100 p] y UDP
Gic almidón sintetasa (—{}—crqD-JADP-Gic: almidón sintetasa
(-1l-lF-I-) en alícuotas de 150 u]. El tiempo de incubación
de las almidón sintetasas fue de 180 Ininutos. Las barras
indican las fracciones reunidas.
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so u 1 iza a. ‘Sïe miaio acfiT/iaad de ïosïoriiasaïépenaienïe
(Cl-CH e inde endiente (-0-O-) de aceptor exo’geno en
ah’cuotas de 10 y 50 y] respectivamente..Los tiempos de
incubación fueron de 150 min para el ensayo de 1a actividad
dependiente y de 30 min. para 1a independiente de aceptor
exo’geno. Las dema‘s condici_ones se describen en Materiales y
Me‘todos. Las barras indican 1as fracciones reunidas.
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Tabïa 9: Purificación gg UDP-gïucosa;proteina trans

glucosilasa l.

Fracción Actividad Unidades
específica totales

(cpm/mg de
proteinas)

Preparación particuiada 11.000 189.000

Fracción soïubilizada 20.000 70.000

Pico I (DEAE) 1.66.670 10.000

Cuando se midió 1a actividad de las enzimas que sin

tetizan el producto de 1a reacción compïeta en cada frac

ción de 1a columna, por incubación de una aïfcuota de

éstas con UDP-(14€)Glc 4)1M en presencia de UDP-Glc, ADP

Glc o Giucosa-l-P en concentración miIimolar (ensayo a

Sección 11.3.4. de Materiaïes y Métodos), no se haïïó

actividad en ninguna de las fracciones. Tampocose halló

actividad de estas enzimas en e] Pico I. Dicho resuïtado

es bastante predecibïe, ya que las enzimas que sintetizan

e] o(-l,4 glucano requieren e] producto de UDP-G]c: pro

teina transglucosiiasa I comoaceptor. Por consiguiente,

las enzimas que catalizan 1a sintesis de uniones glu
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cosfdicas «aC-1,4 se encuentran en una zona de elución

diferente a la de la enzima que cataliza la Reacción 1 y

no se pueden medir segón el ensayo a ó g (Sección 11.3.4.

de Materiales y Métodos) por falta del aceptor.glucosi

lado sintetizado por la UDP-Glc:proteina transglucosi

lasa I. Por otro lado, se mostró anteriormente (Tabla 7)

que en la fracción solubilizada .estaban presentes las

actividades de almidón sintetasa y fosforilasa dependien

tes de aceptor exógeno. Con el fin de estudiar la posible

relación de éstas con las enzimas que alargan el producto

de la Reacción l, se hxscaron estas actividades en la

columna de DEAE-celulosa. Se halló que las actividades de

UDP(ADP)-Glcalmidón sintetasas eluyen en un rango amplio

de concentración salina (O,25-0,35 Mde cloruro de pota

sio) y sus zonas de elución se superponen dando picos

anchos (Fig. 12). La actividad relativa de estas enzimas

depende de la preparación.

La figura 13 ilustra el perfil de las actividades

de fosforilasa. La actividad de fosforilasa dependiente

de aceptor exógeno mJestra un pico ancho de actividad con

un hombro hacia concentraciones mayores de cloruro de

potasio, que eluye entre 0.25-0.35 M de este. Por el

contrario, el perfil de actividad de fosforilasa indepen

diente de aceptor exógeno mostró un pico de actividad
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ango y simétrico que eluyó a 0,25-0,26 M de cloruro de

potasio (Fig. 13). Dada la superposición entre sf de las

actividades de sintetasa y fosforilasa en la columna de

DEAE(Figs. 12 y 13), se decidió reunir las fracciones

(92-98) con actividad de fosforilasa independiente y

'dependiente de aceptor (Pico IIa) y, por otro lado,

rainir las fracciones (103-112) que poseen solamente

actividad de fosforilasa dependiente de aceptor (Pico

IIb). Cada una de estas fracciones activas se con

centraron por ultrafiltración a través de membranasUM-10

(Amicon Corporation) que retienen proteinas de peso mole

cular mayor de 10.000 dalton.

Las actividades enzimáticas presentes en los picos

IIa y IIb se miestran en la tabla 10. La incorporación de

radioactividad a material precipitable por TCAen el Pico

IIa, en ausencia de polisacirido agregado, sólo fije

observada en presencia de (14C)Glucosa-1-P 4 mM. Esta

actividad independiente de aceptor exdgeno se activa por

buffer Mes y albfmina. Sivak y col. (1981) encontraron

resultados similares con una fosforilasa independiente de

aceptor exógeno de una fracción soluble de 140.000 x g de

tubérculos de papa. En presencia de (14C)Glucosa-1-P 4)JM
y glucógeno comopolisacárido aceptor, se mide solamente

la actividad de fosforilasa dependiente de aceptor



exógeno (Sivak y col., 1981).

Como se mostró anteriormente (Figs. 12 y 13), ias

actividades de UDP(ADP)-Glcaimidón sintetasa dependien

tes de aceptor exógeno cocromatografiaban .en DEAE

celuiosa con ias actividades de fosforiiasa, por

consiguiente también están presentes en ios picos IIa y
IIb.

La cromatografía en coiumna de DEAE-celulosa de 1a

fracción solubiiizada no permitió resolver las diferentes

actividades de fosforiiasa y almidón sintetasa presentes

en 1a preparación. Sin embargo, este tipo de cromatogra

ffa fue eficiente para separar 1a UDP-Gic: proteina

transglucosiiasa I (Morenoy Tandecarz, 1982).



TABLA10: Gïucosiltransferasas presentes en os Picos

Ia x IIb.

Radioactividad en
Dador de glucosa Aceptor deo deo

exógeno TCA Metano]
(cpm)

A) Pico IIa:

(14C)G1ucosa-1-P 4 mM 3465 86

(14C)Giucosa-1-P 4 pM 85 76

(14C)Giucosa-1-P 4 pM giucógeno 118 4442

UDP-(14€)Gïc 4 pM amiïopec- 98 1482tina

ADP-(14C)Gic 4 PM amilopec- 42 2501tina

B) Pico IIb:

(14C)Glucosa-1-P 4 mM 94 84

(14C)Giucosa-1-P 4 FM 65 83

(14C)G1ucosa-1-P 4 FM giucdgeno 67 2189

UDP-(14€)Glc 4 pM amilopec- 84 1834tina

ADP-(14C)Gic 4 FM amiïopec- 66 2758tina

La mezcïa de incubación contiene: 3,2 pg de proteinas de]
Pico IIa 6 3 pg de proteínas de] Pico IIb. Luego de incu
bar durante 45 minutos a 30°C, se midió e] materia}
radioactivo precipitable por TCA10%o precipitabie por
metano] en e] sobrenadante de TCA. Se utiïizó como acen
tor exógeno glucógeno (2,6 mg/ml) o 'amiiopectina (0.6
mg/mi).
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III.3. Estudio de la UDP-Glc-proteinatransglucosilasa l
¿m2.

111.3.1. Propiedades cinéticas.

La figura 14 muestra el efecto del tiempo de

reacción (A) y de la cantidad de proteinas (B) sobre la

actividad de UDP-glc: proteina transglucosilasa I. Se

encontró que la reacción era lineal hasta 18 pg de pro

teinas. La actividad enzimática no experimentó ninguna

variación entre pH 6 a 9, encontrándose una leve inhibi

ción a valores de pH menores de 6.

III.3.2. Especificidad de; dador ¿.95 aceptor de glucosa.
Se investigó la especificidad del dador y del

aceptor de glucosa y los resultados se muestran en la

Tabla 11. ’Se observó que el UDP-Glc es el dador

especifico de glucosas al igual que en la preparación

particulada (Lavintman y col. 1974).

En la sección 111.1.1. se consideró la probabi

lidad de que la enzima fuera también especifica para el

aceptor endógeno (Tablas 6 y 7). La Tabla ll muestra

claramente que la enzima que cataliza la Reacción 1 es

especifica para el aceptor endógeno, ya que no es capaz

de transferir (14C)Glucosa del UDP-(14C)Glc al poli

sacárido agregado (no hay radioactividad en el precipi

tado de metanol del sobrenadante de TCA). Además, el
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Materiaies y Me‘todos.
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agregado de glucógeno no tiene ningún efecto sobre 1a

incorporación de radioactividad a materia] precipitabie

por TCA. De estos resultados se deduce que e] Pico I solo

presenta actividad de la enzima que cataliza Ja Reacción

1 y no tiene actividad de almidón sintetasa dependiente

de aceptor exógeno.
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TABLA11: Actividades gg glucosiltransferasa en Pico l.

Radioactividad precipitable
Dador de giucosa por TCA por metano]

cpm cpm

Sin aceptor exógenb:

UDP-(14€)Glc 4 pM 2.303 35

ADP-(14C)Gic 4 pM 50 3o

(14C)Glucosa-1-P 6 pM 65 29

Con aceptor exógeno:

UDP-(14C)Gic 4 pM 3.062 42

ADP-(14C)Glc 4 pM 55 33

(14€)Giucosa-1-P 6¡JM 60 4o

La mezcia de reacción (18 pg de proteínas de Pico I) fue
incubada con los dadores de glucosa que se indican
durante 60 minutos a 30°C. Como polisacárido aceptor
exógeno se agregó 200 pg de glucógeno. E1 materia] ra
dioactivo precipitable por TCAo por metano] iuego de 1a
precipitación con TCA fue medido como se describe en 1a
sección II.9.3.1. de Materiales y Métodos.
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OIII.3.3. Presencia de componentes glucosilados en l Pic

n)l no involucrados en la actividad aceptora d l
enzima.

Algunos autores (Frederick, 1971; Kamogawa y

col., 1968) sugirieron que la síntesis de ggig de uniones

glucosfdicas se llevaba a cabo porque la enzima que cata

lizaba dicha sintesis podria ser una glicoprotefna, o

tener un componente glucosfdico contaminante como

aceptor. Para descartar tal posibilidad, se sometió el

Pico I de DEAE a cromatografía en columna de Con

canavalina A Sepharosa. La figura 15 muestra el perfil de

elución hallado. Se encontró que en el buffer de lavado

se halla la actividad catalftica, en consecuencia, ni el

aceptor ni la enzima presentan afinidad por la lectina

inmovilizada. Ello indica que la enzima y el aceptor no

poseen carbohidratos que sean reconocidos por la lectina

(glucosa o manosa) o que, si están presentes, su con

figuración estérica impide la unión a la misma. Se anali

zaron alfcuotas de las fracciones unidas y no unidas

a la lectina (Fig. 15) mediante electroforesis en gel de

acrilamida (10%) en presencia de SDSy urea. En la frac

ción que tiene afinidad por la lectina, se halló una

banda mayoritaria PASpositiva (Fig. 15). Esta banda está

ausente en los geles correspondientes a la fracción que
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columna. Luego de la electroforesis, los geles fueron teñidos
con Coomasiebrilliant blue.

®Banda PASpositiva.
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no se une a 1a Con A-Sepharosa (y que tiene actividad

enzimática); por consiguiente, 1a banda PAS positiva no

está relacionada con 1a actividad de UDP-Blc: proteina

transgiucosiiasa I.

III.3.4. Determinación del radio de Stokes ¿al pg:

filtración gn Sephacry] 5-300.

La figura 16 muestra e] perfi] de eïución del

Pico I, cromatografiado en una coiumna de Sephacry]

5-300. La actividad de UDP-Glc: proteina transgiucosiïasa

I eluyó como un ónico pico con una constante Kav = 0,24

correspondiente a un radio de Stokes de 6,1. Las fiechas

indican 1a posición de Ios picos de e1ución de 1as pro

teinas marcadoras. En ei pico con actividad cataïftica,

cocromatograffan la enzima y e] aceptor endógeno.

III.3.5. Determinación del coeficiente de sedimentación

(szo’w) por u1tracentrifugación en gradiente de
sacarosa.

Los estudios reaiizados hasta ahora (cromatogra

ffa en DEAE-ceiuïosa, cromatografía de afinidad en Con A

Sepharosa y filtración en ge] de Sephacry] 5-300)

mostraron que 1a actividad de 1a enzima que cataliza 1a

Reacción 1 no se separa de] aceptor endógeno. Con e]

objeto de estudiar: a) 1a posibilidad de separar e] acep

tor endógeno de UDP-Glc: proteina transgiucosilasa I, y
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Filtración en e] de Se hacr 1 5-300. E] Pico I 0,5 m de
proteinas) sí'é%ñefï3 a cromaÉografia en columna de(Sephagryl
5-300 como se describe en Materiales y Métodos. Se midió la
actividad de UDP-Glc: proteina transglucosiïasa I en una
aïfcuota de 200;11¿de cada fracción. Las fïechas indican ias
posiciones en que eïuyen cada uno de Ios eiementos marcadores
usados: azul dextrano (BD); B-ga1actosidasa (4), catalasa
(3), fosfatasa (2) y citocromo C (1).



—]O6

b) determinar si existe alguna relación entre el producto

de la Reacción 1, la enzima y el aceptor, se sometieron

el Pico I y la nmzcla de reacción luego de incubar el

Pico I con UDP-(14C)Glc 4 pM a ultracentrifugación en

gradiente de sacarosa.

La figura 17 muestra el perfil de sedimentación

de la actividad de UDP-Glc: proteina transglucosilasa I y

el perfil de radioactividad correspondiente al producto

de la Reacción 1. En la misma figura se incluyen las cur

vas de calibración obtenidas con marcadores de coefi

ciente de sedimentación conocidos. Por interpelación en
dicha curva de calibración se obtuvo un coeficiente de

sedimentación 520,w = 10,3 S para la enzima que cataliza
la Reacción 1.

Por otro lado, el producto radioactivo de la

reacción 1 sedimenta en una zona del gradiente correspon

diente a szo,w = 8.6 a 8.8 S. En este gradiente no se

halló actividad de UDP-Glc:proteina transglucosilasa I.

Con el fin de analizar el perfil de proteínas de la zona

del gradiente de 10,3 S y de 8,6-8,8 S, se sometieron a

electroforesis en gel de 12,5% de acrilamida y los

resultados se muestran en la figura 18. El perfil de pro

teinas que se obtuvo cuando se sometió la zona de 10.3 S

del gradiente de sacarosa a electroforesis en las mismas
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F' . 17: U1tracentr1’fu acio’n en radíentes de 5-201 de sacarosa. E1
"9' _ Pico 1', 200 pg de pr’o'teï'nas, y el’fi‘oaucïoïe la Reacción 1

(2.000 cpm, mezcla de reaccio’n luego de incubar 200,419 de
proteínas del Pico I con UDP-(14C)G1c4 pM) fueron sometidos
a uïtracentrifugacio‘n en sendos gradientes de sacarosa. En
cada una de 1as fracciones de Ios respectivos gradientes se
midio’ 1a actividadde UDP-Gïczproteí'na transgïucosilasa I

444-) o 1a radioactividad en _e] materia] recipitable porCA 10% (producto de 1a Reaccion 1) (-o-o-f. Las protei'nas
marcadoras son: 1, citocromo c; 2, fosfatasa alcalina; 3,
Iactato deshidrogenasa y 4, cataïasa. Las dema'scondiciones
se describen en 1a Seccio’n 11.8. de Materiaïes y Me’todos.
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condiciones se ilustra en 1a figura 188. Se observan 4

bandas correspondientes a polipéptidos con pesos molecu

lares de: 96.000, 66.000, 58.000 y 38.000 da1ton. Este

último polipéptido no forma parte de 1a proteína nativa

con actividad de UDP-Glc: proteina transgiucosilasa I,

como se vio en 1a figura 15 de 1a sección III.3.3. (banda

PAS positiva). Además, cuando se sometió 1a fracción que

no tiene afinidad por 1a Con A-Sepharosa (ver Fig. 15) a

u1tracentrifugaci6n, se encontró que 1a actividad de

UDP-Glcz proteina transgiucosiiasa I sedimenta en 1a

misma zona de] gradiente de sacarosa (10,3 S) y presenta

3 bandas mayoritarias de 96.000, 66.000 y 58.000 dalton

en ge] de acrilamida. E1 perfil de proteinas que se

obtiene cuando se somete 1a zona de 8,6-8,8 S del gra

diente de sacarosa a e1ectroforesis en ge] de acriïamida

(12,5%) se ilustra en 1a figura 18C. Se observan 3 bandas

mayoritarias correspondientes a poïipéptidos de 66.000,

58.000 y 38.000 daiton. La autorradiograffa de] gel

mostró una banda de radioactividad de 38.000 daïton (Fig.

180).

Los resuitados expuestos en este apartado

muestran que:

a) e] aceptor endógeno no se separa de 1a enzima que

cataliza 1a Reacción 1 por ultrafiitración en gradiente
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transgiucosiiasa I, C y D: zona de 8,6-8,8 S de] gradiente de
sacarosa correspondiente a1 producto radioactivo de 1a Reac
ción 1. Los demás detaïies experimentaies se describen en
Materiales y Métodos(Sección II.7.1.2.).
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de sacarosa;

b) se hallan polipéptidos comunes a la zona del gradiente

correspondiente a la actividad enzimática y a la del

producto. Por otro lado, la banda de 38.000 está rela

cionada con el producto de la Reacción 1.

III.3.6. Cálculo del Beso molecular.
Conociendo el valor del radio de Stokes y el

coeficiente de sedimentación de la proteina enzimática,

es posible estimar el peso molecular de ésta. El valor

hallado calculado como se describió en Materiales y

Métodos fue de 300.000 dalton. Además, se calculó un

coeficiente -friccional (f/fo) de 1,4 basándose en las

fórmulas expuestas en la sección II.6.1.3. de Materiales

y Métodos. En la Tabla 12 se resumen los parámetros

hidrodinámicos de la enzima y peso molecular calculado.
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TABLA12: Propiedades fisicas de UDP-Glc: proteina

transglucosilasa l.

Propiedades fisicas

Coeficiente de sedimentación
520,w (S) 10,3

Radio de Stokes, a (nm) 6,1

Volumenparcial especffico,{? N;D. a
(ml/g)

Peso molecular, PM(dalton) 300 x 103

Coeficiente friccional, f/fo 1,4

a: N.D., no determinado. Se consideró un valor detT: 0,74
ml/g para calcular el peso molecular.
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III.4. Análisis de las enzimas presentes en os pi os Ia

X IIb.

La cromatografía en DEAE-celulosa de la fracción

solubilizada (Sección 111.2.) mostró la existencia de más

de una forma molecular de sintetasa y de fosforilasa

medidas en presencia de aceptor exógeno. Este hecho

sugería la posibilidad de que alguna de las formas de

esas enzimas fueron capaces de utilizar como aceptor el

producto de la Reacción 1 y catalizar la formación del

CK-l,4 glucano unido a proteina. Se estudiaron, entonces,

las propiedades de las enzimas presentes en los picos IIa

y IIb (almidón sintetasas y fosforilasas) para investigar

posteriormente si alguna de las enzimas presentes en el

Pico IIa o en Pico IIb tiene especificidad por el pro

ducto de la Reacción 1.

III.4.1. Fosforilasa: propiedadescinéticas.

La dependencia con el tiempo de incubación de la

reacción catalizada por fosforilasa presente en los picos

IIa y IIb se ilustra en la figura 19. La reacción de fos

forilasa del Pico IIa, medida en ausencia de aceptor

exógeno, presenta un período de latencia inicial (Fig.

19A). Dicho periodo podrfa corresponder al tiempo nece

sario para que se forme un aceptor más eficiente para que

la reacción tenga lugar. Este resultado está de acuerdo
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con e] encontrado por Sivak y co]. (1980) para 1a fos

foriiasa independiente de aceptor exógeno de 1a fracción

soïubïe de 140.000 x g de tubércuïo de papa. En cambio,

la actividad de fosforilasa dependiente de aceptor

exógeno, presente en e] Pico IIa (Fig. 19A) o en el Pico

IIb (Fig. 198), muestra una relación iineal con e] tiempo
de reacción.

III.4.2. Almidónsintetasa: propiedades cinéticas.

Cuando se estudió 1a dependencia con e] tiempo

de incubación de 1a reacción cataïizada por UDP-Gic

aïmidón sintetasa medida en presencia de aceptor exógeno

para la enzima presente en e1 Pico IIa (Fig. 20A), se

observó una reïación linea] de la radioactividad incor

porada a materia] insoïubie en metanoi-KCI hasta aproxi

madamente 45 minutos de incubación. La figura ZOBmuestra

1a dependencia con 1a cantidad de proteinas para 1a UDP

Glc almidón sintetasa presente en e] Pico IIa. La radio

actividad incorporada muestra una relación linea] hasta

Ios 4,8 pg de proteinas.
La dependencia con el tiempo de 1a reacción

cataïizadas por UDP-Glc o ADPrGÏCalmidón sintetasa pre

sentes en e] Pico IIb se muestra en 1a figura 21.. Se

observa que 1a incorporación de radioactividad es prácti

camente linea] hasta aproximadamente 20 minutos.



—115—

l fi ñ l I l
2- A - B

" -15

m o
l9 U
,‘ " -10 3

E 1- - x
a 8
o o _ _5 ¡b

l l l l l l

00 30 50 90 Ü lo 8 12 o

Tiempo (min) pg de proteina

2_0:Actividad de UDP-Glc:almido’nsintetasa {Pico
de] tiem oïe reacción SA;L. Én (AT la mezcla

Ilag en funcio‘ngíïa concentracion e proteinas
incha'ciÉn contiene 5719 de pro

teinas. En (B) e] tiempo de incubacio’n fue de 30 minutos. Las
dema's condiciones experimentales se detaHan en Materiales y
Métodos.



' I l

3 

W9
2- _

x

E
o.
U 1 - _

O l l l i

0 10 20 30 45

fiempo (mm)

[;g. 21: Actividad de UDP-Glc almidóh sintetasa (-o-o-Q ADP-Glc
_-' almïaon sidïEtasa -o-o-) {Elco gg unc1on e] 1emgogg

reacciónl La ueicïá de 1hcubáh16h contiene 5_pá-ÍE proféïhgs,



-117

III.4.3. Actividadde fosforilasa en geles gg poliacrila
mida en condiciones nativas.

Con el objeto de investigar la presencia de

distintas formas de fosforilasa en los picos IIa y IIb,

éstos fueron sometidos a electroforesis en gel de

poliacrilamida en condiciones nativas. La figura 22

muestra los zimogramas obtenidos cuando se mide actividad

de fosforilasa en ausencia y presencia de aceptor

exógeno. Los zimogramas correspondientes al Pico IIa

muestran una sola banda de actividad tanto cuando se

ensaya en ausencia (Fig. 22A) como en presencia de acep

tor exógeno (Fig. 223). En cambio el Pico IIb mostró 2

bandas en presencia de aceptor exógeno, una de ellas con

movilidad similar a la hallada en el Pico IIa y otra

banda de menor movilidad electroforética (Fig. 220). No

se encontró actividad de fosforilasa en ausencia de acep

tor exógeno en el Pico IIb (Fig. 22€).

111.4.4. Determinación del peso molecular de la subunidad

de fosforilasa.
Con el fin de analizar la composición en subuni

dades —de la banda de menor movilidad electroforética

(Fig. 220) y la de mayor movilidad (Fig. 228 y 22A), se

cortaron las zonas del gel correspondiente a dichas acti

vidades y se eluyó la proteina como se indica en
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Lis, ¿25 Eïectroforesis _e_n e] _7_%¿de acrilamida en condiciones _n_c¿
desnaturalizantes. as nuestras conteniendo BUpg aa pro
teinas de] Pico IIa (geles A y B) y 40ipg de proteinas de]
Pico IIb (geles C y D) se sometieron a electroforesis, como
se indica en Materiaies y Métodos. Se Iocalizó actividad de
fosforjïasa dependiente de aceptor (B y D) e independiente de

' aceptor (A y C).
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Materiales y Métodos. Después de este tratamiento, la

proteina elufda fue sometida a electroforesis en gel de

acrilamida (10%) en presencia de SDSy urea.

Se encontró que las actividades de fosforilasa

tenian una banda común correspondiente a un polipóptido

de peso molecular 96.000 dalton (Fig. 23). Un resultado

similar fue encontrado por Sivak y col. (1981) para la

fosforilasa independiente de aceptor exógeno de la frac

ción soluble de 140.000 x g de tubérculo de papa.

III.4.5. Ultracentrifugación gg gradiente de sacarosa de

.2í BiEEílll 1.112'
Para ver si se pueden separar las actividades de

fosforilasa presentes en el Pico IIa, se sometió esta

fracción enzimática a ultracentrifugación en gradiente de

sacarosa. Los perfiles de sedimentación hallados se

ilustran en la figura 24. En la misma figura se incluye

la curva de calibración obtenida con marcadores de coefi

ciente de sedimentación conocidos. Se obtuvo un coefi

ciente de sedimentación de 8,2-8,4 S para ambas

actividades de fosforilasa. Esta constante de sedimen

tación corresponde a un peso molecular de aproximadamente

190.000 para proteinas globulares. Las fosforilasas pre

sentes en el pico IIa y en el IIb serian entonces dfmeros

formados por dos subunidades de 96.000 dalton. Aunque las
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fosforilasas presentes en el Pico IIa no se pueden

diferenciar por movilidad electroforética (Fig. 22Ay B)

o por gradiente de sacarosa presentan cada una de ellas

propiedades cinéticas bien definidas (Fig. 19).

Comose mostró en la sección III.2., las activi

dades de almidón sintetasas cocromatografiaban con las

actividades de fosforilasa, y en consecuencia también

están presentes en los Picos IIa y IIb. Por tal motivo se

midieron dichas actividades en los gradientes de

sacarosa. Se encontró que las actividades de almidón sin

tetasas no se separan por dicha técnica y, a su vez,

ambas actividades (medidas con ADP-Glc o UDP-Glc) se

hallan en la misma zona del gradiente (8,2-8,4 S) que las

fosforilasas.

III.5. Reconstitución del sistema original gg_ sintesis

ggloL:l¿4 glucano unido a proteina.

III.5.1. Experimentosgg reconstitución.
En la sección 111.2. se indicó que las enzimas

que utilizan el producto de la Reacción 1 como aceptor se

separaron de la enzima que cataliza la Reacción 1

mediante cromatograffa en DEAE-celulosa. Por esta razón,

la actividad de las enzimas que catalizan la Reacción 2,

en ausencia de polisacárido exógeno, no se pueden medir
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por falta del aceptor glucosilado sintetizado por la

UDP-Glc:proteina transglucosilasa I (aceptor endógeno).

Con el objeto de: a) ver si se podia reconsti

tuir el sistema original de sintesis del OL-1,4 glucano

unido a proteina y b) analizar si alguna de las enzimas

alargadoras' que catalizan la sintesis de uniones glu

cosfdicas ci-1,4, con polisacóridos exógenos como acep:
tor, puede utilizar el producto de la Reacción 1 como

aceptor, se llevaron a cabo experimentos de reconstitu

ción en dos etapas con las enzimas presentes en los picos

I, IIa y IIb. En la primera etapa de la incubación. se

formó el producto de la Reacción 1. Para ello se incubó

UDP-Glc: proteina transglucosilasa I (Pico I) con

UDP-(14€)Glc 4 pM como se describió en Materiales y

Métodos. Luego de 30 minutos de incubación (segunda

etapa), se agregaron Pico IIa ó Pico IIb como fuente de

enzima, con los dadores de glucosa correspondientes a

fosforilasa o almidón sintetasa en concentración milimo

lar, como se describe en la sección 11.3.5. de Materiales

y Métodos. En el experimento en el cual se agregó en la

segunda etapa de la incubación, el Pico IIa y UDP-Glc 2

mM (Tabla 13), se halló un incremento de 50 veces en la

incorporación de radioactividad con respecto a la obte

nida durante la primera etapa de la incubación. El agre
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TABLA13: Reconstitución del sistema de sintesis de]

oL-1,4 gjucano unido a proteina.

Agregados durante 1a segunda etapa Radioactividad
precipitable

Fracción Dador de por TCA
enzimática giucosa (cpm)

6.460
(13,3 pmol)

----- UDP-Glc 2 mM 6.431

Pico IIa ---- -- 6.510

Pico IIa UDP-Glc 2 mM 9 332
(740.pm01)

Pico IIa UDP-Gïc 2 mM 125a

Pico IIa ---- -- 140a

Se realizó una incubación en dos etapas. Durante 1a pri
mera etapa se incubó e] Pico I (20 yg de proteina) con

UDP-(14C)Glc 4 ¿1M durante 30 min a 30°C. En 1a segundaetapa se reincu ó durante 5 horas a 30°C con Ios agrega
dos que se indican. Se detuvo la reacción como se
describe en Materiales y Métodos.
a Se omitió durante 1a primera incubación Pico I.



gado de UDP-Glc 2 mM o e] Pico IIa por separado no tuvo

ningún efecto. Un experimento simiïar, realizado con e]

agregado de Pico IIb en 1a segunda etapa, no Iogró aumen

tar 1a radioactividad incorporada en e] precipitado de

TCA respecto de 1a obtenida durante 1a primera etapa de

la incubación.
Otro experimento para formar e] producto de 1a

reacción compïeta se realizó agregando en 1a segunda

etapa de 1a incubación ADP-Glc. En 1a primera etapa de 1a

incubación se formó e] producto de 1a Reacción 1, a1

igual que en e] experimento anterior. En 1a segunda etapa

de 1a incubación se agregó 3 mMde ADP-Gic y e] Pico IIa

o e] Pico IIb. Se encontró que solamente e] agregado de 3

mMADP-Glc junto con e] Pico IIa (Tabla 14) producfan un

incremento en 1a radioactividad incorporada con respeCto

a la obtenida durante la primera etapa de 1a incubación.

Posteriormente, se estudió 1a posibilidad de

formación del producto de 1a reacción completa a partir

de Glucosa-l-P en 1a segunda etapa de la incubación y

Pico IIa ó Pico IIb. Se encontró que e] agregado de

Glucosa-l-P 4 mMy Pico IIa en la segunda etapa de 1a

incubación, en presencia del Pico I en 1a primera etapa,

producían un gran incremento en 1a radioactividad incor

porada con respecto a 1a primera etapa de 1a incubación
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TABLA1 : Reconstitución del sistema gg sintesis de]

¿»4,4 glucano unido a proteina.

Agregados durante la segunda etapa Radioactividad
precipitable

Fracción Dador de por TCA
enzimática glucosa (cpm)

- - - - - - - - - - -- 2.201

---- -- ADP-Glc 3 mM 2.250

Pico IIa ---- -- 2.190

Pico IIa ADP-Glc 3 mM 3.259

Pico IIa ADP-Gïc 3 mM 165a

Pico IIa ---- -- 130a

La mezcïa de reacción que contiene 20 pg de proteínas dePico I se incubó, en ia primera etapa, con UDP-( C)G]c
4 pM durante 30 minutos a 30°C. Durante 1a segunda etapa
se reincubó durante 5 horas a 30°C con los agregados que
se indican. Se detuvo la reacción como se describe en
Materiales y Métodos.
a Se omitió durante 1a primera etapa de 1a incubación e]Pico I.
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(Tabïa 15). Se inciuyeron controïes en ïos que se omitió

e] Pico I o e] ester fosfdrico. Se encontró que cuando se

omite e] Pico I, e] Pico IIa incorpora (14C)Gic a partir

de UDP-(14€)Gic 4-PM; dicha incorporación fue dependiente

de 1a presencia de] ester fosfdrico en la mezcïa de reac

ción (Tabla 15), condiciones bajo ias cuaïes se forma e]

oL-glucano producto de 1a fosforiïasa independiente de

aceptor que, a su vez, puede servir como aceptor para las

sintetasas presentes en esta fracción. E1 Pico IIb, en 1a

segunda etapa, no logró aumentar 1a radioactividad incor

porada en e] precipitado de TCA respecto de 1a obtenida

durante 1a primera etapa.

III.5.2. Análisis gg los productos sintetizados en _g¿

experimentos de reconstitución del sistema gri

gingl por geles de poliacrilamida en condiciones
disociantes.

Con e] fin de analizar los productos sin

tetizados durante 1a reconstitución de] sistema de sfnte

sis de] Ci-l,4 gïucano unido a proteina, los productos

radioactivos de los experimentos en dos etapas (ver

III.5.1.) se sometieron a electroforesis en ge] de

poliacriïamida en presencia de SDSy urea. La figura 258

muestra 1a fluorograffa correspondiente a1 sistema

reconstitufdo en e] cua] se agregó UDP-Glc como dador de
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TABLA15: Reconstitución de] sistema de sintesis de]

ci-1,4 gjucano unido a proteina.

Agregados durante 1a segunda etapa Radioactividad
_’ precipitable

Fracc1on Dador de por TCA
enzimática gïucosa (cpm)

- - - - - - - - - - -- 2.129

---- -- Gïucosa-l-P 4 mM 2.030

Pico IIa ---- -- 2.051

Pico IIa ---- -- 57a

Pico IIa Glucosa-l-P 4 mM 4.110a

Pico IIa Glucosa-l-P 4 mM 16.874

Se reaïizó una incubación en dos etapas: 1a primera etapa
como se describió en 1a Tabla 13. En 1a segunda etapa se
reincubó durante 5 horas a 30°C en presencia de buffer
Mes 100 mM_pH 5,7 con los agregados que se indican. Se
midió la radioactividad incorporada a1 precipitado de TCA
(ver Materiales y Métodos).
a Se omitió durante 1a primera etapa el Pico I.
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glucosa durante la segunda etapa de la incubación (ver

Tabla 13). Se observan, además de la banda de 38.000

dalton correspondiente al producto de la Reacción 1, dos

bandas de mayor peso molecular.

La figura 268 muestra la autorradiograffa co

rrespondiente al producto sintetizado en los experimentos

en dos etapas (ver Tabla 14) en presencia de Pico IIa y

ADP-Glc 3 mM en la segunda etapa de la incubación. Se

observan 3 bandas cuyas movilidades son similares a las

de las bandas de la figura 258.Los pesos moleculares apa

rentes de las bandas de mayor peso molecular de las figu

ras 258 y 268 determinados a 12.5% de acrilamida fueron

42.000 y 50.000 dalton aproximadamente.

La figura 27 muestra la autorradiograffa obteni

da luego de someter los productos radioactivos de la

Tabla 17 a electroforesis en gel de 10%de acrilamida. Se

encontró para el producto sintetizado en presencia de

Pico IIa y Glucosa-l-P 4 mMen la segunda etapa, además

de la banda correspondiente al producto de la Reacción 1,

una banda ancha de peso molecular aparente de 70.000

dalton (Fig. 27B). El mismo producto sometido-a electro

foresis en gel de 12,5% de acrilamida mostró una banda

ancha de peso molecular aparente de 50.000 dalton, además

de la banda de 38.000 dalton.
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En la sección III.1.3.1. se habia mostrado que

el peso molecular de la banda radioactiva de 38.000 es

independiente de la concentración de acrilamida usada. No

ocurre lo mismo con las bandas radioactivas de menor

movilidad, cuyos pesos moleculares aparentes son depen

dientes de la concentración de acrilamida (Fig, 25, 26, y
27). Se encuentra que el peso molecular de las bandas

disminuye con el aumento de la concentración de acrilami

da. Este comportamiento fue descripto por Segrest y col.

(1971) para glicoprotefnas conteniendo un alto porcentaje

de hidratos de carbono. El grado de sobreestimación del

peso molecular de la glicoprotefna varia con el tamaño

del poro del gel y al aumentar la concentración de acri

lamida el peso molecular aparente se acerca asintótica

mente al real (Segrest y col., 1971). Por esta razón, el

peso molecular aparente determinado a 12,5% de acrilamida

fue de 50.000 dalton y a 10% de acrilamida fue de 70.000

dalton, indicando que la glicoprotefna sintetizada en los

ensayos de reconstrucción contienen un alto porcentaje de

hidratos de carbono.

Otro experimento que confirma que las enzimas

presentes en el Pico lla utilizan como aceptor el pro

ducto glucosilado sintetizado en la Reacción l, fue el
siguiente: el producto radioactivo sintetizado en presen
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cia del Pico I 'en la primera etapa de la incubación y

Pico IIa y Glucosa-l-P en la segunda etapa de la incuba

ción, como se describe en la Tabla 15, se sometió a

electroforesis en gel de 10%de acrilamida en condiciones

disociantes. Se cortó la zona del gel correspondiente a

la glucoprotefna sintetizada, ubicada por la aparición de
una zona azul con el reactivo de iodo en una muestra

corrida en paralelo y se eluyó, como se indica en la sec

ción II.7.1.5. de Materiales y Métodos. Se eliminaron del

producto radioactivo las cadenas glucosfdicas ot-l,4 sin

tetizadas en la segunda etapa por tratamiento con B-ami

lasa y se lo sometió luego a electroforesis en gel de 10%

de acrilamida en condiciones disociantes. La fluorograffa

del gel mostró una banda cuyo peso molecular fue de

aproximadamente 38.000 dalton (Fig. 28), indicando la

utilización del producto de la Reacción 1 por fosforilasa

y almidón sintetasa presentes en el Pico IIa.



f_1'_g_.Q: Fluoro rafi‘a Iuego ¿e e1ectrofores1's gggglgg‘uplgg'pcriïay
m1 a en cond1c1ones 1soc1antes. j , ' e _ .
BanaaTadioac’c'wa ae 70.000 aalïon elui‘da de] ge] y sometida
a B-amiïoh‘sis. La electroforesis se desarrolló como se
indica en 1a Seccio’nII.7.1.2. Placa sobreexPuesta.
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111.6. Determinación de l_ unión O-glicosfdica.
Comose vió en la sección III.1.3., la labilidad

al álcali bajo condiciones reductoras del producto de la

Reacción 1 indicaba que se estaba ante un tipo de unión

O-glicosidica entre la proteina y la glucosa. Sin

embargo, es necesario el aislamiento de un glucopóptido

pequeño o del glucosil-aminoácido para la identificaCión

inequívoca del tipo de unión. Para ello, el producto

radioactivo obtenido con Pico I, según se describiera en

11.4.1. de Materiales y Métodos, fue sometido a pro

teólisis exhaustiva de acuerdo con el procedimiento

expuesto en la sección correspondiente. El proteolizado

fue sometido a cromatografía en columna de Sephadex 6-15,

en donde se obtiene un pico de radioactividad que se

incluye. Las fracciones radioactivas de la columna se

reunieron y se concentraron bajo N2. Posteriormente se

sometieron a electroforesis en papel empleando ácido

fórmico 5%. La mayor parte de la radioactividad se
encontró en un pico ancho que migró hacia el cátodo.

Resultados similares se obtuvieron cuando se sometió el

producto de la Reacción 1 de la fracción solubilizada a

proteólisis (Tabla B) y posterior electroforesis en papel

(Fig. 10). Esta electroforesis elimina una cantidad



-137

sustancial de péptidos no radioactivos. Se eluyó la

radioactividad del papel, se concentró el material

radioactivo y se trató con álcali en presencia de

B(3H)4Nay Clde, como se describió en la sección 11.5.2.

de Materiales y Métodos.

La electroforesis en ácido fórmico 5% del mate

rial sometido a la reacción de B-eliminación mostró va

rios picos de radioactividad (Fig. 29). Dos picos de

radioactividad (3 y 4) coincidieron con la movilidad de

los aminoácidos cL-aminobutfrico y alanina respectiva

mente. Dichos aminoácidos son los que se forman por re

ducción del ácido 2-aminopropenoico y 2-aminobutenoico a

partir de los residuos de serina y treonina involucrados

en la unión glicopeptfdica. Mientras que el acido

2-aminopropenoico se reduce cuantitativamente para dar

alanina, no ocurre lo mismo con el 2-aminobutenoico. Para

que ocurra una reducción cuantitativa del último compues

to citado, la reacción de B-eliminación debe desarrollar

se en presencia de Clde-HCl. Durante este paso, se libe

ra el hidrógeno y el paladio coloidal. los cuales parecen

ser requeridos para la reducción catalftica del aminoáci

do no saturado (Dows y col., 1973). El Pico I de la

figura 29, corrido en acetato de piridina pH6.5 presentó

compuestos con movilidad similar a la de los ácidos
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sacarfnicos. Dicho resultado era bastante predecible, ya

que para poder identificar las pequeñas cantidades de

aminoácidos tritiados formados durante el tratamiento de

B-eliminación, se utilizó un B(3H)4Na de muy alta

radioactividad específica. Estas condiciones de fuerte

alcalinidad y baja concentración de agente reductor

favorecen la formación de productos de degradación alca

lina comogliceraldehido y derivados carboxflicos conoci

dos como ácidos sacarinicos, al no alcanzar el agente

reductor para estabilizar la conversión del grupo reduc

tor del azúcar en la función alcohol (Sharon, 1975).

Parte de la radioactividad presente en el pico 2 fue
identificada como sorbitol mediante electroforesis en

molibdato de Na pH 5, siendo muy probablemente los

restantes picos de radioactividad productos de hidrólisis
alcalina.

Para confirmar la identidad de los aminoácidos

tritiados, se eluyó del electroforetograma (Fig. 29) la

zona correspondiente a los aminoácidos alanina y

¿»aminobutfrico y se sometieron a cromatograffa en capa

delgada. La figura 30 muestra el perfil de radioactividad

obtenido luego de cromatografiar los picos 3 y 4 de la

figura 29 en capa delgada. Se hallaron picos de radioac

tividad coincidentes con la movilidad de alanina (pico 4)
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y de ci-aminobutfrico (pico 3). Ambospicos de radioac

tividad fueron eluidos por separado, vueltos a croma

tografiar en el mismo sistema. Este procedimiento se

repitió varias veces. En la figura 3OBy C se muestran

los perfiles de radioactividad hallados en cada caso. La

figura 3OBmuestra que la radioactividad proveniente del

pico 4 estaba constituida principalmente por un pico cuya

movilidad era coincidente con un standard externo de ala

nina. La figura 30C muestra que la radioactividad prove

niente del pico 3 estaba constituida principalmente por

un pico cuya movilidad era coincidente con un standard

externo de oL-aminobutïrico.

El pico 4 de la figura 3OB se eluyó y se sometió

a cromatografía bidimensional en placa delgada; no se

sometió el pico 3 de la figura 30C a cromatograffa bidi

mensional en placa delgada debido a la baja recuperación

del pico 3. En la figura '31 se muestra la autorra

diograffa luego de la cromatografía bidimensional en

placa delgada. Se halló un solo componente radioactivo

coincidente con la movilidad de alanina.
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IV. DISCUSION Y CONCLUSIONES

Los resultados descriptos en esta tesis indican

que una fracción solubilizada de membranas de tubércuio

de papa es capaz de sintetizar in vitro una giucoprotefna

que podria funcionar jg_'11¿g como intermediaria en la
sintesis de almidón.

IV.1. Soiubilización de l_ preparación de membranas.

Las glucosiltransferasas que cataiizan 1a sintesis

dei glucano en ausencia de aceptor exógeno fueron libera

das de las membranas por aumento de 1a fuerza iónica de]

medio, sin e] uso de detergentes que 1as desorganizan

(Tabla 6). El alto contenido acuoso de Ios tubércuios de

papa posibilitó 1a obtención de 1a fracción de membranas

sin e] agregado de buffer hasta 1a etapa de resuspensión

de 1as membranas. La liberación de ias actividades

enzimáticas de éstas fue posibie mediante e] aumento de

1a fuerza iónica de] buffer de resuspensión. Probable

mente esas proteinas están asociadas a ias proteínas o

lfpidos de ias membranas por interacciones débiïes de]

tipo no covalente y podrfan considerarse operacionaïmente

como proteinas extrfnsecas o periféricas (Singer y

Nicolson, 1972; Singer, 1974). Entre éstas, se encuentra

1a espectrina, que puede ser separada de los eritrocitos
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por agentes queiantes, y e] citocromo C en ias mito

condrias (Siiman y Kariin, 1967) que es fáciimente

extraido por una soiución saiina concentrada.

IV.2. Caracterización d as glucosiitransferasas x_gg

ios groductos de reacción.
La fracción soiubilizada exhibe diferentes activi

dades de glucosiltransferasa bajo condiciones experimen
tales diferentes. A concentraciones micromoiares de UDP

Glc, 1a única actividad enzimática haiiada es 1a UDP-Glcz

proteina transgiucosilasa I. Dicha actividad cataiiza la

transferencia de giucosa especificamente del UDP-Glc a

residuos de serina/treonina de una proteina aceptora

endógena (Reacción 1). A concentración milimolar de

dadores de giucosa como UDP-Glc, ADP-Gic y Glucosa-l-P

giucosiltransferasas presentes en 1a preparación catali

zan 1a sintesis de uniones glucosfdicas oL-l,4 en una

estructura prácticamente linea] semejante a ia de ami

iosa, utiiizando el producto de 1a Reacción 1 como acep

tor.

La cinética de la Reacción 1 sugiere la existencia

de un número reducido de moiócuias de aceptor en la pre

paración enzimática (Fig. 5A). Rodén y Schwartz (1975)

sostienen que cuando se mide actividad de giucosiltrans
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ferasas de mamfferos que catalizan la transferencia de

azócares a aceptores endógenos, el dador de azúcar y los

aceptores en los ensayos enzimáticos están usualmente en

baja concentración. A diferencia de lo que ocurre en esos

tejidos, en los cuales ambos sustratos de la reacción son

limitantes, en el sistema que se describe aqui, el

nucleótido dador de azúcar en la Reacción 1 está en

exceso y la reacción es lineal hasta 350 ug de proteinas

en 5 minutos de incubación (Fig. SB).

El producto radioactivo de la Reacción 1, precipi

table por TCA,es sensible a enzimas proteolfticas (Tabla

8). Después de proteólisis, el material radioactivo,

ahora soluble en TCA, mostró un comportamiento anfotórico

cuando se sometió a electroforesis en papel (Fig. 10)

debido a que la glucosa radioactiva está unida a un ami

noácido o a un póptido. Por otro lado, el producto

radioactivo de la Reacción 1, sometido a electroforesis

en gel de poliacrilamida en presencia de SDSy urea, pre

senta una banda radioactiva que tiene un peso molecular

aparente de aproximadamente 38.000 dalton. Este es el

polipéptido que se glucosila y que forma parte del pro

ducto de la Reacción l. La glucoprotefna sintetizada a

partir de UDP-(14€)Glc 4 pM es resistente al tratamiento

con 0C o B-amilasa, y libera glucosa por acción de
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amiloglucosidasa (Tabla 8). Es sensible al tratamiento

alcalino bajo condiciones reductoras, que resulta en la

formación de sorbitol(14C) como único azúcar-alcohol.

Este resultado indica que el producto de la Reacción 1

tiene una sola glucosa unida a la proteina aceptora a

través de una unión O-glicosfdica (Tabla 8).

El tratamiento alcalino en presencia de B(3H4)Na

permitió la identificación de serina y treonina comolos

aminoácidos del aceptor endógeno de la Reacción 1 invo

lucrados en la unión glucosfdica (Fig. 29 y 30). Es

importante destacar que se describe aquf por primera vez

la unión glicopeptfdica glucosa-serina/treonina (unión

O-glicosfdica).

La cinética de incorporación de glucosa, a partir

de los dadores de glucosa a concentración milimolar (Fig.

7, 8 y 9) presenta un periodo de "lag" después del cual

la incorporación de radioactividad fue prácticamente
lineal. Cinóticas similares fueron observadas con fos

forilasa, que presenta actividad en ausencia de aceptor

exógeno (Kamogaway col., 1968; Sivak y col., 1981). Este

periodo de "lag" en la incorporación de glucosa refle

jarfa el tiempo requerido por las transglucosilasas pre

sentes en la preparación, para alargar suficientemente la

cadena hidrocarbonada, unida a la proteina, que sirve asf



-147

de aceptor más eficiente. E1 producto radioactivo que se

sintetiza bajo estas condiciones experimentaïes es sen

sibie a1 tratamiento con 0Ly B-amilasa (Tabia 8).

IV.3. Separación de las glucosiltransferasas solubiiiza
Q_g¿.

IV.3.1. UDP-proteinatransglucosilasa l.
La cromatografía en DEAE-celulosa de 1a fracción

solubilizada fue eficiente para separar 1a enzima que

cataïiza 1a Reacción l (UDP-Gïcz proteina transgïucosi

¡asa I) de las otras glucosiltransferasas presentes en

dicha fracción (Fig. 12 y 13). Este hecho posibilita

reaïizar estudios de especificidad de aceptor de UDP-Gic:

proteina transglucosilasa I. Se encontró que en la frac

ción solubiiizada 1a incorporación de radioactividad a

materia] precipitabïe por TCAa partir de UDP-(14€)Glc 4

pM (formación de producto de 1a Reacción l) no es afec

tada por el agregado de gïucógeno (Tablas 6 y 7) o amilo

pectina (dato no mostrado) a 1a mezcla de incubación. En

la Tabia 13, se muestra c1aramente que 1a enzima que

cata1iza 1a Reacción 1 obtenida por cromatografía en

DEAE-ceiuiosa, además de tener especificidad de dador de

giucosa, es específica para el aceptor endógeno, ya que

no es capaz de transferir (14C)glucosa de] UDP-(14€)Glc 4
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pM al polisacórido agregado. En consecuencia, como los

aceptores exógenos no afectan tampoco la incorporación de

radioactividad al material precipitable por TCA, se puede

concluir que no compiten con el aceptor endógeno presente

en la fracción solubilizada (Tabla 13). El Pico I no pre

senta actividad de almidón sintetasa dependiente de acep

tor exógeno, ya que no se halla radioactividad

precipitable por metanol en presencia de glucógeno en la

mezcla de incubación (Tabla 13). Tampocopresenta activi

dad de las enzimas que sintetizan eltx 1,4 glucano unido

a proteina (Reacción 2), que requieren el producto de la

Reacción 1 como aceptor.

El perfil de elución hallado luego de croma

tografia en columna de Con A-Sepharosa del Pico I (Fig.

15) indica que ni el aceptor ni la enzima presentan afi

nidad por la lectina inmovilizada. En consecuencia, no

poseen carbohidratos (glucosa o manosa) que sean recono

cidos por la lectina o, si estón presentes, su con

figuración estérica impide la unión a la misma. En la

fracción que tiene afinidad por la lectina, se halló una

banda mayoritaria PAS positiva que no está relacionada

con la actividad de UDP-Glc: proteina transglucosilasa I

(Fig. 158). Luego de cromatografía en columna de

Sephacryl 5-300, la actividad de la enzima eluye con un
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Kav = 0,24 correspondiente a un radio de Stokes de 6,1 nm

(Fig. 16). En gradiente de sacarosa (Fig. 17) se encontró

que 1a actividad enzimática sedimenta con un coeficiente

de 520," = 10,3 S. Estos resultados indican que la enzima

que cataïiza 1a Reacción l no se separa de] aceptor endó

geno después de cada paso de purificación empïeado. Po

drfa ocurrir que el aceptor y 1a enzima sean dos

proteinas diferentes que c0purifican en cada uno de estos

pasos, o bien, que se tratara de una soia proteina con

actividad enzimática y capacidad aceptora que se autogiu

cosiia. Cuando se ana1iza e1 producto radioactivo de 1a

Reacción 1 nativo,por u1tracentrifugación en gradiente de
sacarosa, se ha11a un coeficiente de sedimentación aigo

menor que e] correspondiente a 1a enzima (Fig. 17). E1

producto radioactivo desnaturaïizado presenta una banda

radioactiva de aproximadamente 38.000 daiton de peso mo

lecuiar; que es e] poiipéptido que se glucosiia y que

forma parte de] producto de-Ia Reacción 1 (Fig. 18). No

se puede descartar un-mecanismo de autogïucosiïación de

1a misma proteina enzimática, 1a que Una vez gïucosiiada

no presenta más actividad de transferencia de gTucosa. La

giucosiiación podria inducir algún cambio conformaciona]

o algún tipo de procesamiento que podrfa exp1icar 1a

disminución encontrada en e] coeficiente de sedimentación
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del producto de la Reacción 1 con respecto al de la

enzima que cataliza dicha reacción.

Fredrick (1971), y Kamogawa y col. (1968)

sugirieron que la sintesis g_ 2212 de uniones glucosfdi

cas se llevaba a cabo porque la enzima que catalizaba

dicha sintesis podria ser una glicoprotefna o tener un

componente glicosidico contaminante como aceptor. Los

resultados obtenidos por cromatografía en Con-A Sepharosa

(Fig. 15) y los análisis por electroforesis en gel de

poliacrilamida del producto de la Reacción 1 a distintas

concentraciones de acrilamida (Fig. 11), unido al hecho

que la glucosa se une directamente a la proteina (Fig. 30

y 31), estarian en contra de dicha hipótesis.

IV.3.2. Análisis g_ las enzimas presentes _n _g¿ 31223
memo
La cromatografia en columna de DEAE-celulosa

mostró la existencia de mas de una forma molecular de

sintetasa y fosforilasa dependientes de aceptor exdgeno

(Pico IIa y Dico IIb; Figs. 12 y 13). La electroforesis

en gel de poliacrilamida en condiciones nativas (Fig. 22)

permitió visualizar mas de una forma molecular de fos

forilasa, aunque por ultracentrifugación en gradiente de
sacarosa no se hallaron diferencias entre fosforilasas o
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sintetasas de Ios picos IIa o IIb. A su vez. las activi

dades de fosforilasa y sintetasa cosedimentan en e] gra

diente (Fig. 24). La conversión de ADP(UDP)-Glc a

Glucosa-l-P a través-de una pirofosforilasa (ver Sección

1.3. de Introducción) fue descartada, ya que por incuba

ción de Ios picos IIa o IIb con UDP-(14€)Glc 6

ADP-(14C)Glcno se encontró formación de] éster fosfdrico

(dato no mostrado).

IV.4. Reconstitución del sistema.

Los trabajos pioneros de Leioir y co]. (1961)

describen por primera vez 1a utilización de oligosacári

dos de cadenas cortas por aimidón sintetasas unidas a1

grano, sugiriendo asi el rol predominante que podrian

cumplir estas enzimas en los primeros estadios de sinte

sis del aimidón. Posteriormente, algunos autores (Sección

1.3.3. de Introducción) describieron 1a existencia de

múitiples formas de aimiddn sintetasas solubïes en hoja y

en tejido de reserva, algunas de las cuaïes eran capaces

de cataiizar 1a sintesis de polisacáridos en ausencia de

aceptor exógeno. En e] sistema en estudio, las aimidón

sintetasas dependientes de. aceptor exdgeno presentan

especificidad de sustrato simiïar a 1a de 1as aïmiddn

sintetasas unidas a1 grano, ya que tanto e] ADP-Glc como
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e] UDP-Gic pueden ser dadores de glucosa.

Mediante ios experimentos descriptos en ias tabias

15, 16 y 17, se iogró reconstituir e] sistema origina] de

sintesis dei oL-1,4 giucano unido a proteina. Se encontró

que ei agregado de] Pico IIa en 1a segunda etapa de 1a

incubación era capaz de incrementar 1a radicactividad en

e] precipitado de TCAcon respecto a 1a obtenida durante

1a primera etapa (Tabia 15, 16 y 17); no se encontró

ningún efecto con el agregado dei Pico IIb. En consecuen

cia, soiamente ias aimidón sintetasas y fosforiiasas pre

sentes en e] Pico IIa tienen especificidad por ei

producto de 1a Reacción 1 como aceptor. Asf, 1a proteina

giucosiiada (producto de 1a Reacción 1) sirve de aceptor

para aimidón sintetasas y fosforilasas presentes en ei

Pico IIa, que cataiizan 1a sintesis de uniones glu

cosidicas oL1,4 con formación de giuc0protefnas con un

alto contenido de hidratos de carbono (Fig. 25, 26 y 27).

Esto expiica que ei peso moiecuiar aparente de estas giu

coproteinas disminuya con ei aumento de 1a concentración

de acriiamida, ya que ei peso moiecuiar aparente deter
minado a 12,5% de acriiamida fue de 50.000 daiton y a 10%

de acriiamida fue de 70.000 daiton aproximadamente.

E1 hecho que no se observe una disminución apre

ciabie en 1a banda de 38.000 daiton concomitante con la
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aparición de las bandas. de menor movilidad electro

forética en los experimentos de reconstitución sugiere

que un número pequeño de moléculas del producto de la

Reacción l es utilizado como aceptor por las enzimas pre

sentes en el Pico IIa.

Hhelan y Bailey (1954) encontraron que la fos

forilasa de papa, con sustratos ineficientes como

maltotriosa, posee un mecanismo de alargamiento del tipo

“cadena única“, es decir, que las moléculas fijadas a la

enzima se alargan considerablemente antes de despren

derse, lo que da por resultado una mezcla de cadenas de

largos muy distintos. En cambio, los sustratos eficien
tes, como maltopentaosa o amilopectina, se alargan

mediante un tipo de "cadena múltiple", en que todas las

moléculas de oligosacáridos o todas las cadenas

exteriores se alargan a un ritmo igual, dando por

resultado una familia de cadenas de largo homogéneo. Se

podria explicar el hecho de que no se observe una dismi

nución apreciable de radioactividad en la banda de 38.000

dalton a través de un mecanismo de alargamiento del_pro

ducto de la Reacción 1 de "cadena unica“ por las enzimas

presentes en el Pico IIa. Además, las glucoprotefnas sin

tetizadas en los ensayos de reconstitución serian

heterogéneas en tamaño, ya que presentan bandas anchas y



difusas en la fluorograffas (ïig. 27).

Se confirmó la utilización del producto de la Reac

ción 1 por las enzimas presentes en el Pico IIa (Fig. 27)

por tratamiento con B-amilasa de la cadena glucosfdica de

la glucoprotefna sintetizada con el sistema reconstitufdo

(Fig. 28). La fluorograffa luego de electroforesis en gel

de poliacrilamida en presencia de SDS-y urea (Fig. 28) de

la glucoprotefna mostró una banda de peso molecular de

aproximadamente 38.000 dalton, después del tratamiento

amilolftico. En consecuencia, el polipóptido de 38.000

dalton que forma parte del producto de la Reacción 1 está

formando parte también de la glucoprotefna sintetizada en

el ensayo de reconstitución. Esto confirma que las enzi

mas que catalizan la Reacción 2 presentes en el Pico IIa,

utilizan el producto de la Reacción 1 como aceptor.
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