BIBLIOTECA CENTRAL LUIS F LELOIR

BibliOteca Digital BIBLIOTECA CENTRAL]EJLOIR

F c E N - U B A FACULTAD DE CIENCIAS EXACTAS Y NATURALES UBA

Tesis de Posgrado

Sintesis de alfa -1,4 glucanos
unidos a proteina : Aislamiento de
glucosiltransferasas de una
fraccion particulada de papa

Moreno, Silvia

1984

Tesis presentada para obtener el grado de Doctor en Ciencias
Biolégicas de la Universidad de Buenos Aires

Este documento forma parte de la coleccién de tesis doctorales y de maestria de la Biblioteca
Central Dr. Luis Federico Leloir, disponible en digital.bl.fcen.uba.ar. Su utilizacién debe ser
acompafiada por la cita bibliografica con reconocimiento de la fuente.

This document is part of the doctoral theses collection of the Central Library Dr. Luis Federico
Leloir, available in digital.bl.fcen.uba.ar. It should be used accompanied by the corresponding
citation acknowledging the source.

Cita tipo APA:

Moreno, Silvia. (1984). Sintesis de alfa -1,4 glucanos unidos a proteina : Aislamiento de
glucosiltransferasas de una fraccion particulada de papa. Facultad de Ciencias Exactas y
Naturales. Universidad de Buenos Aires.
http://digital.bl.fcen.uba.ar/Download/Tesis/Tesis_1864_Moreno.pdf

Cita tipo Chicago:

Moreno, Silvia. "Sintesis de alfa -1,4 glucanos unidos a proteina : Aislamiento de
glucosiltransferasas de una fraccion particulada de papa". Tesis de Doctor. Facultad de
Ciencias Exactas y Naturales. Universidad de Buenos Aires. 1984.
http://digital.bl.fcen.uba.ar/Download/Tesis/Tesis_1864_Moreno.pdf

EXACTAS:

Facultad de Ciencias Exactas y Naturales

UBA
Universidad de Buenos Aires

Direccidn: Biblioteca Central Dr. Luis F. Leloir, Facultad de Ciencias Exactas y Naturales, Universidad de Buenos Aires. Contacto: digital@bl.fcen.uba.ar

Intendente Giiiraldes 2160 - C1428EGA - Tel. (++54 +11) 4789-9293



http://digital.bl.fcen.uba.ar
http://digital.bl.fcen.uba.ar
http://digital.bl.fcen.uba.ar/Download/Tesis/Tesis_1864_Moreno.pdf
http://digital.bl.fcen.uba.ar/Download/Tesis/Tesis_1864_Moreno.pdf
mailto:digital@bl.fcen.uba.ar

UNIVERSIDAD DE BUENOS AIRES

FACULTAD DE CIENCIAS EXACTAS Y NATURALES

TEMA DE TESIS
SINTESIS DE o{-1,4 GLUCANOS UNIDOS A PROTEINA:
AISLAMIENTO DE GLUCOSILTRANSFERASAS DE
UNA FRACCION PARTICULADA DE PAPA

AUTORA
SILVIA MORENO

DIRECTORA DE TESIS: JUANA S. TANDECARZ

LUGAR DE TRABAJO
INSTITUTO DE INVESTIGACIONES BIOQUIMICAS
“FUNDACION CAMPOMAR"

PARA OPTAR AL TITULO DE DOCTOR EN CIENCIAS BIOLOGICAS

1984

1864

—4\‘1



A mis padres y hermano,

A mi esposo.



Quiero demostrar mi profundo agradecimiento a quienes de una

u otra forma posibilitaron la realizacion de esta tesis.

A la Dra. Juana Sara Tandecarz, quien dirigido inteligen-
temente este trabajo, brinddndome su intensa dedicacidn y
apoyo en todo momento.

Al Dr. Carlos Eugenio Cardini, por sus importantes sugeren-
cias, su constante ayuda y muy especialmente por haberme
aceptado como integrante de su grupo de investigacion en los
comienzos de mi carrera.

A las autoridades del Instituto de Investigaciones Bioquimi-
cas, y muy en especial al Dr. Luis F. Leloir, por haberme
brindado los medios necesarios para realizar esta tesis.

A mis amigos y companeros del I.I.B., cuyas criticas vy
sugerencias me fueron muy utiles.

Al Dr. Juan Accorinti, Consejero de Estudios, por su valioso
apoyo.

A la Facultad de Ciencias Exactas y Naturales, que contri-
buyd a la realizacion de este trabajo.

A la Sra. Maria Dolores Turro, por la transcripcion de esta
tesis.

A la Sra. Soledad de Giménez, por su desinteresada colabora-
cion.

Vaya mi especial agradecimiento a mi familia, por su

constante apoyo y paciencia en los momentos mds criticos.



ABREVIATURAS

Aba: Acido -aminobutirico.

ADP: Adenosina 5'difosfato.
ADP-Glc: Adenosina 5'difosfato glucosa.
AlLa: Alanina.

K: 10-10,

Ara: Arabinosa.

Asn: Asparagina.

ATP: Adenosina 5'-trifosfato.
Bicina: N,N-bis(2-hidroxietil)glicina.
Con A: Concanavalina A.

cpm: Cuentas por minuto.

DEAE-celulosa: O-(dietilaminoetil)celulosa.

DNA: Acido desoxirribonucleico.
EDTA: Acido etilendiaminotetraacetico.
f, femto: 10-15,
Gal: Galactosa.
Glc: Glucosa.
Glc-1-P:
Glucosa-1-fosfato.
Glucosa-1-P: )
Hyl: Hidroxilisina.
Hyp: Hidroxiprolina.

Kn: Constante de Michaelis.



-II-

M2: Maltosa.

M201: Maltitol.

Man: Manosa.

Mes: Acido 2-(N-morfolino)etansulfoni-
co.

M, micro: 10-6,

Mops: Acido 3-(N-morfolino)propanosul-
fonico.

n,nano: 10-9,

NAcGal: 2 deoxi-2-N-acetilamino-D-galac-
tosa.

NAcGlc: 2 deoxi-2-N-acetilamino-D-gluco-
sa.

PAS: Coloracion de Schiff del dcido

periddico.

Pi: Fosfato inorgdnico.
p,pico: 10-12,

PPi: Pirofosfato inorgdnico.
PPO: 2,5 difeniloxazol.

RNA: Acido ribonucleico.

SDS: Dodecil sulfato de sodio.
Ser: Serina.

Sol: Sorbitol.

TCA: Acido tricloroacético.



Treo: Treonina.

Tris: Tris-(hidroximetil)aminometano.
UbP: Uridina 5'difosfato.

UDP-Glc: Uridina 5'difosfato glucosa.
UTP: Uridina 5'trifosfato.

Xil: Xilosa.
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I. INTRODUCCION.

I.1. Generalidades.

Los polisacdridos vegetales constituyen un campo de
gran significacion bioldgica. Son los compuestos
bioldogicos mds abundantes sobre la Tierra y la principal
fuente de energia de los seres vivientes. El almidon, un
polimero de glucosa, ha sido y sigue siendo motivo de
numerosas investigaciones y comprende un extenso campo de
investigacidon. Ademds del rol fundamental que cumple en
el metabolismo celular de los vegetales, fue el primer
polimero para el cual se propuso una estructura heli-
coidal y junto con el glucdgeno (polimero de reserva en
los tejidos animales), fueron 1los primeros polimeros
naturales sintetizados in vitro. De esta forma, se
demostrd por primera vez como 3a energia que es liberada
de reacciones oxidativas se puede usar posteriormente en
una secuencia de reacciones concatenadas.

El estudio de 1la biosintesis del almidén es el
Ultimo paso de una cadena de sucesos, el primero de Tlos
cuales es descubrir su existencia, su ubicacion
sistematica y su distribucién en 1las plantas, pasando
luego a conocer su composicion quimica y los métodos
analiticos para su estudio. Diferentes disciplinas

cientificas se han orientado para el conocimiento de la



estructura, funcion y metabolismo del almidon, como 1la
quimica orgdnica y analitica, la fisiologTa vegetal, 1la
bioquimica y la histoquimica. Asi, por ejemplo, para ana-
lizar la estructura y funcidn de las organelas celulares
en las cuales se sintetiza el almiddn, se han combinado
técnicas bioquimicas con estudios de microscopia

electronica.

1.2. Almiddn.

E1 almiddn es un polimero de D-glucosa de alto peso
molecular y el principal polisacdrido de reserva en las
plantas. lLas caracteristicas fisicas del almidon 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 prdc-
ticamente 1llena casi toda la célula. Se encuentra como
grdnulos 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 1larga, no



sujeta a los aumentos y disminuciones diarias (Banks y

Muir, 1980). Los pequeiios grdnulos de almidon que se
desarrollan en 1los cloroplastos de las hojas verdes
durante el periodo de fotosintesis activa y se degradan a
sacarosa durante el periodo nocturno, son del tipo tran-
sitorio. Durante la fotosintesis se. acumulan en las hojas
grandes cantidades de hidratos de carbono, 1o que imposi-
bilita su transporte inmediato debido al metabolismo
lento y regular de 1los vegetales. De. esta forma, el
almidon se va acumulando en su méyor parte, en forma de
polisacarido insoluble y en menor cantidad, en sacarosa,
que se puede traslocar al resto del vegetal disuelta en
la savia, en proporcidon del 20-30%.

Los almidones de reserva se acumulan en grandes can-
tidades en semillas, rizomas o tubérculos. En dichos
tejidos se produce la transformacion reversible entre el
almidon y la sacarosa, por caminos metabdlicos todavia no
dilucidados completamente.

El almidon se sintetiza en 1los pldstidos de 1las
cé€lulas vegetales, de los cuales hay varios tipos. Los
plastidos 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 wuna matriz o estroma limitada por una doble



membrana; contienen DNA que codifica para gran parte de
sus polipéeptidos, los que son sintetizados por los ribo-
somas del mismo plastido. E1 almiddon de reserva se sin-
tetiza en amiloplastos, que son pldstidos en los que 1la
mayor parte de su volumen interno estd ocupado por
almidon y su funcion es sintetizar almidon como material
de reserva a partir de los azucares provenientes de los
tejidos fotosintetizantes. El polisacdrido puede
encontrarse como un uUnico grano o como varios granos
pequefos. Su forma estd determinada genéeéticamente, 1o
mismo que su tamafo, composicion quimica y fuerzas de
union intermoleculares. Estas caracteristicas parecen
estar dictadas por el nucleo y no por el amiloplasto. Por
el contrario, el grdanulo de almidon depositado tran-
sitoriamente en 1los cloroplastos parece no tener wuna
forma determinada genéticamente, sino por el espacio
disponible dentro del plastido (Salema y Badenhuizen,
1967).

En células meristematicas de tallo y raiz existen
pequefios pldstidos incoloros denominados proplastidos. En
ciertas zonas diferenciadas de la raiz, estos p]istidds
elaboran granos de almidon y se transforman en ami-

loplastos durante el desarrollo embrionario.



I.2.1. Composicion del almidon.

E1 almidon estd compuesto principalmente por dos
polisacdridos, amilosa y amilopectina, ambos polimeros de
ol -D-glucopiranosa, en proporciones caracteristicas de
cada vegetal. lLa mayoria de los almidones tienen 15-25%
de amilosa (Greenwood, C.T., 1956) y proporciones que van
del 75% al 85% del componente ramificado. Ademds, el
grano de almidon puede contener hasta un 0,6% de 1ipidos
complejos, especialmente del tipo lisolecitina y estero-
les libres o ésteres glucdsidos y pequefas cantidades de
proteinas (algunas de las <cuales poseen actividad
enzimatica), nucledtidos y varias sustancias inorgdnicas
(French, 1975).

Ambos polisacdridos componentes del almidon tienen
diferentes propiedades quimicas y fisicas; en la Tabla 1

se resumen algunas de las principales.



TABLA 1: Propiedades de los componentes del almiddn.

Amilosa Amilopectina

Configuracion esencialmente altamente
molecular lineal ramificado
Grado de poli- 103 104-105
merizacidon (DP)
Longitud prome- 103 20-25
dio de cadena (CL)
Peso molecular 106 108
promedio
Difraccion de cristalina amorfa
rayos X
Formacion de ilimitada limitada
complejos
Color con iodo azul purpura
Apax (nm) 660 530-550
Conversion a
maltosa (%):
i) con B-amilasa 70 55
ii) con enzima

derramificante

y luego con

g-amilasa 100 75

iii) con &K-amilasa 110 90




La naturaleza 1lineal de la amilosa le confiere la
propiedad de formar complejos con dcidos 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 maximo de absorcidn a 660 nm. Puede
cristalizar espontdneamente en solucion acuosa, fendmeno
conocido como retrogradacion, debido a la tendencia de
las moléeculas lineales a alinearse por uniones puentes de
hidrédgeno y formar agregados. Este fendmeno es irrever-
sible y depende de la concentracion, del pH, de la tem-
peratura y del grado de polimerizacidn (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 hidrolisis gradual de
uniones glucosidicas o -(1,4) alternadas, liberando
maltosa. Como la hidrolisis con esta enzima es incomple-
ta, la amilosa debe poseer alguna caracteristica estruc-
tural extra ademds de las uniones glucosidicas ol -(1,4)
normales. Como el tratamiento sucesivo de la amilosa con
una enzima derramificante segquido por B-amilolisis
resulta en la conversion completa en maltosa, se deduce
que la amilosa contiene un numero pequeio de wuniones
intercadena o puntos de ramificacidon (Kjolberg y Manners,

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



de hidrolizar selectivamente 1las wuniones glucosidicas
dm(1,4) intercadena presentes en amilopectina.

Por otro lado, el componente ramificado del almiddn
es estable en solucion acuosa y por 1o general no forma
complejos. La afinidad por el iodo se encuentra dismi-
nuida, debido a 1la estructura ramificada, a valores
minimos y la coloracidn con iodo es purpura con un mdaximo
de absorcion a 540 nm. La B-amilolisis de la amilopectina
es incompleta, ya que la enzima es incapaz de hidrolizar
las uniones intercadenas mds externas. La accidon enzimda-
tica estd limitada a las cadenas exteriores y se detiene
a una distancia de 2-3 residuos de glucosa de una ramifi-
cacidn.

En el almiddn de papa se ha hallado una pequefa pro-
porcion 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 grano de almidon.

1.2.2.1. Naturaleza cristalina.

Los granos de almidon en condiciones adecuadas
producen patrones caracteristicos de difraccion de rayos
X, 1o que indica que poseen una estructura cristalina
altamente ordenada. Los grdanulos de almidon intactos

exhiben tres diagramas de difraccion caracteristicos,



denominados diagramas A, By C (Fig. 1). Mientras que los
dos primeros representan una verdadera estructura crista-
lina del almidén, el tercero es una combinacidn de 1los
otros dos. El diagrama A estd asociado con los almidones
de cereales, el B con almidones de papa y de maiz, y el C
es el mds raro y se halla en almidones de guisante y haba
(Banks y Muir, 1980).

La estructura cristalina del almidon se atri-
buye, en general, al componente lineal, ya que €ste pre-
senta diagramas de difraccidon idénticos a los obtenidos
con almidones naturales. Por otro lado, variedades de
almidon que no contienen amilosa muestran también una
estructura cristalina que se atribuye a las ramifica-
ciones lineales de la amilopectina (Wu y Sarko, 1978a).

Por muchos afios se postulo un modelo de simple
hélice de seis residuos de glucosas por giro como modelo
estructural para 1la amilosa. Sin embargo, Kainuma Yy
French (1971) sostienen que un modelo de doble hélice se
ajusta mds con los diagramas de difraccion de la amilosa
B. En base a estos estudios, Wu y Sarko (1978a) sostienen
que la amilosa B presenta una conformacidn de multiples
cadenas helicoidales en doble hélice, con una orientacion
paralela, en la cual los sucesivos pares de cadenas estan

empaquetados de manera hexagonal formando una cavidad



Direccion de crecimiento.

i T

Fig. 1: Estructura de 1a amilosa. o, aoble hélice de la amilosa A y B.

[as Tineas de puntos representan uniones puente de hidrdgeno.
b) Comparacion de la estructura cristalina de amilosa A
(izquierda) y amilosa B (derecha). Los puntos negros represen-
tan moléaulas de agua. c) Esquema de la probable estruc-
turacion de la amilosa en capas en el gramulo de almidon (Wi 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
helices (Fig. 1b).

El mecanismo por el cual el grdnulo de almidon
absorbe iodo y da el caracteristico color azul podria
ocurrir por la inclusion de moléculas de iodo dentro del
canal central de la amilosa B, cuyo diametro es suficien-
temente grande para ubicar un gran ndmero de 4dtomos de
iodo. En la amilosa A, el espacio central es mucho menor
y no seria suficiente para acomodar un numero grande de
moléculas de iodo que son necesarias para producir el
intenso color azul observado en mezclas de iodo-almiddn
(Wu y Sarko, 1978b). Por otro lado, no se ha podido
demostrar hasta ahora que la amilosa cristalina tanto A
como B formen complejos de inclusidn con el iodo. Aparen-
temente, en las -regiones no cristalinas del grdanulo de
almidén, los polisacdridos en forma amorfa podrian formar
complejos con el iodo que dan el caracteristico 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 A
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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 estd estabilizada por puentes H
interglucosas (Saenger, 1984).

1.2.2.2. Orientacion molecular en el grano.

E1l mecanismo mediante el cual el grdnulo de
almidon crece para formar 1la tipica estructura par-
ticulada, todavia no se conoce completamente. Se sugirid
que el crecimiento podria realizarse por agregado de
moléculas de almidon a la periferia o bien a la parte
interior del grano. Aunque 1los hechos experimentales
estdn a favor del primer mecanismo, la pregunta que queda
todavia sin contestar es donde y como exactamente se pro-
duce el crecimiento del grdnulo. Los estudios de
microscopia electronica y con luz polarizada muestran que
los polisacdaridos constituyentes del almidon se disponen
radialmente, con los ejes de 1las moléculas orientadas
perpendicularmente a la superficie del grdanulo, 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 1las
hélices (Fig. 1lc) (Sarko y col., 1983). Estos y otros

estudios sugieren que el grano de almidon se vuelve



cristalino mientras se va formando en un proceso en el
que la polimerizacion y la cristalizacion ocurririan

simultdneamente durante el desarrollo del granulo.



I.3. Mecanismo de sintesis del almidon.

La sintesis de un polimero bioldgico como el almiddn
es un proceso celular de fundamental 1importancia. Este
proceso permite distinguir las siguientes etapas: a)
activacion de las unidades monoméricas, b) transferencia
de las unidades monoméricas a aceptores apropiados.

a) Activacion de las unidades monom€ricas: Ningun

azucar se incorpora directamente a una unidn glicosidica.
Es necesaria una ‘"activacion" previa, que requiere
energia. E1 mecanismo universal de activacion en las
cé€lulas parece ser la unidn glicosidica entre el azucar y
un nucledsido difosfato. Estos pueden definirse como una
clase de compuestos que contienen algun azucar o deri-
vado unido en el hidroxilo hemiacetdlico con el fosfato
terminal de un nucledsido difosfato en unidn semiéster
(Cardini, 1966). Las formas activadas de las unidades de
D-glucosa que intervienen en la sintesis del almidon son
uridina difosfato D-glucosa, adenosina difosfato D-
glucosa y ol-D-glucosa-1-fosfato. En los tejidos vegeta-
les, la ol-D-Glucosa-1-P se forma a partir de 1los
productos de fotosintesis a través de la reaccion de fos-
foglucomutasa. E1 ester fosfdrico puede ser usado direc-
tamente para la formacidn del polisacdarido durante el

proceso de polimerizacion si las enzimas y los aceptores



estdn presentes, o puede ser convertido en los nucledsi -
dos difosfato azucar por la pirofosforilasa (Espada,
1962):

ATP (UTP) + Glucosa-1-P ;;::fi ADP (UDP)glucosa + PPi
Esta uJltima 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 embridon de maiz (Dickinson y Preiss,
1969a) y su presencia estd asociada con una sintesis
activa de almidén en esos tejidos (Turner y Turner,
1975).

Los nucledsidos difosfato azucar pueden sintetizarse
también por la reversidn de la reaccion de la sacarosa
sintetasa (Cardini y col., 1955; de Fekete y Cardini,
1964):

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

b) Transferencia de las unidades monom€ricas a acep-

tores apropiados: La transferencia de 1las unidades

monoméricas a aceptores apropiados requiere la unidn de
las formas activadas de D-glucosa y del aceptor sobre
sitios diferentes de la molécula enzimatica que cataliza
la transferencia. La enzima reconoce al aceptor y al
dador de glucosa por el resto del nucledsido que tiene

fijado el azucar. Las interacciones idnicas entre el
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dador y el aceptor dan lugar a una reaccion 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 multiples desplazamientos similares, se va
formando la cadena de oligosacdridos (Pazur, J.H., 1965).
De esta manera el proceso general de sintesis es wuna
transglucosilacion,

Glc-0-Ry] + Rp0H ———=G1c-0-Rp + RjOH (i)
donde Glc-0-Rj es el dador de glucosas y Rp0H es el acep-

tor.

I.3.1. Enzimas involucradas en la sintesis de almiddn.

Las primeras enzimas descriptas involucradas en 1la
sintesis del almidon son aquellas en las cuales el acep-
tor Rp0H de 1la reaccidn (i) es un polisacdrido o un
fragmento de ¢€ste. La fosforilasa (o -D-(1,4)glucan:
ortofosfato glucosiltransferasa (E.C.2.4.1.1.) fue 1la
primera enzima que se encontrd relacionada con la sinte-
sis de las wuniones glucosidicas < -1,4 del almiddn
(Hanes, 1940). Esta enzima cataliza una reaccidn rever-
sible entre la Glucosa-1-P y el almiddn:

(glucano o(-1,4), + G]c-l-P;ﬁ:(g]ucano«x-1,4)n+1 + Pi (i)

La ubicuidad de la enzima en plantas, a veces en
concentraciones altas, llevd a asignarle un rol en 1la

sintesis del almidon. Mds tarde, el hecho de encontrar



una relacidon Pi/Glucosa-1-P alta en Tos medios bioldgicos
sugirid que su papel principal seria el de intervenir en
la reaccion de degradacion del almiddon y no en su sinte-
sis. Esto estimuld la busqueda de otros mecanismos de
sintesis del almiddn.

E1l descubrimiento en el aio 1950 de los nuclecdtido
azucares, el primero de 1los cuales fue el wuridin-
difosfato-glucosa (UDP-Glc) (Caputto y col., 1950) y de
su rol en la sintesis del glucogeno (Leloir y Cardini,
1962) unido al hecho de que la enzima que sintetiza
glucogeno estd fuertemente adsorbida a éste, llevo a
buscar una enzima similar en grdnulos de almiddn. Se
encontrd que granos aislados de tejidos vegetales, como
tubérculos de papa, arvejas y granos de maiz, eran capa-
ces de actuar como aceptores de glucosa a partir del
UDP-Glc, alargando las cadenas de amilosa y amilopectina.
De esta forma, se demostrd que los granos de almidon con-
tenTan una enzima que cataliza la transferencia de glu-
cosa a partir del UDP-Glc al almiddn (de Fekete, Leloir y
Cardini, 1960). Si 1la reaccidn se 1llevaba a cabo con
UDP-(14C)Glc y posteriormente se separaban amilosa y ami-
lopectina, la radioactividad se hallaba en ambas frac-
ciones (Leloir y col., 1961). La constante de Michaelis

para el UDP-Gic calculada fue de Q06 M, un valor relati-
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vamente alto comparado con las concentraciones
fisioldogicas de ese nucledtido azidcar. Por ello se con-
siderd la probabilidad que el UDP-Glc no fuera el
sustrato correcto.

Se ensayo entonces, como dadores de azucares,
nucledsidos difosfato azucares sintéticos y se hallo que
el ADP-Glc reaccionaba con la enzima 10 veces mds rdpido
que el UDP-Glc. De esta forma, se descubrio que el ADP-
Glc era mejor sustrato, tanto por la velocidad de 1la
reaccion como por su afinidad por la enzima (Recondo y
Leloir, 1961). Esta actividad enzimatica recibio el
nombre de ADP-Glc: o{-1,4 glucan- o -4-glucosiltransferasa
(E.C.2.4.1.21.), (almidon sintetasa) y cataliza 1la

siguiente reaccion:

- 0~
1 -1,4), + ADP(UDP)-G}
(glucano of In (UDP) p—
ADP(UDP) + (glucano -1,4)p41 (ii1)

E1 uso de ADP-Glc como dador de glucosa permitio
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 maiz 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 1la
almidon 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
almidon sintetasas solubles en tejidos de reserva que
utilizan UDP-Glc como sustrato. Otra enzima que inter-
viene en la sintesis del almidon es la enzima Q o enzima
ramificante (o-1,4 glucan: ol -1,4 glucan-6-glucosil-
transferasa). La enzima separa un trozo de la cadena del
extremo no reductor y lo transfiere, ya sea al resto de
la cadena o0 a otra cadena, creando una ramificacidn sobre
el hidroxilo en posicion 6 de la glucosa. El polisacdrido
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-
cion es especifica para cada tipo de amilopectina, del
orden de una uniodn O(-I,G por cada veinte o -1,4 dando un
porcentaje de ramificaciones del 4,5% para la papa. La
enzima de tubérculo de papa fue estudiada en detalle por
Drummond y col. (1972) y por Borovsky y col. (1975a). Se

ha demostrado en endosperma de maiz dulce que no sola-
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mente actua sobre la amilosa (con un largo del orden de
100 unidades) sino también sobre las cadenas externas de
la amilopectina (con un 1largo del orden de 13-14
unidades) para formar moléculas semejantes al
fitoglucogeno (Lavintman y col., 1964; Lavintman, 1966;
Manners y col., 1968).

I.3.2. Vias de sintesis del almidgn.

La via de sintesis del almiddn en 1las plantas
superiores permite diferenciar, como vimos en la seccion
I.3.1., entre el almiddn transitorio de las hojas y el
que se sintetiza en tejidos de reserva. La via de sinte-
sis en el primero es via ADP-Glc, que es el \unico

sustrato in vivo para las almiddon 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
regulacion del almidon transitorio de 1las hojas, se
desconocen los correspondientes al almidon de los tejidos
de reserva (Nomura y col., 1967).

Heldt y col. (1977) sugieren la siguiente secuen-
cia de reacciones para la sintesis del almidon foto-
sintético, que se llevaria a cabo en el estroma de 1los
cloroplastos:

Fructosa-6-P—>Glc-6-P—> Glc-1-P—> ADP-Glc — Almiddn



Como se indicd en la seccion I.3., el ADP-Glc se
puede sintetizar a partir de glucosa-1-P en una reaccion
catalizada por ADP-Glc pirofosforilasa, que se desplaza
en la direccidon de sintesis por la hidrolisis del PPi.
Preiss y Kosuge (1970) mostraron que dicha enzima puede
ser activada por compuestos tales como 3-fosfoglicerato e
inhibida por Pi, sugiriendo que podria cumplir un impor-
tante rol en la requlacion de la sintesis del almidon
transitorio.

Estudios realizados sobre 1la ADP-Glc pirofos-
forilasa en tejidos no fotosintéticos, como endosperma de
maiz y embriones, muestran una menor sensibilidad de 1la
enzima a los efectores alostéricos comparados con 1la
enzima de los tejidos fotosintetizantes. Se postuld que
en tejidos no fotosintéticos donde los procesos de sin-
tesis y degradacion son fendmenos menos dindmicos, el
factor mds importante que «controla 1la sintesis del
almiddn seria a través de la regulacion de las enzimas
mismas (Ozbun y col., 1973; Somokinos, 1976; Baxter y
Duffus, 1971).

En tejidos de reserva la almidon sintetasa unida
al grdanulo 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). Ademds, el Kp para el ADP-Glc es de 2 a 4 mM
y alrededor de 60 mM para el UDP-Glc. Por estos valores
de Kp se considero probable que la sintetasa unida al
grdnulo podria ser menos activa in vivo que la sintetasa
soluble, que tiene un K 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 1las
diferentes especificidades de 1la sintetasa unida al
granulo y de la soluble pueda ser debido a cambios de
conformacion de la misma enzima; de esta forma cuando la
enzima soluble se asocia al grano, la afinidad hacia UDP-
Glc aumentaria y bajaria hacia el ADP-Glc. La pérdida de
capacidad para usar UDP-Glc observada luego del trata-
miento del grano con urea estan a favor de esta hipdtesis
(Frydman y Cardini, 1967). No se conoce aun si las dos
formas de almidon sintetasas son diferentes formas de una
misma enzima o diferentes enzimas.

E1l rol de la fosforilasa en el metabolismo del
almidon es aun incierto (I.3.1.). Algunas observaciones
sugieren que la fosforilasa podria no ser operativa en la
via biosintética y que la via predominante seria la de la
almidon sintetasa. La relacion de Pi/Glucosa-1-P hallada

en en algas y hojas fue de 30-300 (Bassham y Krause,
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1969; Heber y Santarius, 1965); la reaccion de la fos-
forilasa in vitro tiene una constante de equilibrio de
2,4 a pH 7,3 (Cohn, 1961), 1o cual indica que la for-
macidn de uniones ol-1,4 glucosidicas podria no ocurrir.
E1 hallazgo de Schneider y col. (1981), por méto-
dos inmunoldgicos, de la presencia de esta enzima en las
membranas- de los amiloplastos de tubérculos de papa en
los periodos de rdpida formacidon de almidon y su paso al
citoplasma en forma modificada durante la senescencia del
tubérculo abre nuevas perspectivas respecto de un rol
biosintético. Ademds, no se puede descartar que la enzima
funcione en un sitio celular con alta concentracidon de Pi

considerando la compartimentalizacion que ocurre dentro

de la c€lula.

[.3.3. Sintesis de un aceptor glucoproteico.

La biosintesis de polisacdridos requiere un acep-
tor cuya naturaleza ha sido materia de controversia por
mucho tiempo y es todavia tema de discusion. Como se
mostrd en la Seccion 1.3.1., 1las enzimas descriptas
requieren un aceptor, un polisacdrido andlogo & -1,4 glu-
‘cano, dextrinas o los maltooligosacdridos 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 in 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 sintesis de los respectivos polisacdaridos en
ausencia de un polisacdrido 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
almiddn en ausencia de un aceptor ©®-1,4 glucano a partir
de Glucosa-1-P en tubérculos de papa (Illingworth y col.,
1961; Kamogawa y 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 preparacion enzimdtica o en la
Glucosa-1-P (Kamogawa y col., 1968). Tandecarz y col.,
1975; 1978 y Sivak y col., 1981 describieron, en una
fraccion no sedimentable de tubérculos de papa, la sinte-
sis de un o -1,4 glucano en ausencia de aceptor agregado.
Esta actividad enzimdtica presenta un periodo de "lag"
cuya magnitud es dependiente de 1a concentracion de
enzima y no se afecta por tratamiento con glucoamilasa.

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



(1976) aislaron multiples formas de ADP-Glc: ol -1,4
glucan- & -4-glucosiltransferasas. En la mayorTa de los
casos, las isoenzimas fueron separadas por cromatograffia
en DEAE-celulosa y solamente una de las formas enzimdti-
cas era capaz de catalizar la sintesis de glucano en
ausencia de aceptor exdgeno en condiciones de alta con-
centracidn de sales (0,5 M de buffer citrato) y albumina.
La formacion de una glucoproteina como intermediaria en
la iniciacion de la biosintesis del glucdgeno en higado
de rata a partir de UDP-Glc fue sugerida por Krisman
(1972, 1973); Krisman y Barengo (1975); Berthillier y
col. (1975); en E. coli por Barengo y col. (1978) y en

Neurospora crassa por Takahara y col. (1977). También se

ha postulado 1la intervencion de glucoproteinas como
intermediarios en la sintesis de celulosa (Herth y col.,
1972). Kjosbakken y Colvin (1975) observaron la presencia
de un complejo poliglucano-proteina en la bacteria Aceto-

bacter xylinum, el que tendria funciones de intermediario

en la sintesis de celulosa. Al incubar UDP-(14C)Glc con

membranas del alga Prototheca zopfii, Hopp (1977) observeo

la formacidn de un polimero B-1,4 glucano ligado a pro-

teina.

Con respecto a la sintesis del almiddon, un impor-

tante avance fue el hallazgo de la formacion de una glu-
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coproteina, a partir de UDP-Glc. Esta glucoproteina, que
se forma por transferencia de glucosas, especificamente
del UDP-Glc a una proteina aceptora enddgena, y que se
encuentra asociada a la estructura membranosa del
propldastido, estarfa involucrada en el primer paso de la
sintesis de almidon en cé€lulas vegetales (Lavintman y
Cardini, 1972; Lavintman y Cardini, 1973; Lavintman Yy

col., 1974).



I.4. Glicoproteinas.

Como se mostrd en la seccion anterior, la formacion
de un intermediario glucoproteico parece ser un mecanismo
general para la sintesis "de novo" de G(,y B-glucanos.
Las glicoproteinas se definen como proteinas que poseen
mono u oligosacdridos unidos covalentemente. Las investi-
gaciones desarrolladas durante las ultimas dos deécadas
indican que las glicoproteinas se encuentran ampliamente
distribuidas filogenética y anatomicamente en plantas. En
la Seccion I1.2.1. se senaldo que el grano de almiddon con-
tiene pequenas cantidades de proteinas, y al estar unidas
covalentemente al almidon, pueden ser consideradas como
glicoproteinas (Sharon y Lis, 1979).

Al igual que las glicoproteinas halladas en tejidos
animales, las de tejidos vegetales incluyen enzimas, lec-
tinas y proteinas estructurales asi como proteinas sin
actividad bioldgica conocida. Aunque las glicoproteinas
contienen unos pocos monosacdridos diferentes (Tabla 2),
varian marcadamente en el contenido de carbohidratos, en
el numero y grado de ramificacion de €stos y en su
distribucion a 1o largo de la cadena polipeptidica.

Estudios recientes muestran que 1Jlos carbohidratos
pueden modificar las propiedades fisicoquimicas de las

glicoproteinas como solubilidad, carga, masa, estabiliza-



-28-

TABLA 2: Monosacdridos constituyentes de glicoproteinas.

(Sharon y Lis, 1979)

Animales Vegetales

Hexosas.

Galactosa + +

Glucosa + +

Manosa + +
Deoxihexosas.

L-fucosa + +
Hexosaminas.
N-acetilgalactosamina + (+)
N-acetilglucosamina + +
Pentosas.

L-arabinosa 7 +

Xilosa + +
Acido sidlico.
Acidos urdnicos.

Acido glucurdnico +

Acido L-idurdnico +
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cion de determinadas conformaciones, proteccidon contra
protedlisis, asi como participar también en interacciones
entre las subunidades de proteinas (Sharon, 1984).

I.4.1. Estructura de las glicoproteinas.

La caracteristica estructural mds importante de
las glicoproteinas es el enlace covalente entre la por-
cion glicosidica y la proteina. El mismo involucra el
Cy del azucar mds interno del oligosacdarido y el grupo
funcional del aminodcido al que se encuentra unido. La
mayoria de las glicoproteinas presentan unos pocos tipos
diferentes de wuniones glicopeptidicas. Las uniones mds
frecuentes son las N-glicosidicas y las O-glicosidicas
(Fige 2). La demostracion y caracterizacion de 1las
diferentes uniones depende de sus propiedades quimicas y,

en particular, de su estabilidad al dcido y al dlcali

(Tabla 3).
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TABLA 3: Uniones glicopeptidicas en orden creciente de

labilidad al dlcali.

Resistente:

Gal-Hyl Gal-Hyp Ara Hyp

Labilidad al dlcali fuerte caliente (N-glicosidicas):

NAcGlc-Asn

Labilidad al dlcali diluido frio (0O-glicosidicas, unidn

al carbono B de hidroxiaminodcidos:

Xil-Ser Gal-Ser (o Treo) NAcGal-Ser (o Treo)

Las uniones estables al dlcali se reconocen fdcil-
mente luego del tratamiento alcalino. Por el contrario,
Ta unidon 1dbil al dlcali requiere el aislamiento de un
glicopéptido pequefio para la identificacion inequivoca,
aunque las propiedades quimicas de algunas uniones son

suficientes para su identificacidon (Lamport, 1980).
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Fig. -2: Uniones glicopeptidicas mds comnes (Lamport, 1980).




1.4.2. Unidn N-glicosidica.

E1 Unico ejemplo de este tipo de union es el que
se establece entre el C; de la N-acetilglucosamina y el
grupo amino ubicado en el carbono ¥ de la asparagina,
como se ilustra en la Fig. 2. Esta union es relativamente
estable a hidrdlisis dcida suave (HC1 2 N, 100°C) y es
estable a la hidrolisis alcalina suave, pero se hidroliza
rdpidamente en condiciones enérgicas (1 M NaOH/NaBHg,
100°C) convirtiendo al azudcar en N-acetil-glucosaminitol
(Lee y Scocca, 1972).

La cadena de oligosacdrido unida a la proteina
posee una secuencia de azucares comun consistente en un
"core" o region proximal al enlace glicopeptidico consti-
tuido por un pentasacdrido vramificado (Man3NAcGlcy)
(Montreuil, 1975). Los residuos de manosa periféricos
estdn siempre sustituidos por residuos de manosa adi-
cionales en la forma de oligosacdaridos cortos o largos
que estdan usualmente ramificados por dos a cuatro unida-
des del disacdrido de B-1,4 galactosil-N-acetilglucosami-
na (conocido como N-acetil 1lactosamina) en el cual, a
menudo, se une un residuo de dcido sidalico.

Hay asi diferentes tipos de oligosacdaridos, 1los

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



C) tipo complejo, y D) otros (Staneloni y Leloir, 1982).
Los primeros tienen un numero variable de manosas unidas
al disacdrido de NAcGlc; los segundos, ademds de un alto
numero de manosas, contienen mds de dos residuos de
NAcGlc. La caracteristica fundamental del oligosacdrido
de tipo complejo es la secuencia de dcido sidlico-
galactosa-NAcGlc unido al "core" central.

1.4.3. Union 0-glicosidica.

La unidon O-glicosidica se establece entre el
Cp del azucar y el grupo hidroxilo de hidroxiaminodcidos.
Las uniones O0-glicosidicas se clasifican en base a su
labilidad al dlcali (Tabla 4) que indica si el azucar
sustituyente se halla o no en posicion B a un grupo car-
bonilo activado. De las once diferentes uniones glico-
peptidicas que involucran la B-glicosilacion de
hidroxiaminodcidos (Tabla 4), en un sentido estricto,
solamente se han encontrado dos en plantas. Estas son:
Gal-Ser en extensina (Lamport y col., 1973) y Xil-Treo
(Green y Northcote, 1978).

Kuhn y Low (1941) e Isbell (1943) describieron por
primera vez una reaccion de B-eliminacion que explica la
liberacion de azucares y la formacion de dcidos no
saturados cuando se somete glicoproteinas que tienen

azucares unidos en posicion B a un grupo carboxilo, a



TABLA 4: Uniones glicosidicas (Lamport, 1980).

.. Eucariotas
Union

Procariota Protista Hongos Plantas Animales

N-glicosidica:

B-D-NAcGlc-Asn + + + + +

0-glicosidica:

A. Labil al dlcali.

B-D-xilosa-SER + +
«-D-galactosa-SER + +
Manosa-SER +

o-D-NAcGal-SER +
xilosa-TREO + +
galactosa-TREQ + +
manosa-TREOQ +

fucosa-TREOQ +
o -D-NAcGal-TREO +
B-0H-PHE +

B-OH-TYR +

B. Estable al dlcali.

B-D-galactosa-HYL +
galactosa-HYP + +
B-L-arabinosa-HYP + +
glucosa-HYP 7+

Otras:

Aminas N-terminal +

(Gly-glucurdnico)




tratamiento alcalino suave (Fig. 3). Durante esta reac-
cidon los hidroxiaminodcidos B-sustituidos se convierten
en sus correspondientes derivados ol -8 no saturados, por
ejemplo, serina y treonina en dcido 2-aminoacrilico
(dehidroalanina) y 2-aminocrotdnico, respectivamente.

La reaccion de B-eliminacion en presencia de boro-
hidruro de sodio como agente reductor protege al azucar
de la oxidacion alcalina, convirtiendo al monosacdarido
unido a la proteina en su correspondiente azucar-alcohol.
La funcidn alcohol estabiliza el azucar, ya que las con-
diciones de alta alcalinidad favorecen la formacidn de
derivados carboxilicos conocidos como dacidos sacarinicos
y productos mds pequeios como gliceraldehido (Sharon,
1975).

Por otro lado, la reaccidon en presencia de boro-
hidruro de Na convierte los aminodcidos no saturados, por
ejemplo, los derivados de serina y treonina en DL-alanina
y dcido DL-2-amino butirico, respectivamente, que son mds
estables.

Los factores que influyen en la reaccion de
B-eliminacion son la temperatura a la cual se desarrolla
la reaccion, la naturaleza de la base usada, la con-
centracion de borohidruro, la posicion del amino acido

sustituido en la cadena polipeptidica y el entorno de



R NHR' 0 R NHR' 0
] N
X—C—C —— C—R" X+ e+ ComrC——roC——R"
| |
}Ii H H H.
..'OH‘
R NHR'
|
C=C + X
|
H C—R"
I
0
X = azucar.
R = H para L-serina.
R = CH3 para L-treonina.

R' y R* = otros aminodcidos de la cadena polipeptidica.

Fig. 3: Reaccion de B-eliminacidn.
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aminodcidos de €ste (Neuberger y col., 1972). Se encontro
que la reaccion ocurre en pequeido grado cuando el
hidroxiaminodcido ocupa la posicion terminal en el
polipéptido; el mismo resultado se halld en el caso de
existir un campo electrostdatico con carga negativa cir-
cundante al aminodcido sustituido (Lamport, 1980).

I.4.4, Biosintesis de glicoproteinas.

El estudio de glicosilacion de proteinas comenzd
un corto tiempo después del descubrimiento del rol de los
nucledtido-azucares como dadores de monosacdridos. La
transferencia de azucar a residuos de serina, treonina e
hidroxilisina en polipéptidos se obtuvo in vitro, pero la
glicosilacion de asparagina no se pudo lograr tan
facilmente. E1 descubrimiento de Behrens y Leloir (1970),
en tejidos animales, de que los oligosacdridos se sin-
tetizan unidos a lipidos identificados como dolicol fos-
fato, (poliprenoles fosforilados entre 17 y 21 unidades
de isopreno), dieron la pauta de que esos compuestos sir-
ven como intermediarios en la biosintesis de glicopro-
teinas. Sobre estos lipido-azucares se sintetiza un
oligosacdrido (Glc3MangNAcGlcz) que luego es transferido
a un residuo asparagina de la proteina en un evento
cotraduccional (Sharon y Lis, 1981). De esta manera, la

glicosilacidon de residuos asparagina de las proteinas,
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ademds de la transferencia directa de los residuos de
azucares de los nucledtidos, se realiza a través de doli-
col fosfato como intermediario. Por otro lado, los oligo-
sacdridos unidos a hidroxiaminodcidos a traves de 1la
unidn 0-glicosidica parecen ensamblarse de una manera mds
simple que los N-glicosidicos. Estudios realizados sobre
glicoproteinas del tipo O-glicosidicas en tejidos anima-
les mostraron que su conformacion espacial juega un rol
importante en la accesibilidad de 1los residuos de
hidroxiaminodcidos a la accion de 1las transferasas
(Aubert y col., 1976). Ademds, 1la O0-glicosilacidn es
generalmente un evento tardio en la modificacion 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 hidroxiaminodcidos especificos a la accion de la
transferasa, asi como también un alto orden estructural,
serian los determinantes de la localizacion especifica de
los oligosacdridos del tipo O-glicosidico sobre la cadena
polipeptidica mds que la presencia de una secuencia de
aminodcidos caracteristicos, Asn-X-Ser/Treo, como en el
tipo N-glicosidico (Mellis y Baenziger, 1983). La regula-
cion de la sintesis de oligosacdridos de glicoproteinas,

aunque todavia .se desconoce, debe involucrar la disponi-



bilidad de aceptores apropiados, transferasas y

nucledtido azucares en los sitios celulares donde se sin-

tetizan (Schachter, 1981).

I.5. Antecedentes recientes sobre 1 sintesis "de novo"

del almiddn y objetivos de esta investigacidn.

Tandecarz y Cardini (1978) indican que la sintesis
de un o -1,4 glucano unido a proteina en los propldstidos
de tubérculo de papa podria ocurrir a través de una
secuencia de por lo menos dos reacciones:

Reaccion 1:

UDP-Glc + proteina aceptora —P
proteina aceptora-Glc + UDP
Reaccion 2:
Proteina aceptora-Glc + UDP-Glc (ADP-Glc ¢ Glc-1-P)
———®proteina aceptora-Glc-(Glc), + UDP(ADP d Pi)
La enzima que cataliza la Reaccion 1, denominada
UDP-Glc: proteina transglucosilasa I (Lavintman y col.,
1974) es especifica para UDP-Glc con un Ky de 4 x 10-6
para el nucledtido azucar. Transfiere un solo residuo de
glucosa del UDP-Glc al aminodcido de la proteina aceptora
enddgena, probablemente a través de una union O-gticosi-
dica. En la Reaccion 2, la proteina glucosilada serviria

de aceptor para diferentes transferasas contenidas en la
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fraccion enzimdtica, que catalizarian las uniones glu-
cosidicas ol -1,4 cuando en las mezclas de reaccidn estdn
presentes UDP-Glc, ADP-Glc o Glc-1-P en concentraciones
milimolares (Tandecarz y Cardini, 1978).

Para establecer que las cadenas glucosidicas que se
sintetizan durante 1la segunda reaccion provienen del
agregado secuencial de residuos de glucosa a la glucopro-
teina formada durante la Reaccion 1, Tandecarz y Cardini
(1978) 1llevaron a cabo un experimento de doble marcaciodn
en el que se uso UDP-(3H)Glc 4 puM durante la primera
etapa y los diferentes dadores de glucosa marcados con
(14C) para la segunda etapa. Posteriormente, se carac-
terizaron los productos obtenidos despuées de cada etapa
mediante degradacion de Smith. La Fig. 4 muestra 1la
aparicion de un solo compuesto radioactivo despu€s de la
primera etapa, con la movilidad del glicerol, mientras
que para el producto de 1la Reaccidn 2 se encontrgd
(l4c)eritritol 'y  (l4C)glicerol 'y (3H)eritritol y
(3H)g]icerol. Estos resultados indicaron que: a) la glu-
cosa tritiada estd unida directamente a la proteina
aceptora; b) algunos residuos terminales de glucosa tri-
tiada fueron usados durante la Reaccidn 2; c) la presen-
cia de (14C)eritritol implica la existencia de uniones

glucosidicas ol-1,4 ; y d) la presencia de (14C)glicero]
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eritritol glicerol
I 1 I

20 24 28

Distancia desde el origen (cm)

Distribucion de radioactividad luego de la cromatografia en
papel de los productos obtenidos por degradacion de Smith de
las glucoproteinas marcadas. A) Glucoproteina tritiada obte-
nida Tuego de incubar la fraccion de membranas de tubérculo de
papa con UDP-(14C)Glc 6 uM. B) Glucoproteina doblemente mar-
cada, sin'iﬁtizada luego de incubar en la fraccion membranas
con UDP-(1%C)Glc 6 uM en una primera etapa y UDP-('*C)Glc 4 mM
en la segunda etapa de la 1incubacidon (Tandecarz y Cardini,

1979).
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indica nuevos extremos no reductores de las cadenas glu-
cosidicas formadas durante la Reaccidn 2.

Los resultados basados en el comportamiento diferen-
cial de la Reaccidon 1 y de la Reaccidon 2 frente a la
1,5-D-gluconolactona (inhibidor de fosforilasa y de
glucdgeno sintetasa de higado de rata y de E. coli), con-
firmaron la existencia del mecanismo de transferencia de
glucosas en dos etapas (Tandecarz y Cardini, 1979). En la
Tabla 5 se observa que la incorporacion de radioactividad
al material precipitable por TCA a partir de UDP-(14C)Glc
4 uyM (Reaccion 1), no se afecta por la lactorna. En cam-
bio, la elongacidn de la glucoproteina con UDP-(14C)Glc 4
mM es fuertemente inhibida por 8 mM 1,5-D-gluconolactona,
una concentracion similar a la que inhibe la elongaciodn
de cadenas glucosidicas o -1,4 mediada por almiddn sin-
tetasa o fosforilasa en presencia de un polisacdrido

exdgeno como aceptor.



TABLA 5: 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 exdgeno.

Incorporacion de Glc en

Dador de (14C) Tiempo de la protetna (nmol)
glucosa incubaciadn
(min)
- 1,5-D-glu- + 1,5-D-glu-
conolactona conolactona
upp-(l4c)eic
(6 uM) 45 0,024 0,025
uop-(l4c)e1c
(4 mM) 45 68 0,320
ubpP-(lé4c)eic
(4 mM) 120 97 0,430

Estos resultados refuerzan la hipdtesis de un meca-
nismo comun para la elongacion de las cadenas de glucanos
precursoras del almidon, independientemente del origen
del aceptor, polisacdrido exdgeno o glucoproteina
enddgena (producto de la Reaccidn 1). En cambio, 1la
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 mecanismo de sintesis del almidon en ausen-
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cia de aceptor exdgeno (sintesis de novo), se emprendic
el estudio de las glucosiltransferasas que catalizan la
sintesis del glucano unido a proteina en tubérculo de
papa. E1 hecho de tener este sistema enzimdtico asociado
a membranas complicaba el estudio en detalle de 1las
diferentes enzimas y aceptores involucrados. Se tratd de
liberar las actividades enzimdticas con el objeto de: a)
caracterizar las glucosiltransferasas que catalizan las
diferentes etapas de sintesis; b) determinar la especifi-
cidad de aceptor; c) confirmar la formacidon de una glu-
coproteina intermediaria en 1la sintesis de novo del
almidon, d) identificar el tipo de unidn glicopeptidica,
e) determinar si alguna de las enzimas que alargan cade-
nas de glucanos exdgenos pueden también utilizar como

aceptor el producto de la Reaccion 1.



II. MATERIALES Y METODOS.

IT.1. Compuestos quimicos y enzimas auxiliares.

IT.1.1. Compuestos radioactivos.

En el Instituto de Investigaciones Bioquimicas se
obtuvieron los siguientes compuestos, preparados por las
Licenciadas S. Raffo y M. Eirin, segun el meétodo de
Wright y Robbins (1965) con ligeras modificaciones:

uop-(14c)eic 196 y 284,5 Ci/mol

ADP-(14c)61c 262 Ci/mol

De fuente comercial se utilizo:

(14c)6lucosa-1-P 156 Ci/mol (New England
Nuclear)
B(3H)4Na 884 Ci/mol (New England
Nuclear)

I1.1.2. Enzimas auxiliares.

Las enzimas B-amilasa de batata (type I-B suspen-
sidn en SO04(NHg)2 2,5 M; o{-amilasa bacteriana (Type II-A
cristalizada); proteasa de S. griseus (Type VI, 5 U/mg);

proteasa de B. amyloliquefaciens cristalizada, 12,2 U/mg;

catalasa de higado bovino; lactato deshidrogenasa de
misculo de conejo y fosfatasa alcalina (E. coli, Type
II1I-S, 11 U/mg, suspensidn en SO04(NHg)2 2,5 M) fueron

obtenidas de Sigma.
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IT.1.3. Drogas y reactivos quimicos.

Concanavalina A-Sepharosa 4B y o -D-glucosa-1-P
(sal dipotdsica, grado 1) fueron obtenidas de Sigma;
Sephadex G-15 y Sephacryl S-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.

I1.2. Preparaciones enzimdticas.

IT.2.1. Preparacion particulada.

Se uso como fuente de enzima tubérculos de papa
obtenidos en el mercado. Se siguid el metodo 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. E1 homogenato se filtrd a
través de dos capas de muselina y se elimindg el almiddn
por centrifugacion a 2000 x g durante 10 minutos en una
centrifuga refrigerada Sorvall RC 2B con un rotor SS-34.
E1l sobrenadante obtenido fue nuevamente centrifugado a
25.000 x g durante 20 minutos. Se descartd el precipitado
que contenia restos celulares y el sobrenadante fue
centrifugado a 140.000 x g (ultracentrifuga Beckman L8

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



se resuspendido en buffer Tris-ClIH 50 mM pH 7,4, con-
teniendo 2-mercaptoetanol 5 mM. Esta fraccion de mem-
branas, denominada preparacion particulada o Pjgp estd
constituida principalmente por proplastidos 1libres de
almidon (Lavintman y Cardini, 1972).

I1.2.2. Solubilizacidn de la preparacidn particulada.

Se ensayaron diversos detergentes, por ejemplo
Nonidet P-40 y Triton X-100, para solubilizar la fraccion
de membranas, pero el uso de los mismos fue descartado
debido a que presentaban el inconveniente de solubilizar
glucosiltransferasas que tenifan 1ipidos como aceptores.
Se encontrd que el aumento de la fuerza idnica del medio
liberaba las actividades enzimdticas de las membranas; en
consecuencia fue €ste el método que se adopto para la
solubililizacidon de la preparacion particulada.

La preparacion particulada resuspendida en buffer
Tris-C1H 100 mM pH 7,4, conteniendo 2-mercaptoetanol 5 mM
(buffer A) y mantenida durante 48 & 72 horas a 0°C, se
sometid a ultracentrifugacion a 140.000 x g durante 2
horas. E1 sobrenadante obtenido fue utilizado como fuente

de enzimas solubilizadas (preparacion solubilizada).
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I1.2.3. Cromatografia en DEAE-celulosa de la fraccidn

solubilizada.

Se empled DEAE-celulosa marca Serva o What-
man D 52, capacidad entre 0,5 y 0,7 m Eq/mg, tratada con
C1H e HONa, segun Peterson y Sorber (1962). Se sembrd una
alicuota de la fraccidn solubilizada que contenia entre
20 y 60 mg de proteinas en una columna de 1,8 x 15 cm
equilibrada con buffer A. Se lavo la columna con 60 ml
del mismo buffer y se eluyd con un gradiente lineal de
0-0,5 M C1K (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-
teina transglucosilasa I (Pico I), las fracciones con
actividad de fosforilasa independiente de aceptor exdgeno
y de almidon sintetasa (Pico IIa) y las fracciones con
actividad de fosforilasa dependiente de aceptor exdgeno y
de almidon sintetasa (Pico IIb). Cada una de estas frac-
ciones fue concentrada por ultrafiltracidn a traveés de

membranas UM-10 (Amicon Co.) a 4°C.

II.3. Medicidn de las actividades enzimdticas.

I1.3.1. Medicidon de actividades de UDP(ADP)-Glc:almiddn

sintetasa y fosforilasa (dependientes de aceptor

exdgeno).

Para la medicidn de las actividades dependientes
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de aceptor exdgeno, la mezcla de reaccidn contiene: 400
Mg de glucdgeno de ostra (Sigma) 6 1 mg de amilopectina
de papa (cedido gentilmente por el Dr. C.E. Cardini),
enzima (60-300 pg de proteinas) y ADP-(14C)Glc 0,18 nmol
(87.000 cpm) ¢ UDP-(l4C)61c 0,24 nmol (80.000 cpm) como
sustrato dador para almidon sintetasa y (14C)glucosa-1-P
0,23 nmol (45.000 cpm) para fosforilasa, en un volumen de
incubacidn de 50 ul. Al término del periodo de incuba-
cion, que se realizd a 30°C durante los tiempos indicados
en cada caso, se detuvo la reaccion por el agregado de 1
ml de TCA 10%.

Se centrifugd y se midio la radioactividad en el
precipitado como se describe en I1.3.3. Al sobrenadante
dcido se le agregan 2 ml de metanol 70% - C1K 1%, previo
agregado de 1 mg de glucdgeno para facilitar la precipi-
tacion. Se centrifugd, se resuspendio el precipitado én
agua y se volvio a precipitar nuevamente. Este procedi-
miento se repitid tres veces mds. Se determind asi la
radioactividad incorporada a material insoluble en meta-
nol, soluble en TCA, segun la Seccion II.9.3.

En los casos en los cuales se sabe que no hay
material radioactivo precipitable por TCA, se detuvo la
reaccion por el agregado dé 1 m1 de metanol 70% -C1K 1%.

Se colectd el precipitado por centrifugacion, se redi-
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solvid el mismo en 0.05 ml de agua y se reprecipito
nuevamente. Este procedimiento se repitid tres veces mds.

Se midid la radioactividad como se describe en la Seccion

I11.9.3.

diente de aceptor exdgeno.

Para la medicidn de la actividad de fosforilasa
independiente de aceptor exdgeno, se utilizd una mezcla
de incubacidn que contenia buffer Mes, 100 mM, pH 5,7;
250 ug de albumina bovina vy (14C)Glucosa-1-P 20 mM
(40.000 cpm) en un volumen final de 0,05 ml. Las incuba-
ciones se 1levaron a cabo a 30°C durante los tiempos
indicados en cada caso. Luego de la incubacion, la reac-
cion se detuvo por el agregado de 1 ml de TCA 10% frio y
se midieg la incorporacidon de (14C)glucosa al material
insoluble en TCA. Se filtro por membranas de nitrocelu-

losa y se conto la radioactividad como en 11.3.3.

za la Reaccion 1 (UDP-Glc: proteina transglucosi-

lasa 1).

La mezcla de incubacidn, salvo agregados especi-

ficos, contenfa: ClpMn 6 mM; UDP-(1%C)Gic 4 uM 0,175 nmol
(75.000 cpm) y enzima (50 a 300 pg de proteinas) en un

volumen final de 0,05 ml. En reiteradas oportunidades,



con fines preparativos, se utilizd la mezcla en wuna
escala mayor en cuyo caso se indica en las leyendas
respectivas. Las incubaciones se llevaron a cabo durante
30 minutos a 30°C. Se detuvo la reaccidn por el agregado
de 1 ml de TCA 10% frio. Se filtrd por membranas de
nitrocelulosa (Millipore, H.A.). Se lavaron los filtros
con 15 ml de TCA, se secaron y se determind la radioac-
tividad segun se describe en la Seccion I11.9.3.

I1.3.4. Medicidn de las actividades enzimdticas involu-

cradas en la sintesis de un o -glucano unido a

proteina (Reaccidn 1 + Reaccidn 2).

Ensayo a (en una sola etapa). La mezcla de incu-

bacidn de la reaccidn completa (Reaccidn 1 + Reaccidn 2)
contenva: enzima (50-300 ug de proteina), ClzMn 10 mM,
uppP-(l4c)eic 4 MM (75.000 cpm) + UDP-Glc 4 mM ¢ ADP-Glc 4
mM 6 Glucosa-1-P 4 mM. Se incubd por los tiempos indica-
dos en cada caso; se detuvo la reaccidn por el agregado

de 1 m1 de TCA y se tratd como en I1.3.3.

Ensayo b (en dos etapas). En la primera etapa se

incubaron los componentes de la Reaccidon 1 a 30°C durante
30 minutos (II.3.3.). Al término de este periodo se
agregd UDP-Glc 4 mM, 6 ADP-Glc 4 mM ¢ Glucosa-1-P 4 mM y
se prosiguid la incubacidn por los tiempos indicados en

cada caso. La reaccidon se detuvo por el agregado de 1 ml



de TCA 10% y se procedid como en II1.3.3. Este ensayo per-
mite, ademds, determinar la Reaccidn 2 (que usa como
aceptor glucosilado el producto de 1la Reaccidon 1)
restando de la incorporacion de radioactividad total 1la
incorporacion obtenida en la primera etapa.

I1.3.5. Reconstitucion del sistema de sintesis de wun

ol -glucano unido a protefna.

La reconstitucion del sistema original de sinte-
sis del ®-1,4 glucano unido a proteina se llevd a cabo
con enzimas parcialmente purificadas por DEAE-celulosa
mediante un experimento en dos etapas. La mezcla de incu-
bacion de 1la primera etapa contenia: CloMn 10 mM;
UDP-(14C)Glc 4 uM y el Pico I (5-20 ug de proteinas). Se
incubd durante 30 minutos a 30°C y al término de este
perifodo se agregd, a 1la mezcla de incubacidon (2da.
etapa), el Pico Ila o el Pico IIb (10-50 ug de proteinas)
y los dadores de glucosa correspondientes, que se indican
en cada caso. Se continud la incubacidn por los tiempos

indicados (1 a 4 horas) y se detuvo la reaccion como en

11.3.3.



11.4. Tratamientos enzimdticos.

IT.4.1. Obtencidn de productos radioactivos glucosilados.

Para obtener 1los productos radioactivos de 1la
Reaccidn 1 y de la reaccion completa (Reaccidon 1 + Reac-
cion 2), se incubaron las preparaciones enzimdticas que
catalizan estas reacciones con Jlos dadores de glucosa
correspondientes en cada caso (ver 11.3.3. y I11.3.4.). Al
término de las incubaciones, se detuvieron las reacciones
con 1 ml de TCA 10%. Los precipitados respectivos se
lavaron varias veces con TCA, se resuspendieron en agua y
se elimind el resto de dacido con eter etilico.

I1.4.2. B-amilasa.

E1 producto respectivo, obtenido como se describe
en 11.4.1., se resuspendid en buffer acetato 10 mM pH 5,0
y se agregd 0,5 mg de B-amilasa en un volumen final de
0,2 ml. Se incubd por periodos de 24-48 horas a 37°C,
bajo vapores de tolueno. En un ensayo control se incubd
el producto en condiciones similares, pero en ausencia de
enzima amilolitica. Se detuvo la reaccion agregando 1 ml
de metanol 70% - C1K 1% previo agregado de 1 mg de
albimina bovina para favorecer la precipitacion de pro-
tefnas. Se lavd el precipitado y se determind la radioac-
tividad insoluble remanente. El sobrenadante metandlico

se deionizd por filtracidn en columnas de Amberlite MB3
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(forma acetato) y se sometid a cromatografia en papel

para identificar los productos de hidrdlisis.
I1.4.3. 0 -amilasa.

E1 producto respectivo obtenido como se describe
en II1.4.1. se resuspendid en buffer acetato 50 mM pH 5,0,
CINa 10 mM y se agregd ol-amilasa cristalizada. Se incubd
durante 24 horas a 37°C, bajo vapores de tolueno, y se
siguio el mismo procedimiento que en 11.4.2.

I1.4.4, Proteasa.

El producto respectivo, obtenido como en I11.4.1.,
se resuspendid en una mezcla que contenia: buffer Tris
ClH 100 mM pH 8; C1K 100 mM; Clp2Ca 10 mM y 2 mg de pro-
teasa de S. griseus en un volumen final de 0,3 ml y se
incubo a temperatura ambiente bajo vapores de tolueno. A
las 24 horas se agrego nuevamente proteasa y se controld
el pH. Se continud la incubacidn a temperatura ambiente
por 48 horas mds. Como control se incubd un producto en
las mismas condiciones, pero en ausencia de proteasa.

Se detuvo la reaccidon por el agregado de 1 ml de
TCA 10%. Se determind la radioactividad insoluble rema-
nente, y el sobrenadante se sometid a cromatografia en
columna de Sephadex G-15, seguida de electroforesis en
papel en dcido formico 5% para identificar los productos

de protedlisis.



I1.5. Determinacién de la unidn O-glicosidica.

IT.5.1. Tratamiento con BH4gNa en medio alcalino.

E1 tratamiento de B-eliminacidn se realizd sobre
el producto radioactivo de la Reaccidon 1 obtenido como se
describio en 11.4.1., en las siguientes condiciones: HONa
0,2 Ny 0,3 mg de BHgNa durante 5 horas a 50°C. Al cabo
del tiempo indicado se neutralizo con dcido ac€tico gla-
cial. Se agregd 1 ml de metanol 70%-C1K 1%, se lavo el
precipitado y se determind la radioactividad insoluble
remanente. El1 sobrenadante metandlico se deionizd por
resina Dowex 50 WX 8. Se seco el material bajo ldmpara Yy
se agrego metanol. Este procedimiento se repitid varias
veces para remover el exceso de borato como metiléster

derivado y se sometio a electroforesis en buffer 3

(seccidén 11.7.2.).

IT.5.2. Tratamiento con B §ﬂl4ﬁ£ en medio alcalino.

E1 tratamiento con B(3H)4Na en medio alcalino se
realizo sobre 1los (14C)g]icopéptidos obtenidos por pro-
tedlisis del producto radioactivo de la Reaccion 1, como
se describe en I1.4.4.), en las siguientes condiciones:
HONa 0,5 N durante 5 horas a 50°C. en un medio conteniendo
B(3H)4Na 7 mM (884 mCi/mmol) y CloPd 3 mM (Tanaka Yy
Pigman, 1965). Finalizado el tratamiento se 1llevd 1la

mezcla de reaccion a pH 5 con dacido acetico para descom-
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poner el exceso de borohidruro de sodio. Se secd el
material, se agrego metanol y se evapord el mismo en eva-
porador rotatorio. Este procedimiento se repitid 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 solucion, se deionizd en
columnas de Dowex 50 WX 8 (forma HY) 20-50 mesh. Se some-
tio a electroforesis en papel en dcido formico 5% a 1.200
V durante 3 horas con standards externos de alanina y
o-aminobutirico.

Los picos de radioactividad de los radiocromato-
gramas fueron eluidos del papel y la identidad de alanina
y o -aminobutirico fue confirmada por cromatografia en

capa delgada, como se describe en II.6.3.

I1.6. Métodos cromatogrdficos.

I1.6.1. Cromatografia de filtracidn molecular.

Se uso filtracion en gel de Sephacryl S$-300. El
volumen de exclusion de la columna se determind con azul
dextrano y el de inclusion con cloruro de cobalto. La
filtracion en Sephacryl S-300 se realizo en una columna
de 1,1 x 116 cm, equilibrada con buffer A. Se sembrd el
Pico I (0,5-0,8 mg de proteinas) y se eluyd 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 ml. Para 1la
calibracion de la columna se utilizaron como proteinas
marcadoras (cromatografiadas en forma individual en 1la

misma columna): PB-galactosidasa de Escherichia <coli

(radio de Stokes (a) = 6,84 nm), catalasa de higado
bovino (a = 5,22 nm), fosfatasa alcalina (a = 4,6 nm),
citocromo ¢ (a = 1,87 nm).

11.6.1.1. Determinacidén del radio de Stokes.

E1 valor del radio de Stokes (a) fue obtenido a
partir del perfil de filtracidn en gel en Sephacryl
$-300. E1 valor fue estimado de un grdfico de Ky, =
Ve - Vp en funcion del radio de Stokes obtenido con 1las
§102e¥%as marcadoras de parametros moleculares conocidos.

= volumen de elucion de la proteina.

-
(4]
|

Vo = volumen de exclusidon de la columna.

volumen total de la resina.

-
ot
[]

I1.6.1.2. Determinacidon del peso molecular.

E1 peso molecular de las proteinas fue calcu-
lado de acuerdo con la siguiente ecuacidon (Siegel y

Monty, 1966):

6 T.N. 17 20, U 3.520.y
1 - U’/Dzo,w

siendo N el ndmero de Avogadro; 7220,”» viscosidad del

PM
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agua a 20°C (1,1 x 10-2 g/cm.seg); a, radio de Stokes;

s20,W» coeficiente de sedimentacidn a 20°C en agua; U,
volumen especifico parcial (se considerd U = 0,74 cm3/g);
/ogo,w, densidad del agua a 20°C (0,9888 cm3/seg).

I1.6.1.3. Coeficiente friccional.

El coeficiente friccional fue calculado utili-
zando los pardmetros moleculares previamente obtenidos

(a, PM) de acuerdo con la siguiente ecuacion:

a9 N\ 1/3

3 PM
siendo f el coeficiente de friccidn de la proteina y f,,
el coeficiente de friccidn de 1la proteina esférica Yy
anhidra de igual masa.

I1.6.2. Cromatografia de afinidad en columna de Concana-

valina A Sepharosa.

Se utilizo Concanavalina A inmovilizada en Sepha-
rosa 4B en columnas de 0,6 x 10 cm. Las mismas se equili-
braron con buffer Tris-HC1 100 mM pH 7,4, B-mercaptoeta-
nol 5 mM; CINa 100 mM; ClpMn 1mM, ClpCa 1 mM y ClpMg 1 mM
(buffer B). Se sembro la muestra (1-2 mg de p;otefnas) en
el buffer B, se lave con 10 ml del mismo buffer y se
eluyd con 10 ml de o(-metilglucdsido (Sigma) 0,3 M en

buffer B. Se recogieron fracciones de 1 ml.



I1.6.3. Cromatografia en papel.

Las cromatografias fueron realizadas en forma
descendente, utilizando papel Whatman N°1l. Los solventes
empleados fueron:

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

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

IT.6.4. Cromatografia 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-amoniaco 34% (v/v).

D: n-butanol-acetona-amonfaco-agua: (10:10:5:2)

(v/v).

E: isopropanol-dcido 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 recromatografias con el fin de lograr separa-
ciones mds eficientes.

Los standards externos fueron revelados con una
solucion 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 la seccion 11.9.3.2.

Las corridas realizadas en las placas de 20 x 20
cm fueron sometidas a tratamiento de fluorografia con una
solucion de PPO 7% (w/v) en dietileter segun Randerath,

K. (1970).

II1.7. Electroforesis.

[I.7.1. Electroforesis en gel de poliacrilamida.

IT1.7.1.1. Condiciones no desnaturalizantes.

La electroforesis en geles de poliacrilamida en
condiciones no desnaturalizantes se realizo en tubos
cilindricos (0,5 x 12 ém), siguiendo el procedimiento de
Ornstein (1964) y Davis (1964) modificado por Tandecarz y
col. (1973). E1 tamaio de poro corresponde a geles pre-
parados con una concentracion de 7% de acrilamida. EI
volumen de las muestras sembradas vario entre 50 y 150 yl
y el contenido total de proteinas entre 50 y 150 P9 El
buffer de corrida fue Tris 0,042 M; EDTANa2 0,0017 M y
dcido bdrico 0,05 M, pH 8,2. E1 desar.ollo electro-
forético se realizé a wuna intensidad de corriente
constante de 3 mA por gel durante 2 a 3 horas. Se usd

azul de bromofenol como indicador interno.
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I1.7.1.2. Condiciones desnaturalizantes.

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 segun
indican Ziegler y col. (1974). Los geles mds comunmente
empleados fueron de 10% y 12.5% de acrilamida.

Antes de someter las muestras a electroforesis,
se precipitaron las proteinas con TCA 10%, se centrifugo
y se elimino el exceso de dcido 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(Z-hidroxieti])g]icina 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 varid entre 40 y 50 ul y
el contenido de proteinas entre 10 y 100 ug, segun el
caso. E1 buffer de corrida fue Tris 0,1 M, bicina 0,1 M y
sSDS 0,1 % (p/v). La electroforesis se desarrollo a una
intensidad de corriente constante de 25 mA por gel
durante 4 horas, aproximadamente. Los geles fueron fija-

dos y tefiidos en una solucidn acuosa que contenia meta-
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nol 5% (v/v), dcido acético glacial 10% (v/v) y Coomasie
Blue R250 0,25% (p/v). La decoloracidn del fondo fue
realizada por sucesivos lavados con una solucidon de meta-
nol 5% (v/v) y dcido acético glacial 7,5% (v/v).

IT.7.1.3. Visualizacidn de 1la actividad enzimdtica en

geles.

Luego de la electroforesis en condiciones no
desnaturalizantes, se incubd cada gel durante 12 horas
con una mezcla cuya composicion vario de acuerdo con la
actividad enzimdtica medida. Las actividades enzimdticas

determinadas fueron:

Actividad de fosforilasa independiente de acep-

tor exdgeno: Se usd una mezcla que contenia Glucosa-1-P

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

Actividad de fosforilasa dependiente de aceptor

exdgeno: Se usd una mezcla que contenia Glucosa-1-P 20 mM
y glucogeno 0,8% en buffer citrato 50 mM, pH 5,0.

La actividad de fosforilasa se evidencio por la
aparicion de una banda azul con el reactivo de Iodo,
luego de sumergir los mismos en una solucion de IK 0,2% y
I 0,02% en buffer acetato 0,2 M, pH 4,8 (Stegemann, H.,

1968).



II.7.1.4. Determinacidn de pesos moleculares por electro-

foresis en condiciones desnaturalizantes.

Como marcadores de peso molecular en condicio-
nes desnaturalizantes se utilizaron: fosforilasa b
(musculo de conejo, PM = 94.000), seroalbumina bovina (PM
= 67.000); ovoalbumina (PM = 43.000); anhidrasa carbdnica
(eritrocitos bovinos, PM = 30.000); inhibidor de tripsina
de soja (PM = 20.100) y -lactoalbumina (PM = 14.000).
Los pesos moleculares en estudio se determinaron por
interpolacidon en la curva de calibracion obtenida cuando
se representa la migracion de las proteinas marcadoras en
funcidon de sus pesos moleculares (escala logaritmica).

I1.7.1.5. Recuperacidén de compuestos radioactivos de los

geles.

Con el fin de recuperar compuestos radioactivos
luego de la corrida electroforética, se cortd la banda
del gel, se homogeneizo con buffer Tris CIH 100 mM pH
7,4, se dejd 24 a 48 horas a 4°C y se eliminaron 1las

particulas de gel por centrifugacidn.

IT1.7.2. Electroforesis de alto voltaje en papel.

Se realizo utilizando papel Whatman N°1 con en-
friamiento por inmersidn 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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utilizados fueron:

1) Acido férmico 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 la ubicacion de los azucares reductores se
utilizo el metodo del nitrato de plata alcalino (Treve-
lyan y col., 1950). El mismo se basa en revelar 1las
sustancias reductoras con una solucion acetdnica de NO3Ag
al 1% (p/v) en medio alcalino (HONa 0,5 N en solucidn
etandlica). Las sales de plata remanentes fueron elimina-

das por inmersidn en solucion de tiosulfato de sodio al

5%.

I1.8. Ultracentrifugacidn en gradiente de sacarosa.

II.8.1. Preparacidn de los gradientes de sacarosa.

Se utilizaron gradientes lineales de 5-20% (p/v)
de sacarosa que se prepararon en buffer A. Los gradientes
(4 ml) se prepararon en tubos de acetato de celulosa
(6 x 1,1 cm) y se sembraron con 0,2 ml de muestra que
incluyd una mezcla de proteinas marcadoras que se indica
en I1.8.2. Se centrifugo a 40.000 rpm en un rotor SW 60.1
de Beckman durante 16 horas a 4°C. Al terminar la centri-
fugacion se recogieron fracciones de 0,2 ml por succidn

desde el fondo del tubo con una cdnula conectada a una
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bomba peristdltica.

I1.8.2. Determinacidn del coeficiente de sedimentacidn.

Las protetnas marcadoras utilizadas fueron las
siguientes: catalasa de higado bovino (0,1 mg/ml), lacta-
to deshidrogenasa de musculo de conejo (0,03 mg/ml),
fosfatasa alcalina tipo III-S de E. coli (0,15 mg/ml) y
citocromo ¢ de corazdén de caballo (2 mg/ml).

Los coeficientes de sedimentacion se determinaron
por interpolacion en la curva de calibracion obtenida
cuando se representa el coeficiente de sedimentacion de
las proteinas marcadoras en funcion del numero de frac-

cidn (desde el fondo del gradiente).

I1.9. Otras técnicas.

I1.9.1. Dosaje de proteinas.

La determinacidn de proteinas se realizo por el
método de Lowry (1951), utilizando albumina bovina como
patron. Las lecturas se efectuaron en un espectro-
fotometro Beckman D.U.

I1.9.2. Determinacidn de proteinas marcadoras en gradien-

tes de sacarosa y en columna de Sephacryl S-300.

CATALASA: La catalasa cataliza la siguiente

reaccion:
2 HpO0p ————> 2 Hp0 + 0y

La actividad enzimdatica se ensayd incu-



LACTATO DESHIDRO-

GENASA:

FOSFATASA ALCALI-
NA:

bando la enzima en presencia de un
exceso de Hp0p y valorando el sustrato
no consumido (Hp0p) con solucidn de IK
La mezcla de incubacion contenifa en un
volumen final de 0,1 ml: buffer fosfato
de ‘potasio 50 mM pH 7,4, Hp02 (Merck
100% p/v) y enzima. Despues de 5 minu-
tos a 30°C se detuvo la reaccion con 2
ml de IK 10% (p/v). Se leyd la absor-

bancia a 425 nm.

La lactato deshidrogenasa cataliza 1la
siguiente reaccion:

Piruvato + NADH,—> Lactato + NAD*

La actividad enzimdtica se ensayd mi-
diendo la velocidad de oxidacion del
NADHp, por medio de la medicidn de 1la
velocidad de decrecimiento en absorban-
cia a 340 mm segun la técnica descripta

en el manual de Worthington (1972).

La fosfatasa alcalina cataliza la si-
guiente reaccidn:

Monoéster ortofosfdrico + Hp0——>
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alcohol + H3P03

La actividad enzimatica se dosdo midien-
do a 410 el p-nitro fenol liberado al
tratar p-nitro fenilfosfato «con 1la
enzima segun la técnica descripta en el
manual de Worthington (1972).

CITOCROMO C: Se valord espectrofotometricamente en
el visible, midiendo la absorbancia a
410 nm.

I1.9.3. Deteccion de radioactividad.

11.9.3.1. Centelleo liquido.

Los compuestos radioactivos se midieron con las
mezclas de Bray (1960) o con una mezcla que contenia 4
gramos de omnifluor (New England Nuclear) en un litro de
tolueno. La mezcla de omnifluor-tolueno se utilizo para
medir (14C) en filtros de nitrocelulosa secados bajo
lampara infrarroja y colocados en viales de pldstico
chicos con 3 ml de solucion centelleadora. Las muestras
fueron leidas en contadores de centelleo 1iquido marca

Packard (modelo 2002 y 3003) o Beckman modelo L5 8100.
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IT.9.3.2. En radiocromatogramas en papel y en capa delga-

da.

Los radiocromatogramas fueron obtenidos emple-
ando un aparato Packard (Radiocromatogram Scanner, modelo
7002). En el caso de cromatografias en capa delgada, la
radioactividad se determino también por centelleo 1iqui-
do. Para ello se raspd la zona radioactiva de la capa de
silicagel, se resuspendid en agua y se eliminaron las

particulas de silicagel por centrifugacion.

11.9.3.3. En geles de poliacrilamida.

Los geles corridos con muestras radioactivas
fueron secados sobre papel Whatman N°3 en un secador de
geles marca Bio Rad modelo 224, Se utilizo el me€todo de
sensibilizacion de Chamberlain et al. (1979). El mismo
consiste. en embeber al gel en una solucidn de salicilato
de sodio 1 M. Las placas (Kodak X-OMAT S) fueron
expuestas a -70°C por periodos variables. Luego se proce-
did al revelado de 1las placas utilizando reveladores y

drogas comerciales.



IIT. RESULTADOS.

ITI.1. Solubilizacidn de la preparacion de membranas.

Como se describid en la seccion I.5. de‘la Intro-
duccidon, el sistema enzimdtico capaz de sintetizar un
o« -1,4 glucano unido a proteina, a partir de un aceptor
endogeno de naturaleza proteica, estd asociado a una
fraccion de membranas de tubeérculo de papa. Este hecho
complicaba el estudio de cada una de las enzimas que
constituyen este complejo sistema enzimatico, lo que
indujo a buscar un método de solubilizacion como primer
paso obligatorio en la purificacion.

Con este propdsito, se resuspendid en buffer A la
fraccion de membranas de tubérculo de papa, constituida
principalmente por propldastidos libres de almidon; se
dejo 48-72 horas a 0°C y se volvid a centrifugar a
140.000 x g. En el sobrenadante de esta centrifugacion,
que constituye la fraccidon solubilizada, estan presentes
entre un 30-40% de las proteinas de la preparacion de
membranas. Un incremento adicional de 1la fuerza ionica
del medio no aumentd el porcentaje de 1las proteinas

extraidas.
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ITI.1.1. Glucosiltransferasas presentes en la fraccign

solubilizada.

Se midieron 1las actividades de glucosiltrans-
ferasa en la fraccidn solubilizada, en ausencia (Tabla 6)
y en presencia (Tabla 7) de aceptor exdgeno, como se
indica en la seccion II.3. de Materiales y Méetodos. Se
observd que esta preparacion enzimatica era capaz de
catalizar la transferencia de glucosas a partir de
UDP-(14C)Glc 4 }IM a material precipitable por TCA, en
ausencia de aceptor agregado (Tabla 6), 1o que indica 1la
solubilizacion de la enzima que cataliza la Reaccion 1, o
sea de UDP-Glc: proteina transglucosilasa I. La Tabla 6
miestra también que en la fraccion solubilizada estdn
presentes las enzimas que catalizan la reaccion completa
(Reaccion 1 + Reaccion 2), ya que por incubacion con
upP-(l4c)e1c 4 mM, o uoP-(1%c)Gic 4 pM + ADP-(14C)G1c 4
mM ¢ UDP-(14C)Glc 4 pM + Glucosa-1-P 4 mM, como se
describe en el ensayo a de la seccion II.3.4. de
Materiales y Métodos, se encuentra un marcado aumento de
la radioactividad incorporada en material insoluble en
TCA, por sobre la observada en la Reaccion 1.

La Tabla 7 muestra los resultados que se
obtienen cuando se incuba la fraccion solubilizada con

UDP-Glc, ADP-Glc ¢ Glucosa-1-P y glucogeno como aceptor



exdogeno. La radioactividad que se encuentra en el preci-
pitado de metanol indica la presencia de UDP(ADP)-Glc:
almidon sintetasa y de fosforilasa. Se observo ademas
radioactividad en el precipitado de TCA en ausencia de
aceptor exogeno con (14C)Glucosa-1-P como dador de
glucosa. Esta actividad de fosforilasa, independiente del
aceptor exogeno, fue descripta por Tandecarz y col. (1975
y 1978) y por Sivak y col. (1981) en una fraccidn soluble
de 140.000 x g de tubérculo de papa. Schneider y col.
(1981) también detectaron 1la presencia de fosforilasa
asociada a las membranas de los amiloplastos de tubércu-
los de papa en los periodos de rdpida formacion de
almidan,

La incorporacion de radioactividad en el preci-
pitado de TCA no se altera por el agregado de glucdgeno a
la mezcla de incubacidon en presencia de UDP-(14C)Glc 4}1M
(Tablas 6 y 7). Este resultado sugiere que el aceptor
exdgeno no compite con el endogeno. En consecuencia, es
probable que 1la enzima que cataliza la Reaccion 1 sea
especifica para el aceptor endogeno presente en la pre-

paracidon enzimdatica.



TABLA 6: Incorporacign de glucosa a partir de

UDP-(liC)GIc a material precipitable por TCA, en

ausencia de aceptor exdgeno.

Radioactividad

Dador de glucosa precipitable por TCA
(cpm)

upp-(l4c)aic 4 uM 1.799

upP-(14c)Glc 4 mM 1.900

upP-(l4c)aic 4 pM o+
ADP-Glc 4 mM 2.2717

uoP-(l4c)eic 4pM 4
Glucosa-1-P 4 mM 5.636

La fraccion solubilizada (250 pg de proteinas) fue incu-
bada con los dadores de glucosa que se indican, durante 4
horas. Las demds condiciones experimentales se describen
en Materiales y Meétodos (Seccion I1.3.3. y 1I1.3.4.,
ensayo a).



TABLA 7: Fosforilasas y sintetasas presentes en la frac-
cion solubilizada.

Radioactividad incorporada
Dador de glucosa '

radioactiva Ppdo TCA Ppdo metanol
(cpm)
uoP-(14c)Gic 4 pM 2.203 1.203
ADP-(14C)G1c 4 pM 200 10.703
(14C)6lucosa-1-P 4 M 208 4.008
(14C)Glucosa-1-P 4 mM 2.8152 99

La fraccion solubilizada (250 ug de proteinas) fue incu-
bada con 400 pg de glucogeno como aceptor exogeno y los
dadores de glucosa que se indican, durante 180 minutos a
30°C. Se midid la radioactividad en el material precipi-
table por TCA o en el material precipitable por metanol
del sobrenadante de TCA. Las demds condiciones se indican
en la seccion II.3.1. y II.3.2. de Materiales y Metodos.

@: En ausencia de aceptor exdgeno.



IT1.1.2. Propiedades del sistema enzimatico de sintesis

de un o -glucano unido a proteina.

I[IT.1.2.1. Propiedades de UDP-Glc: proteina transglucosi-

El efecto del tiempo de incubacion sobre la
actividad de la enzima .que cataliza la Reaccion 1 se
jlustra en la figura 5A. La reaccion es muy rdpida, l1le-
gando a un 70% del maximo de incorporacidon de glucosa
radioactiva en aproximadamente 5 minutos. Se alcanzd un
plateau entre los 20 a 30 minutos de incubacion. La
detencion de la sintesis no fue debido al agotamiento del
sustrato, ya que el agregado de una cantidad extra de
uoP-(14c)G1c no produ jo ningun efecto. Por consiguiente,
podria deberse al agotamiento del aceptor endogeno o a la
inactivacion de la UDP-Glc: proteina transglucosilasa 1I.
Esto u'ltimo es poco probable, ya que se encontro que la
actividad de la enzima no exhibid variacidn en un amplio
rango de temperaturas (datos no mostrados). Por otro
lado, el agregado de una cantidad extra de fraccion solu-
bilizada reinicia la incorporacion de glucosa, llegando a
un mevo plateau con la misma cinética. Estos resultados
sugieren la existencia de un numero reducido de moléculas
de aceptor en la preparacion enzimdatica que explicaria la

detencion de la sintesis al cabo de un corto periodo de
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Fig. 5: Actividad de UDP-Glc: proteina transglucosilasa I en funcidn

~ del tiempo de reaccion [A] y de Ta concentracion de proteinas

(B). Se incxbo’ 60 ug de proteinas de la fraccion solubilizada

con UDP-(1 C)§1g,4 uM (—0—0—0—) ¢ ADP-(14C)Glc 4 uM

(—0—o—-) ¢ (14c)Glucosa-1-P 4 uM (—a—a—a—) (A)._En (B)

el tiempo de incubacion fue de 5 minutos. Las demdas con-
diciones se indican en Materiales y Metodos.




reaccion.

La enzima que cataliza 1la Reaccidon 1 tiene
especificidad de dador de glucosa: solo transfiere glu-
cosa del UDP-Glc al aceptor enddgeno (Fig. 5A). Este
resultado coincide con el descripto para la enzima aso-
ciada a membranas (Lavintman y Cardini, 1973). La figura
5B muestra la actividad de la enzima que cataliza 1la
Reaccidn 1 en funcion de la cantidad de proteinas en 1la
mezcla de reaccidn. Se encontrd que, hasta 350)19 de pro-
teinas, la reaccion era lineal.

La actividad de la enzima no vario significa-
tivamente entre pH 5,5 a 9, encontrdndose una leve inhi-
bicidn a valores menores de 5,5 (Fig. 6A). Ademds, mostrg
requerimiento de iones manganeso con una concentraciadn
optima de 6 mM (Fig. 6B).

I11.1.2.2. Propiedades de las enzimas que catalizan la

formacidn de uniones glucosidicas.

E1l efecto de diferentes dadores de glucosa en
concentracién milimolar sobre 1la cinética de incor-
poracion de radioactividad a partir de uopP-(l4c)G1c 4 pM
se muestra en la figura 7. Para ello se realizd una incu-
bacién en dos etapas (ensayo b, Seccion 1I1.3.4. de
Materiales y Métodos). En la primera etapa se incubd 1la

fraccion solubilizada con UDP-(14C)G1c 4 P M hasta 1llegar
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Fig. 6: Efecto del pH (A) y del Mn2* (B) sobre la actividad de UDP-
GIc: proteina transglucosilasa T. La fraccion solubilizada (30
ug de proteina) se incubd en presencia de buffer Mes 200 mM
(—a——0—) o buffer Tris-ClH 100 mM (—o—O—-0—) o buffer
glicina-HONa 200 mM (~O-~0O-D—)(A) o en presencia de con-
centraciones variables de Mn (B)(—e—e-8—).
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Fig. 7: Efecto ‘del agregado de diferentes dadores de glucosa sobre la
~ cinética de incorporacion de radioactividad a partir de UDP-
Glc 4 M. la fraccion solubiTizada (230 ug de proteina) se
incubd con UDP-(14C)G]c 4 yM a 30°C durante 30 minutos; al
término de este periodo (indicado por la flecha) se agrego
UDP-Glc 4 mM (—0—0—0O—) 0 ADP-Glc 4 M (-eo—e—e—) O
Glucosa-1-P 4 mM (—-0—0O—0O—) y se prosiguid la incubacidn por
los tiempos indicados en la figura. Las demds condiciones se
indican en la Seccion I1.3.4. (ensayo b) de Materiales y
Metodos.
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al plafeau (30 minutos) y en la segunda etapa se agre-
garon los diferentes dadores de glucosa marcados en con-
centracion 4 mM. E1 agregado de estos ultimos reinicio la
incorporacion de glucosa radioactiva, luego de un periodo
de lag, probablemente se estdn incorporando glucosas a
partir de los dadores de glucosa en concentracidon milimo-
lar.

Cuando se miden 1las actividades enzimaticas
involucradas en la sintesis de un & -glucano unido a pro-
tefna, mediante el ensayo a (Seccidn II.3.4., en una sola
etapa), incubando la fraccion solubilizada con
UDP-(14C)G1c 4 mM, a diferencia del experimento anterior,
no se observa incorporacion de radioactividad a tiempos
cortos, catalizado por la UDP-Glc: proteina transglucosi-
lasa I, ya que el K, para dicho sustrato es de
4 x 10-6 M. Ademds, 1la incorporacion de radioactividad
fue prdcticamente lineal despues de un periodo de "lag"
(1-2 horas) (Fig. 8A). La figura 88 muestra la dependen-
cia con la cantidad de proteinas de la incorporacion de
rad.oactividad a partir de UDP-(14C)G]c 4 mM. La marca
incorporada al material precipitable por TCA 10% mostrg
una relacidon lineal con la cantidad de enzima utilizada

en el rango de proteinas en la aal se trabajo (hasta 300

Hg).
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Fig. 8: Cinétjca de incorporacion de glucosa radioactiva a partir de
QEE{%?C[GIC 4 mM (medicion de la -reaccion completa) en fun-
cion del tiempo [A) y en funcion de Ia concentracion de pro-

tefnas (B). En (A) la mezcla de incubacion contiene 240 ug de
proteinas. En (B) el tiempo de reaccion fue de 180 minutos.

Las demds condiciones se .indican en Materiales y Métodos
(Seccion 11.3.4., ensayo a).



-81-

sl A

AR

3..

2k
o".’? 1 ¢
;00 12 3 &
a Tiempo (hs)
o 12}

10

sk

6l

JA S

%20 0 0

Tiempo (min)

Fig. 9: Efecto del tiempo de incubacidn sobre la incorporacion de

radioactividad a partir de diferentes -dadores de glucosa a
material precipitable por TCA 10%. A: La mezcla de reaccion
que contiene 240 ug de proteinas se Hrcubo durante los tiempos
1nd1cados con UDP-Glc 1 uM + ADP-(14C)G1c 4 mM (A) y UDP-Glc

1 uM + (14C)Glucosa-1-P 4 mM (B). A los tiempos indicados, se
determing la radioactividad en el precipitado de TCA 10% como

se describe en la Seccidon I11.9.3. de Materiales y Metodos.
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Para demostrar que los dadores de glucosa a
concentracion milimolar no tienen solamente un efecto
activador sobre la enzima que cataliza la Reaccion 1,
sino que se incorporan al material precipitable por TCA
10%, se realizaron experimentos con los distintos dadores
de glucosa radioactivos en concentracidon milimolar.
Cuando se incuba la fraccion solubilizada con UDP-Glc
1 pM + ADP-(14C)G1c 4 mM (Fig. 9A) o con UDP-Glc 1 pM +
(14C)Glucosa-1-P 4 mM (Fig. 9B), se encontrd que Jla
incorporacion de radioactividad era prdcticamente lineal
luego de aproximadamente 60-120 minutos y 20 minutos
respectivamente. Los resultados mostrados en este apar-
tado muestran 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).

ITT1.1.3. Caracterizacidn "in vitro" de los productos de

reaccion.

Los productos radioactivos sintetizados por 1la
fraccion solubilizada fueron sometidos a una serie de
tratamientos con el objeto de determinar si son 1los
mismos que los sintetizados por la fraccion de membranas,
y los resultados obtenidos se ilustran en la Tabla 8. EIl

producto radioactivo formado en la Reaccidon 1, obtenido
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como se describid en la seccion I1.4.1. de Materiales y
Métodos, se sometid a tratamiento con o 0 B-amilasa. Se
encontrd que el producto formado en la Reaccidn 1 no es
atacado por o ¢ B-amilasa. En cambio, estas enzimas pro-
ducen una liberacion del 80 al 87% de la radioactividad
del producto sintetizado en presencia de UDP-(l4c)Gic 4
mM (obtenido como se describid en 1la seccion I1.4.1. de
Materiales y Métodos) (Tabla 8). La radioactividad
liberada al sobrenadante de TCA, por accion de las enzi-
mas glucoliticas, se analizg por cromatografia en papel.
La cromatografia en solvente A del producto de 1la
digestidn con B-amilasa mostrd que toda la radioactividad
estaba asociada con maltosa. Como producto de digestion
de o -amilasa se encontrd (l4C)maltosa y (14C)glucosa.

E1 80% de la radioactividad del producto formado
en la Reaccion 1 se recupera en el sobrenadante de TCA
luego del ataque enzimdatico con proteasa. Dicho producto,
previo al tratamiento proteolitico, se excluye en una
columna de Sephadex G-15, pero ]uego de este, la radioac-
tividad se incluye. E1 material radioactivo incluido
migrd hacia el cdtodo en el solvente 1 y hacia el anodo
en el solvente 2, cuando se 1o sometid a electroforesis

en papel (Fig. 10, a y b).
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TABLA 8: Efecto de algunos tratamientos sobre 1os produc-

— — ————————— — — — —— — —

cidn 2.

Tratamiento

Condiciones

Radioactividad preci-
pitable por TCA (%)

A:
o -amilasa

B-amilasa
Pronasa

NaOH (0,2N)
+ BHgNa (0.2N)

B:
°(-amilasa

B-amilasa

37°C, 24 horas

37°C, 48 horas

T. amb, 8 dfias

50°C, 5 horas

37°C, 24 horas

37°C, 48 horas

80

85

34

20

13

E1 producto radiocactivo de |
ducto radioactivo de la Reaccion
11.3.4.)

a, seccion
tratamientos.

bid en la seccion I1.4.1.

(8),

se sometieron a una
Los productos se obtuvieron como se descri-
de Materiales y Metodos.

la Reaccidn 1 (A) y el
(ensayo
serie de

1 + Reaccion 2



E1l efecto del tratamiento alcalino en con-
diciones reductoras sobre el producto radioactivo catali-
zado por la UDP-Glc: proteina transglucosilasa 1, se
muestra tambien en la Tabla 8A. El producto de la Reac-
cidn 1 es sensible a este tratamiento, ya que como con-
secuencia de mismo se libero un 66% de la radioactividad
al sobrenadante de TCA. Las proteinas que son sensibles a
este tratamiento son las qe poseen unidon O-glicosidica,
en la que el azucar estd unido al oxhidrilo de residuos
de serina/treonina de la proteina (ver seccidon 1.4.3. de
Introduccidn). Por este tratamiento el monosacdarido unido
a la proteina se convierte en su correspondiente azucar-
alcohol, que fue identificado como sorbitol(14C) por
electroforesis en papel en el solvente 3 (Fig. 10C). Este
resultado indica que el azucar involucrado en la union es
glucosa. Por otro lado habia sido descripto para la frac-
cién de membranas (Tandecarz y Cardini, 1978) que el pro-
ducto de la reaccion conpleta era resistente al
tratamiento alcalino bajo condiciones reductoras. Sin
embargo, si se lo sometia a una B-amilolisis exhaustiva,
previa al tratamiento alcalino, se volvia sensible a

éste; la resistencia fue atribuida a la existencia de
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Fig. 10: Electroforesis en alto voltaje. Los glucopéptidos outenidos
por digestion con proteasa del producto radioactivo de 1la

Reaccion 1 obtenido como se describe en la Seccidn 11.4.4.,
parcialmente purificados por Sephadex G-15, se someten a
electroforesis en buffer carbonato-bicarbonato 0,25 M, pH 9,2
(A? en dcido form1co 5% H 2,5 (B). C: Electroforesis en
olibdato de sodio 0,1 5, del producto de la Reaccion 1
luego del tratamiento a1ca11no en condiciones reductoras. Las
demas condiciones de la electroforesis se indican en la Sec-

cion I11.7.2. de Materiales y Metodos.
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impedimento estérico debido a 1la presencia de cadenas
ol-1,4 glucosidicas. E1 producto de la reaccidn completa
forma un complejo azul con el reactivo de 1iodo; el
espectro de absorcion de este complejo con un maximo a
600 nm es tipico de glucanos lineales de mas de 60 unida-
des de glucosas (Bailey y Whelan, 1961). Por otro lado,
el producto de la Reaccion 1 no da coloracion con iodo.
Esta serie de tratamientos sugiere que el pro-
ducto de la Reaccidon 1 es una glucoproteina en la cual un
solo residuo de glucosa estd unido a la proteina aceptora
enddgena, presumiblemente a traves de una union O-
glicosidica a residuos de serina/treonina. Por otra
parte, los datos obtenidos con el producto de la reaccion
completa indican que 1la porcion de hidratos de carbono
presenta una estructura prdcticamente lineal de uniones
glucosidicas ol-1,4 semejante a la de amilosa.

I11.1.3.1. Electroforesis en gel de poliacrilamida en

presencia de SDS y urea.

Los resultados de la seccion precedente
muestran que el aceptor enddgeno de la Reaccidn 1 es de
naturaleza proteica y que la glucosa estd presumiblemente
unida a la proteina por una union covalente. Con el fin
de confirmar estos resultados, se sometid el producto

radioactivo de la Reaccidon 1, obtenido como se indicd en
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la seccion II.4.1. de Materiales y Métodos, a electro-
foresis en gel de poliacrilamida en presencia de SDS y
urea, a dos concentraciones de acrilamida: 10% y 12,5%.
La muestra, antes de la electroforesis, se calento a
100°C con urea, SDS y 2-mercaptoetanol con el objeto de
asegurar la ruptura de uniones debiles del tipo no cova-
lente. La migracidon del producto radioactivo en gel se
determind por autorradiografia, como se describe en 1la
seccion 11.9.3.3. de Materiales y Metodos. La figura 11
muestra las fluorografias correspondientes al producto
radioactivo de la Reaccion 1. Se encontro 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 interpolacidon de la movilidad de la banda radioactiva
en una curva de calibracion 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 glicoproteinas, con mas del 10%
de carbohidratos, calculado por electroforesis en gel de
poliacrilamida en presencia de SDS, disminuye al aumentar
la concentracidon 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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Fig. 11: Fluorografia luego de electroforesis en ggl.de poliacrilamida
e 0

en presencia de SDS y urea. EI producto radioactivo de Ta
Reaccion I (100 ug de proteinas de la fraccion solubilizada,
2.000 cpm) obtenido por precipitacion 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 moleculares
estimados, determinados con una mezcla de proteinas de pesos
moleculares conocidos. Las demds condiciones experimentales

se describen en Materiales y Métodos (Seccion 11.7.1.2.).
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no posee carbohidratos enddgenos o, que si 1los posée, su

contenido es menos del 10%.

IT1.2. Separacidn de las glucosiltransferasas solubiliza-

das.

Con el fin de estudiar cada una de las enzimas que
catalizan la sintesis de un «-1,4 glucano unido a pro-
teina en la fraccion solubilizada, se intentd la separa-
cion de e€stas. Se sometio una alicuota de la fraccion
solubilizada (30-50 mg de proteinas) a cromatografia en
columna de DEAE-celulosa; la elucidn de las proteinas de
la columna se realizd con un gradiente continuo de
cloruro de potasio de 0-0,5 M. Cuando se midio la activi-
dad de UDP-glucosa: proteina transglucosilasa I en
alicuotas de cada una de las fracciones de la columna, se
observo que esta actividad enzimatica eluye en un pico
agudo y simétrico que eluye a 0,21 M de C1K (Fig. 12). Se
reunieron las fracciones (67-76) «con actividad de
UDP-Glc: proteina transglucosilasa I denomindndose Pico
I a esta fraccion enzimatica. La cromatografia en DEAE-
celulosa resultd en una purificacion de 1la actividad
anteriormente mencionada de unas 15 veces con respecto de
la actividad en 1la preparacion particulada, como se

muestra en la Tabla 9.
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Fig. 12: Cromatografia en columna de DEAE-celulosa de la fraccion
solubilizada. Se midio actividad de UDP-Glc: proteina
transglucosilasa I (-e—e—e—) en alicuotas de 100 ul y UDP-
Glc almidon sintetasa (-g—O—p—) ADP-Glc: almidon sintetasa
(—m—m—m—) en alicuotas de 150 ul. E1 tiempo de incubacion
de las almidon sintetasas fue de 180 minutos. Las barras

indican las fracciones reunidas.




-92-

Actividad de fosforilasa (pmot /30 minjug prot) o—a

N © <
- o o o
— T —T ; 3
Actividad de fosforilasa (nmol /min/pg prot)o—o
w0 . ™~
= o o o
1 L 1 L | I L
KCLM
. ~ ™ N -
L] 1 I L I

de fraccion

.."~- i 9.
] 1)
'-O E
o RO
] Z
‘-
14
'.
TR e « o
.:-——-_--___'. ________________ - o
1 t . .
p=4 © o [ ) OC)
o S = S
(=0 O 3 S
s--a (Jw/6r) puiajouy
1 N ' \
, ~ = 3
o o

(104d Brfjuw/jowd) DS D)ISON)BSUDJ} DUIB}OLY : 919-d AN

Fig. 13: Cromatografia en columna de DEAE-celulosa de la fraccion
— solubilizada. Se midio actividad de fosforilasa dependiente
(O—) e independiente (-0—0O-) de aceptor exdgeno en
alicuotas de 100 y 50 ul respectivamente.. Los tiempos de
incubacion fueron de 150 min para el ensayo de la actividad
dependiente y de 30 min. para la independiente de aceptor
exogeno. Las demds condiciones se describen en Materiales y

Métodos. Las barras indican las fracciones reunidas.
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Tabla 9: Purificacidn de UDP-glucosa; proteina trans-

glucosilasa 1.

Fraccion Actividad Unidades
especifica totales
(cpm/mg de

proteinas)

Preparacion particulada 11.000 189.000
Fraccidn solubilizada 20.000 70.000
Pico 1 (DEAE) 166.670 10.000

Cuando se midio la actividad de las enzimas que sin-
tetizan el producto de la reaccidn completa en cada frac-
cion de la columna, por incubacion de una alicuota de
éstas con UDP-(14c)G1c 4 yM en presencia de UDP-Glc, ADP-
Glc o Glucosa-1-P en concentracion milimolar (ensayo a
Seccion I11.3.4. de Materiales y Métodos), no se hallgd
actividad en ninguna de las fracciones. Tampoco se hallg
actividad de estas enzimas en el Pico I. Dicho resultado
es bastante predecible, ya que las enzimas qe sintetizan
el o-1,4 glucano requieren el producto de UDP-Glc: pro-
teina transglucosilasa I como aceptor. Por consiguiente,

las enzimas que catalizan la sintesis de uniones glu-
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cosidicas o -1,4 se encuentran en una zona de elucion
diferente a la de la enzima que cataliza la Reaccion 1 y
no se pueden medir segun el ensayo a ¢ b (Seccion II1.3.4.
de Materiales y Métodos) por falta del aceptor. glucosi-
lado sintetizado por la UDP-Glc: proteina transglucosi-
lasa I. Por otro lado, se mostrdg anteriormente (Tabla 7)
que en la fraccion solubilizada.estaban presentes las
actividades de almidon sintetasa y fosforilasa dependien-
tes de aceptor exogeno. Con el fin de estudiar la posible
relacion de é€stas con las enzimas que alargan el producto
de la Reaccion 1, se buscaron estas actividades en 1la
columna de DEAE-celulosa. Se hallo que las actividades de
UDP(ADP)-Glc almidon sintetasas eluyen en un rango amplio
de concentracidn satina (0,25-0,35 M de cloruro de pota-
sio) y sus zonas de elucion se superponen dando picos
anchos (Fig. 12). La actividad relativa de estas enzimas
depende de la preparacion.

La figura 13 ilustra el perfil de las actividades
de fosforilasa. La actividad de fosforilasa dependiente
de aceptor exogeno muestra un pico ancho de actividad con
un hombro hacia concentraciones mayores de cloruro de
potasio, que eluye entre 0.25-0.35 M de €ste. Por el
contrario, el perfil de actividad de fosforilasa indepen-

diente de aceptor exdgeno mostrd un pico de actividad
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agudo y simeétrico que eluys a 0,25-0,26 M de cloruro de
potasio (Fig. 13). Dada la superposicion entre si de las
actividades de sintetasa y fosforilasa en la columna de
DEAE (Figs. 12 y 13), se decidid reunir las fracciones
(92-98) con actividad de fosforilasa independiente y
‘dependiente de aceptor (Pico Ila) y, por otro 1lado,
reunir 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 ultrafiltracion a traves de membranas UM-10
(Amicon Corporation) que retienen proteinas de peso mole-
cular mayor de 10.000 dalton.

Las actividades enzimaticas presentes en los picos
Ila y IIb se muestran en la tabla 10. La incorporacion de
radioactividad a material precipitable por TCA en el Pico
Ila, en ausencia de polisacarido agregado, sdlo fue
observada en presencia de (14C)Glucosa-1-P 4 mM. Esta
actividad independiente de aceptor exogeno se activa por
buffer Mes y albumina. Sivak y col. (1981) encontraron
resultados similares con una fosforilasa independiente de
aceptor exdgeno de una fraccion soluble de 140.000 x g de
tubérculos de papa. En presencia de (14C)Glucosa-1-P 4)1M
y glucdgeno como polisacdrido aceptor, se mide solamente

la actividad de fosforilasa dependiente de aceptor



exdogeno (Sivak y col., 1981).

Como se mostro anteriormente (Figs. 12 y 13), las
actividades de UDP(ADP)-Glc almidon sintetasa dependien-
tes de aceptor exogeno <cocromatografiaban .en DEAE-
celulosa con las actividades de fosforilasa, por
consiguiente también estdn presentes en los picos Ila y
Ilb.

La cromatografia en columna de DEAE-celulosa de la
fraccion solubilizada no permitio resolver las diferentes
actividades de fosforilasa y almidon sintetasa presentes
en la preparacion. Sin embargo, este tipo de cromatogra-
ffa fue eficiente para separar la UDP-Glc: proteina

transglucosilasa I (Moreno y Tandecarz, 1982).



TABLA 10: Glucosiltransferasas presentes en 1los Picos

ITa y IIb.
Radioactividad en
Dador de glucosa Aceptor Ppdo Ppdo
exogeno TCA Metanol
(cpm)
A) Pico Ila:

(14C)Glucosa-1-P 4 mM 3465 86
(14C)6lucosa-1-P 4 pM 85 76
(14C)61ucosa-1-P 4 pM glucdgeno 118 4442
uoP-(14c)Gic 4 uM amilopec- 98 1482

tina
ADP-(14C)G1c 4 pM amilopec- 42 2501

tina

B) Pico IIb:

(14¢)Glucosa-1-P 4 mM 94 84
(14c)6lucosa-1-P 4 uM 65 83
(14c)Glucosa-1-P 4 MM glucdgeno 67 2189
upP-(14c)Gic 4 uM amilopec- 84 1834

tina
ADP-(14C)G1c 4 pM amilopec- 66 2758

tina

La mezcla de incubacion contiene: 3,2 ug de proteinas del
Pico Ila 0 3 pg de proteinas del Pico IIb. Luego de incu-
bar durante 45 minutos a 30°C, se midio el material
radioactivo precipitable por TCA 10% o precipitable por
metanol en el sobrenadante de TCA. Se utilizo como acep-
tor exdgeno glucdgeno (2,6 mg/ml) o "~amilopectina (0,6
mg/ml).



—98-

IT11.3. Estudio de la UDP-Glc-proteina transglucosilasa I

(Pico ll.

ITIT.3.1. Propiedades cinéticas.

La figura 14 muestra el efecto del tiempo de
reaccién (A) y de la cantidad de proteinas (B) sobre 1la
actividad de UDP-glc: proteina transglucosilasa I. Se
encontrd que la reaccion era lineal hasta 18 ug de pro-
teinas. La actividad enzimdatica no experimentd ninguna
variacidon entre pH 6 a 9, encontrdandose una leve inhibi-
cion a valores de pH menores de 6.

I11.3.2. Especificidad de. dador y de aceptor de glucosa.

Se investigo la especificidad del dador y del
aceptor de glucosa y los resultados se muestran en 1la
Tabla 11. 'Se observo que el UDP-Glc es el dador
especifico de glucosas al igual que en la preparacion
particulada (Lavintman y col. 1974).

En la seccion III.l.1. se considerd la probabi-
lidad de que la enzima fuera también especifica para el
aceptor endogeno (Tablas 6 y 7). La Tabla 11 muestra
claramente que la enzima que cataliza la Reaccion 1 es
especifica para el aceptor endogeno, ya que no es capaz
de transferir (14C)G1ucosa del UDP-(14C)Glc al poli-

sacarido agregado (no hay radioactividad en el precipi-

tado de metanol del sobrenadante de TCA). Ademas, el
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Fig. 14: Efecto del tiempo de incubacion _(_g)_dx de la concentracion de
vida

proteinas sobre  la acti de "UDP-GIc: proteina
transglucosilasa 1 (Pico 'I_l A: (-e-®-) 6 yg de proteinas,
(-a-a-) IZ pg de protetnas, (-0 -o-) 18 ug de proteinas.
B: Tiempo de incubacion, 10 minutos. Las demds condiciones
experimentales se detallan en la Seccion 11.3.3. de

Materiales y Metodos.
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agregado de glucdgeno no tiene ningun efecto sobre 1la
incorporacion de radioactividad a material precipitable
por TCA. De estos resultados se deduce que el Pico I solo
presenta actividad de la enzima que catalijza la Reaccion
1 y no tiene actividad de almidon sintetasa dependiente

de aceptor exdgeno.
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TABLA 11: Actividades de glucosiltransferasa en Pico I.

Radioactividad precipitable
Dador de glucosa por TCA por metanol
cpm cpm

Sin aceptor exdgeno:

uppP-(14c)Gic 4 pM 2.803 35
ADP-(14C)G1c 4 pM 50 30
(14c)61ucosa-1-pP 6 puM 65 29

Con aceptor exdgeno:

uDP-(14c)Gic 4 pM 3.062 42
ADP-(14C)G1c 4 puM 55 33
(14C)Glucosa-1-P 6 uM 60 40

La mezcla de reaccion (18 pg de proteinas de Pico I) fue
incubada con 1los dadores de glucosa que se indican
durante 60 minutos a 30°C. Como polisacdarido aceptor
exdgeno se agregd 200 pg de glucdgeno. E1 material ra-
dioa-tivo precipitable por TCA o por metanol luego de la
precipitacion con TCA fue medido como se describe en 1la
seccion I1.9.3.1. de Materiales y Métodos.
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ITT1.3.3. Presencia de componentes glucosilados en el Pic

1 no involucrados en la actividad aceptora de 1

enzima.

Algunos autores (Frederick, 1971; Kamogawa y
col., 1968) sugirieron que la sintesis de novo de uniones
glucosidicas se llevaba a cabo porque la enzima que cata-
lizaba dicha sintesis podria ser una glicoproteina, o
tener un componente glucosidico <contaminante como
aceptor. Para descartar tal posibilidad, se sometio el
Pico I de DEAE a <cromatografia en columna de Con-
canavalina A Sepharosa. La figura 15 muestra el perfil de
elucidon hallado. Se encontrd que en el buffer de lavado
se halla la actividad catalitica, 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 estdn presentes, su con-
figuracion estérica impide la union a la misma. Se anali-
zaron alicuotas de las fracciones unidas y no unidas
a la lectina (Fig. 15) mediante electroforesis en gel de
acrilamida (10%) en presencia de SDS y urea. En la frac-
cion que tiene afinidad por 1la lectina, se hallo una
banda mayoritaria PAS positiva (Fig. 15). Esta banda estd

ausente en los geles correspondientes a la fraccidn que
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Fig. 15: Cromatografia de afinidad en columna de Concanavalina A

Sepharosa. Se midio Jla actividad de UDP-Glec: proteina
transglucosilasa 1 en alicuotas de 150 ul. Las demds con-
diciones experimentales se indican en 1la Seccion II.3.3.
Fracciones 1-10: lavado de la columna con buffer A. Frac-
ciones 11-20: eluidas por el agregado de 0,2 M & -metil-D--
glucdsido. Las fracciones indicadas por 1las barras fueron
analizadas por electroforesis en gel de 10% de acrilamida en

~condiciones desnaturalizantes y se muestran en el inserto

superior. A: Fracciones no unidas; B: Fracciones unidas a la

columna. Luego de la electroforesis, 1os geles fueron tefidos
con Coomasie brilliant blue.

(® Banda PAS positiva.
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no se une a la Con A-Sepharosa (y que tiene actividad
enzimatica); por consiguiente, la banda PAS positiva no
estd relacionada con la actividad de UDP-Glc: proteina
transglucosilasa I.

IIT.3.4. Determinacion del radio de Stokes (a) por

filtracidn en Sephacryl $-300.

La figura 16 muestra el perfil de elucidon del
Pico I, cromatografiado en wuna columna de Sephacryl
$-300. La actividad de UDP-Glc: proteina transglucosilasa
I eluyd como un unico pico con una constante Ky = 0,24
correspondiente a un radio de Stokes de 6,1. Las flechas
indican la posicion de los picos de elucion de las pro-
teinas marcadoras. En el pico con actividad catalitica,

cocromatografian la enzima y el aceptor enddgeno.

IIT.3.5. Determinacion del coeficiente de sedimentacidn

(520,w) por ultracentrifugacidn en gradiente de

sacarosa.

Los estudios realizados hasta ahora (cromatogra-
fia en DEAE-celulosa, cromatografia de afinidad en Con A-
Sepharosa y filtracion en gel de Sephacryl S-300)
mostraron que la actividad de la enzima que cataliza la
Reaccion 1 no se separa del aceptor enddgeno. Con el
objeto de estudiar: a) la posibilidad de separar el acep-

tor enddogeno de UDP-Glc: proteina transglucosilasa I, y
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Fig. 16: Filtracidn en gel de Sephacryl $-300. El Pico I (0,5 mg de

proteinas) se sometio a cromatografia en columna de Sephacryl
§-3J0 como se describe en Materiales y Metodos. Se midid la
actividad de UDP-Glc: proteina transglucosilasa I en una
alicuota de 200 ul .de cada fraccion. Las flechas indican las
posiciones en que eluyen cada uno de los elementos marcadores
usados: azul dextrano (BD); B-galactosidasa (4), catalasa
(3), fosfatasa (2) y citocromo C (1).
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b) determinar si existe alguna relacion entre el producto
de la Reaccidon 1, la enzima y el aceptor, se sometieron
el Pico I y la mezcla de reaccion luego de incubar el
Pico I con UDP-(14C)G]c 4 MM a ultracentrifugacidn en
gradiente de sacarosa.

La figura 17 muestra el perfil de sedimentacion
de la actividad de UDP-Glc: proteina transglucosilasa I y
el perfil de radioactividad correspondiente al producto
de la Reaccion 1. En la misma figura se incluyen las cur-
vas de calibracion obtenidas con marcadores de coefi-
ciente de sedimentacidn conocidos. Por interpolacidn en
dicha curva de calibracion se obtuvo un coeficiente de
sedimentacidén szgp y = 10,3 S para la enzima que cataliza
la Reaccion 1.

Por otro lado, el producto radioactivo de 1la
reaccion 1 sedimenta en una zona del gradiente correspon-
diente a s2p,w = 8.6 a 8.8 S5S. En este gradiente no se
hallo actividad de UDP-Glc: proteina transglucosilasa I.
Con el fin de analizar el perfil de proteinas 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 1los
resultados se muestran en la figura 18. E1 perfil de pro-
teinas que se obtuvo cuando se sometio la zona de 10.3 S

del gradiente de sacarosa a electroforesis en las mismas
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Fig. 17: Ultracentrifugacion en gradientes de 5-20% de sacarosa. EI
— Pico I, 200 pg de protéinas, y el producto 'de Ta Reaccion 1
(2.000 cpm, mezcla de reaccion, luego de incubar 200 ug de
proteinas del Pico I con UDP-(14C)G]C 4 puM) fueron sometidos
a ultracentrifugacion en sendos gradientes de sacarosa. En
cada una de las fracciones de los respectivos gradientes se
midig la actividad de UDP-Glc: proteina transglucosilasa I
](-o-o-) o la radioactividad en el material precipitable por
CA 10% (producto de la Reaccion 1) (-0-0-). Las proteinas
marcadoras son: 1, citocromo c¢; 2, fosfatasa alcalina; 3,
lactato deshidrogenasa y 4, catalasa. Las demds condiciones

se describen en la Seccion I1I.8. de Materiales y Metodos.
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condiciones se ilustra en la figura 18B. Se observan 4
bandas correspondientes a polipéptidos con pesos molecu-
lares de: 96.000, 66.000, 58.000 y 38.000 dalton. Este
Ultimo polipéptido no forma parte de la proteina nativa
con actividad de UDP-Glc: proteina transglucosilasa I,
como se vio en la figura 15 de la seccidon 1I1I1.3.3. (banda
PAS positiva). Ademds, cuando se sometic la fraccidn que
no tiene afinidad por la Con A-Sepharosa (ver Fig. 15) a
ultracentrifugacidon, se encontrd que 1la actividad de
UDP-Glc: proteina transglucosilasa I sedimenta en 1la
misma zona del gradiente de sacarosa (10,3 S) y presenta
3 bandas mayoritarias de 96.000, 66.000 y 58.000 dalton
en gel de acrilamida. El1 perfil de proteinas que se
obtiene cuando se somete la zona de 8,6-8,8 S del gra-
diente de sacarosa a electroforesis en gel de acrilamida
(12,5%) se ilustra en la figura 18C. Se observan 3 bandas
mayoritarias correspondientes a polipéptidos de 66.000,
58.000 y 38.000 dalton. La autorradiografia del gel
mostro una banda de radioactividad de 38.000 dalton (Fig.
18D).

Los resultados expuestos en &este apartado
muestran que:
a) el aceptor endogeno no se separa de la enzima que

cataliza la Reaccion 1 por ultrafiltracion en gradiente
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Fig. 18: Electroforesis en gel de 12,5% de acrilamida en condiciones

A: Pico I (100 ug de proteinas), B:

: perfil de proteinas; D: fluorografia.

zona de 10,3 S del gra-
diente de sacarosa con actividad de UDP-Glc: proteina
transglucosilasa I, C y D: zona de 8,6-8,8 S del gradiente de
sacarosa correspondiente al producto radioactivo de la Reac-
cion 1. Los demds detalles experimentales se describen en

Materiales y Métodos (Seccion 11.7.1.2.).

disociantes. A, By
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de sacarosa;

b) se hallan polipéptidos comunes a la zona del gradiente
correspondiente a la actividad enzimatica y a la del
producto. Por otro lado, la banda de 38.000 estd rela-
cionada con el producto de la Reaccion 1.

ITT.3.6. Cdalculo del peso molecular.

Conociendo el valor del radio de Stokes y el
coeficiente de sedimentacion de la proteina enzimatica,
es posible estimar el peso molecular de €sta. E1 valor
hallado <calculado como se describid en Materiales y
Métodos fue de 300.000 dalton. Ademds, se calculd un
coeficiente -friccional (f/fo) de 1,4 basdndose en las
formulas expuestas en la seccidn II.6.1.3. de Materiales
y Métodos. En la Tabla 12 se resumen 1los parametros

hidrodindmicos de la enzima y peso molecular calculado.
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TABLA 12: Propiedades fisicas de UDP-Glc: proteina

transglucosilasa 1I.

Propiedades fisicas

Coeficiente de sedimentacion

S20,w (S) 10,3
Radio de Stokes, a (nm) 6,1
Volumen parcial especffico,{; N.D. 3
(ml1/g)

Peso molecular, PM (dalton) 300 x 103
Coeficiente friccional, f/f, 1,4

a: N.D., no determinado. Se considero un valor dev: 0,74
mi/g para calcular el peso molecular.
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II1.4. Andlisis de las enzimas presentes en los picos Ila

y Ilb.

La cromatografia en DEAE-celulosa de la fraccion
solubilizada (Seccidon III.2.) mostrd la existencia de mds
de una forma molecular de sintetasa y de fosforilasa
medidas en presencia de aceptor exdgeno. Este hecho
sugeria la posibilidad de que alguna de las formas de
esas enzimas fueron capaces de utilizar como aceptor el
producto de la Reaccion 1 y catalizar la formacion del
A -1,4 glucano unido a proteina. Se estudiaron, entonces,
las propiedades de las enzimas presentes en los picos Ila
y IIb (almidon sintetasas y fosforilasas) para investigar
posteriormente si alguna de las enzimas presentes en el
Pico Ila o en Pico IIb tiene especificidad por el pro-
ducto de la Reaccidn 1.

I111.4.1. Fosforilasa: propiedades cinéticas.

La dependencia con el tiempo de incubacion de la
reaccion catalizada por fosforilasa presente en los picos
Ila y IIb se ilustra en la figura 19. La reaccion de fos-
forilasa del Pico Ila, medida en ausencia de aceptor
exdgeno, presenta un periodo de Tlatencia inicial (Fig.
19A). Dicho periodo podria corresponder al tiempo nece-
sario para que se forme un aceptor mds eficiente para que

la reaccion tenga lugar. Este resultado estda de acuerdo
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Fig. 19: Curva de tiempo de fosforilasa dependiente (-e-e-) e indepen-

diente (-0-0-] de aceptor exogeno.

cion contiene 4 ug de proteinas del Pico Ila. B: La mezcla de
incubacion contiene 6 ug de proteinas del Pico Ilb. Se uti-
1izo amilopectina (75 ug) como aceptor exdgeno. A los tiempos
indicados se mide la radioactividad incorporada al precipi-
tado de TCA 10% (-o0-0-) o al precipitado de metanol

K: [a mezcla de

como se describe en Materiales y Metodos.
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con el encontrado por Sivak y col. (1980) para la fos-
forilasa independiente de aceptor exdgeno de la fraccion
soluble de 140.000 x g de tubérculo de papa. En cambio,
la actividad de fosforilasa dependiente de aceptor
exdgeno, presente en el Pico Ila (Fig. 19A) o en el Pico
IIb (Fig. 198), muestra una relacidon lineal con el tiempo
de reacciadn.

IIT.4.2. Almiddn sintetasa: propiedades cinéticas.

Cuando se estudio la dependencia con el tiempo
de 1incubacion de 1la reaccion catalizada por UDP-Glc
almidon sintetasa medida en presencia de aceptor exdgeno
para la enzima presente en el Pico Ila (Fig. 20A), se
observdo una relacion lineal de la radioactividad incor-
porada a material fnsoluble en metanol-KC1 hasta aproxi-
madamente 45 minutos de incubacidon. La figura 20B muestra
la dependencia con la cantidad de protetnas para la UDP-
Glc almidon sintetasa presente en el Pico Ila. La radio-
actividad incorporada muestra una relacion lineal hasta
los 4,8 P9 de protefinas.

La dependencia con el tiempo de la reaccion
catalizadas por UDP-Glc o ADP-Glc almidon sintetasa pre-
sentes en el Pico IIb se muestra en la figura 21 .. Se
observa que la incorporacion de radioactividad es prdcti-

camente lineal hasta aproximadamente 20 minutos.
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Fig. 20: Actividad de UDP-Glc: almidon sintetasa (Pico Ilag en funcidn

' del tiempo de reaccion (A

y de Ta concentracion de proteinas

(B).” En (A) Ta mezcla de incubacion contiene 5 ug de pro-

tefnas. En (B) el tiempo de incubacidon fue de 30 minutos. Las
demds condiciones experimentales se detallan en Materiales y

Métodos.
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Fig. 21: Actividad de UDP-Glc almiddn sintetasa (-0-0-) xt ADP-Glc
almidon sintetasa (-e-e-] (Pico TIb] en funcion del tiempo de

reaccion, la mezcla de incubacion con_tiene 5 ug de protefnas.
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[I1.4.3. Actividad de fosforilasa en geles de poliacrila-

mida en condiciones nativas.

Con el objeto de investigar la presencia de
distintas formas de fosforilasa en los picos Ila 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
exogeno. Los zimogramas correspondientes al Pico Ila
muestran una sola banda de actividad tanto cuando se
ensaya en ausencia (Fig. 22A) como en presencia de acep-
tor exdgeno (Fig. 22B). En cambio el Pico IIb mostrd 2
bandas en presencia de aceptor exdgeno, una de ellas con
movilidad similar a la hallada en el Pico Ila y otra
banda de menor movilidad electroforética (Fig. 22D). No
se encontrd actividad de fosforilasa en ausencia de acep-
tor exdgeno en el Pico IIb (Fig. 22C).

II1.4.4, Determinacion del peso molecular de la subunidad

de fosforilasa.

Con el fin de analizar la composicion en subuni-
dades -de la banda de menor movilidad electroforética
(Fig. 22D) y la de mayor movilidad (Fig. 22B y 22A), se
cortaron las zonas del gel correspondiente a dichas acti-

vidades y se eluyd 1la proteina como se indica en
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Fig. 22: Electroforesis en g_eLl 7% de acrilamida en condiciones no
desnaturalizantes. as muestras conteniendo 60 ug de pro-
teinas del Pico Ila (geles Ay B) y 40 ug de proteinas del
Pico IIb (geles C y D? se sometieron a electroforesis, como
se indica en Materiales y Métodos. Se localizd actividad de
fosforilasa dependiente de aceptor (B y D) e independiente de
aceptor (AyC).
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Materiales y Métodos. Después de este tratamiento, la
proteina eluida fue sometida a electroforesis en gel de
acrilamida (10%) en presencia de SDS y urea.

Se encontrd que las actividades de fosforilasa
tenian una banda comun correspondiente a un polipéptido
de peso molecular 96.000 dalton (Fig. 23). Un resultado
similar fue encontrado por Sivak y col. (1981) para 1la
fosforilasa independiente de aceptor exogeno de la frac-
cidn soluble de 140.000 x g de tubérculo de papa.

IIT.4.5. Ultracentrifugacion en gradiente de sacarosa de

los picos Ila y IIb,

Para ver si se pueden separar las actividades de
fosforilasa presentes en el Pico Ila, se sometid esta
fraccion enzimatica a ultracentrifugacion en gradiente de
sacarosa. Los perfiles de sedimentacion hallados se
ilustran en la figura 24. En la misma figura se incluye
la curva de calibracidn obtenida con marcadores de coefi-
ciente de sedimentacion conocidos. Se obtuvo un coefi-
ciente de sedimentacion de 8,2-8,4 S para ambas
actividades de fosforilasa. Esta constante de sedimen-
tacion corresponde a un peso molecular de aproximadamente
190.000 para proteinas globulares. Las fosforilasas pre-
sentes en el pico Ila y en el IIb serian entonces dimeros

formados por dos subunidades de 96.000 dalton. Aunque las
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Fig. 23: Electroforesis en gel de 10% de acrilamida en presencia de
SDS y urea. Fosforilasa eluida del gel (A} {Fig. 22) y fos-
forilasa de menor movilidad eluida del gel D (Fig. 22) fueron
sometidas a electroforesis. E1 peso molecular de la subunidad

de fosforilasa fue estimado de la curva de calibracion que se
obtuvo como se describe en Materiales y Metodos. La flecha

indica la migracion de las subunidades.
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Fig. 24: Ultracentrifugacion en gradiente lineal de sacarosa. La
muestra que contiene 80 ug de proteina del Pico Ila se some-
tid a ultracentrifugacion en gradientes lineales de 5-10% de
sacarosa, como se describe en Materiales y Metodos (Seccion
I1.8.). Se midid la actividad en alicuotas de 20 ul de cada
fraccion. Los tiempos de incubacion fueron de 90 minutos. Se
insertan las curvas de calibracion obtenidas representando la
migracion de los marcadores en funcion de sus coeficientes de
sedimentacion conocidos.
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fosforilasas presentes en el Pico Ila no se pueden
diferenciar por movilidad electroforética (Fig. 22A y B)
o por gradiente de sacarosa presentan cada una de ellas
propiedades cinéticas bien definidas (Fig. 19).

Como se mostrd en la seccion III.2., las activi-
dades de almidon sintetasas cocromatografiaban con 1las
actividades de fosforilasa, y en consecuencia tambiéen
estdn presentes en los picos Ila y IIb. Por tal motivo sé
midieron dichas actividades en los gradientes de
sacarosa. Se encontrd que las actividades de almidon 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 1las

fosforilasas.

II1.5. Reconstitucidn del sistema original de sintesis

del ol-1,4 glucano unido a proteina.

IIT.5.1. Experimentos de reconstitucidn.

En la seccion I111.2. se indicdo que las enzimas
que utilizan el producto de la Reaccion 1 como aceptor se
separaron de la enzima que cataliza la Reaccion 1
mediante cromatografia en DEAE-celulosa. Por esta razon,
la actividad de las enzimas que catalizan la Reaccion 2,

en ausencia de polisacdarido exdgeno, no se pueden medir



-123-

por falta del aceptor glucosilado sintetizado por 1la
UDP-Glc: proteina transglucosilasa I (aceptor endogeno).
Con el objeto de: a) ver si se podia reconsti-
tuir el sistema original de sintesis del o -1,4 glucano
unido a proteina y b) analizar si alguna de las enzimas
alargadoras que catalizan 1la sintesis de uniones glu-
costdicas c£-1,4, con polisacdaridos exogenos como acep-
tor, puede utilizar el producto de la Reaccion 1 como
aceptor, se llevaron a cabo experimentos de reconstitu-
cidn en dos etapas con las enzimas presentes en los picos
I, Ila y IIb. En la primera etapa de la incubacidn, se
formo el producto de la Reaccion 1. Para ello se incubd
UDP-Glc: proteina transglucosilasa I (Pico I) con
ubp-(l4c)erc 4 MM como se describid en Materiales y
Métodos. Luego de 30 minutos de incubacidon (segunda
etapa), se agregaron Pico IIa o Pico IIb como fuente de
enzima, con 1los dadores de glucosa correspondientes a
fosforilasa o almidon sintetasa en concentracidn milimo-
lar, como se describe en la seccion II1.3.5. de Materiales
y Métodos. kn el experimento en el cual se agregdo en la
segunda etapa de la incubacion, el Pico Ila y UDP-Glc 2
mM (Tabla 13), se hallg un incremento de 50 veces en la
incorporacidon de radioactividad con respecto a la obte-

nida durante la primera etapa de la incubacion. E1 agre-
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TABLA 13: Reconstitucidn del sistema de sintesis del

ol -1,4 glucano unido a proteina.

Agregados durante la segunda etapa Radioactividad
precipitable
Fraccion Dador de por TCA
enzimdtica glucosa (cpm)
6.460

(13,3 pmol)

----- UDP-Glc 2 mM 6.431
Pico Ila = ecce-- 6.510
Pico Ila UDP-Glc 2 mM 9.332

(740 pmol)
Pico Ila UDP-Glc 2 mM 1252
Pico Ila =----- 1402

Se realizo una incubacion en dos etapas. Durante la pri-
mera etapa se incubo el Pico I (20 ug de proteina) con
UDP-(14C)Glc 4 uM durante 30 min a 30°C. En la segunda
etapa se reincuﬁd durante 5 horas a 30°C con los agrega-
dos que se indican. Se detuvo 1la reaccion como se
describe en Materiales y Métodos.

2 Se omitid durante la primera incubacion Pico I.



gado de UDP-Glc 2 mM o el Pico Ila por separado no tuvo
ningun efecto. Un experimento similar, realizado con el
agregado de Pico IIb en la segunda etapa, no logro aumen-
tar la radioactividad incorporada en el precipitado de
TCA respecto de la obtenida durante la primera etapa de
la incubacion.

Otro experimento para formar el producto de lg
reaccion completa se realizd agregando en la segunda
etapa de la incubacion ADP-Glc. En la primera etapa de la
incubacion se formo el producto de 1la Reaccion 1, al
igual que en el experimento anterior. En la segunda etapa
de la incubacidon se agrego 3 mM de ADP-Glc y el Pico Ila
o el Pico IIb. Se encontrd que solamente el agregado de 3
mM ADP-Glc junto con el Pico Ila (Tabla 14) producian un
incremento en la radioactividad incorporada con respecto
a la obtenida durante la primera etapa de la incubacidn.

Posteriormente, se estudid 1la posibilidad de
formacion del producto de la reaccion completa a partir
de Glucosa-1-P en la segunda etapa de la incubacion y
Pico Ila o Pico IIb. Se encontrd que el agregado de
Glucosa-1-P 4 mM y Pico Ila en la segunda etapa de 1la
incubacidn, en presencia del Pico I en la primera etapa,
producian un gran incremento en la radioactividad incor-

porada con respecto a la primera etapa de la incubacion
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TABLA 14: Reconstitucidon del sistema de sintesis del

A -1,4 glucano unido a protefina.

Agregados durante la segunda etapa Radioactividad
precipitable
Fraccion Dador de por TCA
enzimdtica glucosa (cpm)
------------ 2.201
------ ADP-Glc 3 mM 2.250
Pico Ila = ecc-cco- 2.190
Pico Ila ADP-Glc 3 mM 3.259
Pico Ila ADP-Glc 3 mM 1654
Pico Ila = ~=ec--- 1302

La mezcla de reaccion que contiene 20 ug de prote{qas de
Pico I se incubd, en la primera etapa, con UDP-(1%C)Glc
4 uM durante 30 minutos a 30°C. Durante la segunda etapa
se reincubo durante 5 horas a 30°C con los agregados que
se indican. Se detuvo la reaccion como se describe en
Materiales y Métodos.

@ Se omitio durante la primera etapa de la incubacidn el
Pico I.
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(Tabla 15). Se incluyeron controles en los que se omitid
el Pico I o el é€ster fosfdarico. Se encontrd que cuando se
omite el Pico I, el Pico Ila incorpora (14C)Glc a partir
de UDP—(14C)Glc 4’FM; dicha incorporacion fue dependiente
de la presencia del é€ster fosforico en la mezcla de reac-
cion (Tabla 15), condiciones bajo las cuales se forma el
oL-g]ucano producto de 1la fosforilasa independiente de
aceptor que, a su vez, puede servir como aceptor para las
sintetasas presentes en esta fraccion. E1 Pico IIb, en la
segqunda etapa, no logrd aumentar la radioactividad incor-
porada en el precipitado de TCA respecto de la obtenida
durante la primera etapa.

II1.5.2. Andlisis de los productos sintetizados en 1los

experimentos de reconstitucidn del sistema ori-

ginal por geles de poliacrilamida en condiciones

disociantes.

Con el fin de analizar 1los productos sin-
tetizados durante la reconstitucion del sistema de sinte-
sis del Ci-1,4 glucano unido a proteina, los productos
radioactivos de 1los experimentos en dos etapas (ver
II1.5.1.) se sometieron a electroforesis en gel de
poliacrilamida en presencia de SDS y urea. La figura 258B
muestra la fluorografia <correspondiente al sistema

reconstituido en el cual se agrego UDP-Glc como dador de
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TABLA 15: Reconstitucidn del sistema de sintesis del

& -1,4 glucano unido a protefna.

Agregados durante la segunda etapa Radioactividad
; precipitable
Fraccion Dador de por TCA
enzimdtica glucosa (cpm)
------------ 2.129
------ Glucosa-1-P 4 mM 2.030
Pico Ila = =-ec--- 2.051
Pico I1la  ===--- 574
Pico Ila Glucosa-1-P 4 mM 4.1109
Pico Ila Glucosa-1-P 4 mM 16.874

Se realizd una incubacion en dos etapas: la primera etapa
como se describid en la Tabla 13. En la segunda etapa se
reincubd durante 5 horas a 30°C en presencia de buffer

Mes 100 mM pH 5,7 con los agregados que se indican. Se
midid la radioactividad incorporada al precipitado de TCA

(ver Materiales y Métodos).
4 Se omitid durante la primera etapa el Pico I.



94 P -

™

i

o

™ 43

=

<C N

-
— o
] .
o

=

- 20,

m e &

L 3

a B

A B

Fig. 25: Fluorografia luego de electroforesis en gel de 12,5% de acri-
Tamida en condiciones desnaturalizantes. TLas muestras que
contienen (A) el producto radioactivo de la Reaccion 1 obte-
nido con el sistema reconstituido (Tabla 13; 20 ug de pro-
teinas, 13,3 pmoles de glucosa radioactiva incorporada al
material precipitable por TCA 10%) y (B) producto radioactivo
obtenido con el sistema reconstituido (70 ug de proteinas,
740 pmoles incorporados al material precipitable por TCA;

Tabla 13).




glucosa durante la segunda etapa de la incubacidon (ver
Tabla 13). Se observan, ademds de la banda de 38.000
dalton correspondiente al producto de la Reaccion 1, dos
bandas de mayor peso molecular.

La figura 26B muestra la autorradiografia co-
rrespondiente al producto sintetizado en los experimentos
en dos etapas (ver Tabla 14) en presencia de Pico Ila y
ADP-Glc 3 mM en la segunda etapa de la incubacion. Se
observan 3 bandas cuyas movilidades son similares a las
de las bandas de la figura 25B.Los pesos moleculares apa-
rentes de las bandas de mayor peso molecular de las figu-
ras 258 y 26B determinados a 12.5% de acrilamida fueron
42,000 y 50.000 dalton aproximadamente.

La figura 27 muestra la autorradiografia obteni-
da luego de someter los productos radioactivos de 1la
Tabla 17 a electroforesis en gel de 10% de acrilamida. Se
encontrd para el producto sintetizado en presencia de
Pico Ila y Glucosa-1-P 4 mM en la segunda etapa, ademds
de la banda correspondiente al producto de la Reaccion 1,
una banda ancha de peso molecular apar;nte de 70.000
dalton (Fig. 278). E1 mismo producto sometido-a electro-
foresis en gel de 12,5% de acrilamida mostro una banda

ancha de peso molecular aparente de 50.000 dalton, ademds

de la banda de 38.000 dalton.
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Fig. 26: Fluorografia luego de electroforesis en gel de 12,5%’de acri-
Tamida en condiciones desnaturalizanfes. (A) producto de Ta
Reaccion 1 (Tabla 14; 20 ug de proteinas, 2.200 cpm); (B)
producto radioactivo obtenido con el sistema reconstituido
(Tabla 14; 70 ug de proteinas, 3.200 cpm incorporadas al
precipitado de TCA).
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Fig. 27: Fluorografia luego de electroforesis en gel de 10% de acrila-
mida en condiciones desnaturalizantes. A) producto de 1a
Reaccion 1 (20 ug de proteinas, 2.100 cpm); (B) producto
radioactivo obtenido con el sistema reconstituido (Tabla 15;
70 ug de proteinas, 16.000 cpm) en el cual se ensayd activi-.
dad de fosforilasa en presencia del producto de la Reaccion 1
formado en la primera etapa de la incubacion. '
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En 1a seccidn III.1.3.1. se habia mostrado que
el peso molecular de la banda radioactiva de 38.000 es
independiente de la concentracion de acrilamida usada. No
ocurre 1o mismo con las bandas radioactivas de menor
movilidad, cuyos pesos moleculares aparentes son depen-
dientes de la concentracidn de acrilamida (Fig, 25, 26, y
27). Se encuentra que el peso molecular de las bandas
disminuye con el aumento de la concentracion de acrilami-
da. Este comportamiento fue descripto por Segrest y col.
(1971) para glicoproteinas conteniendo un alto porcentaje
de hidratos de carbono. E1 grado de sobreestimacion del
peso molecular de la glicoproteina varia con el tamafo
del poro del gel y al aumentar la concentracion de acri-
lamida el peso molecular aparente se acerca asintdtica-
mente al real (Segrest y col., 1971). Por esta razdn, 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 glicoproteina sintetizada en los
ensayos de reconstruccion confienen un alto porcentaje de
hidratos d=2 carbono.

Otro experimento que confirma que las enzimas
presentes en el Pico IIa utilizan como aceptor el pro-
ducto glucosilado sintgtizado en la Reaccion 1, fue el

siguiente: el producto radioactivo sintetizado en presen-
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cia del Pico I ‘en la primera etapa de la incubacidn y
Pico Ila y Glucosa-1-P en la segunda etapa de la incuba-
cion, como se describe en la Tabla 15, se sometic a
electroforesis en gel de 10% de acrilamida en condiciones
disociantes. Se cortd la zona del gel correspondiente a
la glucoproteina sintetizada, ubicada por la aparicion de
una zona azul con el reactivo de iodo en wuna muestra
corrida en paralelo y se eluyd, como se indica en la sec-
cion 11.7.1.5. de Materiales y Métodos. Se eliminaron del
producto radioactivo las cadenas glucosidicas of-1,4 sin-
tetizadas en la segunda etapa por tratamiento con B-ami-
lasa y se lo sometid luego a electroforesis en gel de 10%
de acrilamida en condiciones disociantes. La fluorografia
del gel mostrd una banda cuyo peso molecular fue de
aproximadamente 38.000 dalton (Fig. 28), indicando 1la
utilizacion del producto de la Reaccion 1 por fosforilasa

y almidén sintetasa presentes en el Pico Ila.



Fig. 28: Fluorografia luego de electroforesis en gel de 10% de acrila-
mida en condiciones disociantes.
Banda “radioactiva de 70,000 dalton eluida del ge] y sometida
a B-amilolisis. La electroforesis se desarrollo como se
indica en la Seccion I11.7.1.2. Piaca scbreexPuesta.
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ITI.6. Determinacion de la unidén Q0-glicosidica.

Como se vido en la seccion III.1.3., la labilidad
al dlcali bajo condiciones reductoras del producto de la
Reaccidén 1 indicaba que se estaba ante un tipo de union
O-glicosidica entre 1la proteina y la glucosa. Sin
embargo, es necesario el aislamiento de un glucopéptido
pequeio o del glucosil-aminodcido para la identificacion
inequivoca del tipo de union. Para ello, el producto
radioactivo obtenido con Pico I, segun se describiera en
IT.4.1., de Materiales y Métodos, fue sometido a pro-
tedlisis exhaustiva de acuerdo con el procedimiento
expuesto en la seccion correspondiente. E1 proteolizado
fue sometido a cromatografia en columna de Sephadex G-15,
en donde se obtiene un pico de radioactividad que se
incluye. Las fracciones radioactivas de 1la columna se
reunieron y se concentraron bajo Np. Posteriormente se
sometieron a electroforesis en papel empleando dcido
formico 5%. La mayor parte de lg radioactividad se
encontrd en un pico ancho que migro hacia el cdtodo.
Resultados similéres se obtuvieron cuando se sometio el
producto de la Reaccion 1 de la fraccion solubilizada a
protedlisis (Tabla 8) y posterior electroforesis en papel

(Fige 10). Esta electroforesis elimina wuna cantidad
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sustancial de péptidos no radioactivos. Se eluyd 1la
radioactividad del papel, se <concentrd el material
radioactivo y se trato con dlcali en presencia de
B(3H)4Na y C1,Pd, como se describié en la seccion II.5.2.
de Materiales y Métodos.

La electroforesis en dcido formico 5% del mate-
rial sometido a la reaccion de B-eliminacion mostrd va-
rios picos de radioactividad (Fig. 29). Dos picos de
radioactividad (3 y 4) coincidieron con la movilidad de
los aminodcidos ol -aminobutirico y alanina respectiva-
mente. Dichos aminodcidos son los que se forman por re-
duccion del dcido 2-aminopropenoico y 2-aminobutenoico a
partir de los residuos de serina y treonina involucrados
en la union glicopeptidica. Mientras que el dcido
2-aminopropenoico se reduce cuantitativamente para dar
alanina, no ocurre lo mismo con el 2-aminobutenoico. Para
que ocurra una reduccion cuantitativa del ultimo compues-
to citado, la reaccion de B-eliminacion debe desarrollar-
se en presencia de CloPd-HCl1. Durante este paso, se libe-
ra el hidrdgeno y el palacio coloidal, los cuales parecen
ser requeridos para la reduccion catalitica del aminodci-
do no saturado (Dows y col., 1973). E1 Pico I de 1la
figura 29, corrido en acetato de piridina pH 6.5 presento

compuestos con movilidad similar a 1la de 1los dcidos
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Fig. 29: Electroforesis en pap

Distancia (cm)

apel de productos obtenidos por trata-

miento de B-eliminacion. EI desarrollo electroforetico se

‘efectud durante 5 horas a 1.000 V en dcido formico 5% pH 2,5.
Las demds condiciones de la electroforesis se indican en la

Seccion I1.7.2.




sacarinicos. Dicho resultado era bastante predecible, ya
que para poder identificar las pequeias cantidades de
aminodcidos tritiados formados durante el tratamiento de
B-eliminacidon, se wutilizd un B(3H)4Na de muy alta
radioactividad especifica. Estas condiciones de fuerte
alcalinidad y baja concentracion de agente reductor
favorecen la formacion de productos de degradacion alca-
lina como gliceraldehido y derivados carboxilicos conoci-
dos como dcidos sacarinicos, al no alcanzar el agente
reductor para estabilizar la conversion del grupo reduc-
tor del azuicar en 1la funcidon alcohol (Sharon, 1975).
Parte de 1la radioactividad presente en el pico 2 fue
identificada como sorbitol mediante electroforesis en
molibdato de Na pH 5, siendo muy probablemente 1los
restantes picos de radioactividad productos de hidrolisis
alcalina.

Para confirmar la identidad de 1los aminodcidos
tritiados, se eluyd del electroforetograma (Fig. 29) 1la
zona correspondiente a los aminodcidos alanina Yy
o -aminobutirico y se sometieron a cromatografia en capa
delgada. La figura 30 muestra el perfil de radioactividad
obtenido luego de cromatografiar los picos 3 y 4 de 1la
figura 29 en capa delgada. Se hallaron picos de radioac-

tividad coincidentes con la movilidad de alanina (pico 4)
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Distribucidn de radioactividad luego de cromatografia en capa
delgada de 10s picos 3 y 4 de Ta Figura 29. En (K) croma-
tografia en solvente D de los ficos 3 y 4 eluidos del papel
(Fig. 29). (B) cromatografia del pico 4 (eluido luego de cro-
matograffa en capa delgada, Fig. 30A) en solvente C. (C) cro-
matografia del pico 3 (eluido luego de cromatografia en capa
delgada, Fig. 30A) en solvente C.
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y de ol -aminobutirico (pico 3). Ambos picos de radioac-
tividad fueron eluidos por separado, vueltos a croma-
tografiar en el mismo sistema. Este procedimiento se
repitio varias veces. En la figura 30B y C se muestran
los perfiles de radioactividad hallados en cada caso. La
figura 30B muestra 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 -aminobutirico.

E1 pico 4 de la figura 30B se eluyd y se sometio
a cromatografia bidimensional en placa delgada; no se
sometio el pico 3 de la figura 30C a cromatografia bidi-
mensional en placa delgada debido a la baja recuperacion
del pico 3. En la figura 31 se muestra la autorra-
diografia luego de 1la cromatografia bidimensional en
placa delgada. Se hallo un solo componente radioactivo

coincidente con la movilidad de alanina.
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S=~e=Ala

KOOV K

Fig. 31: Autorradiografia luego de -cromatografia bidimensional del
pico 4 eluido Tuego de la cromatogratia en capa delgada, Fig.

308.
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IV. DISCUSION Y CONCLUSIONES

Los resultados descriptos en esta tesis indican
que una fraccion solubilizada de membranas de tubérculo
de papa es capaz de sintetizar in vitro una glucoproteina
que podria funcionar in vivo como intermediaria en 1la

sintesis de almidon.

IV.1. Solubilizacidn de la preparacidn de membranas.

Las glucosiltransferasas que catalizan la sintesis
del glucano en ausencia de aceptor exogeno fueron libera-
das de las membranas por aumento de la fuerza idnica del
medio, sin el uso de detergentes que las desorganizan
(Tabla 6). E1 alto contenido acuoso de los tub€rculos de
papa posibilitd la obtencion de la fraccion de membranas
sin el agregado de buffer hasta la etapa de resuspension
de las membranas. La liberacion de las actividades
enzimaticas de €stas fue posible mediante el aumento de
1a fuerza idnica del buffer de resuspension. Probable-
mente esas proteinas estdn asociadas a las proteinas o
17pidos de las membranas por interacciones débiles del
tipo no covalente y podrian considerarse operacionalmente
como proteinas extrinsecas o periféricas (Singer y
Nicolson, 1972; Singer, 1974). Entre €stas, se encuentra

la espectrina, que puede ser separada de los eritrocitos
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por agentes quelantes, y el citocromo C en las mito-
condrias (Silman y Karlin, 1967) que es fdcilmente

extraido por una solucidn salina concentrada.

IV.2. Caracterizacion de las glucosiltransferasas y de

los productos de reaccidn.

La fraccion solubilizada exhibe diferentes activi-
dades de glucosiltransferasa bajo condiciones experimen-
tales diferentes. A concentraciones micromolares de UDP-
Glc, la unica actividad enzimatica hallada es la UDP-Glc:
proteina transglucosilasa I. Dicha actividad cataliza la
transferencia de glucosa especificamente del UDP-Glc a
residuos de serina/treonina de una proteina aceptora
enddgena (Reaccion 1). A concentracion milimolar de
dadores de glucosa como UDP-Glc, ADP-Glc y Glucosa-1-P
glucosiltransferasas presentes en la preparacion catali-
zan la sintesis de uniones glucosidicas o -1,4 en una
estructura prdacticamente lineal semejante a la de ami-
losa, utilizando el producto de la Reaccion 1 como acep-
tor.

La cinética de la Reaccion 1 sugiere la existencia
de un numero reducido de moléculas de aceptor en la pre-
paracidn enzimdatica (Fig. 5A). Rodén y Schwartz (1975)

sostienen que cuando se mide actividad de glucosiltrans-
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ferasas de mamiferos que catalizan la transferencia de
azuicares a aceptores endogenos, el dador de azucar y 1los
aceptores en los ensayos enzimdaticos estdan usualmente en
baja concentracidon. A diferencia de 1o que ocurre en esos
tejidos, en los cuales ambos sustratos de la reaccion son
limitantes, en el sistema que se describe aqui, el
nucleotido dador de azucar en la Reaccion 1 estd en
exceso y la reaccion es lineal hasta 350 ug de proteinas
en 5 minutos de incubacion (Fig. 5B).

E1 producto radioactivo de la Reaccion 1, precipi-
table por TCA, es sensible a enzimas proteoliticas (Tabla
8). Después de protedlisis, el material radioactivo,
ahora soluble en TCA, mostrd un comportamiento anfotérico
cuando se sometido a electroforesis en papel (Fig. 10)
debido a que la glucosa radioactiva estd unida a un ami-
nodcido o a un péptido. Por otro lado, el producto
radioactivo de la Reaccion 1, sometido a electroforesis
en gel de poliacrilamida en presencia de SDS y 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 Reaccion 1. La glucoproteina sintetizada a
partir de UDP-(14C)G1c 4 uM es resistente al tratamiento

con of o B-amilasa, y libera glucosa por accion de



-146-

amiloglucosidasa (Tabla 8). Es sensible al tratamiento
alcalino bajo condiciones reductoras, que resulta en la
formacidon de sorbitol(14C) como unico azudcar-alcohol.
Este resultado indica que el producto de la Reaccion 1
tiene una sola glucosa unida a la proteina aceptora a
través de una union O-glicosidica (Tabla 8).

E1 tratamiento alcalino en presencia de B(3H4)Na
permitido la identificacion de serina y treonina como los
aminodcidos del aceptor endogeno de la Reaccidon 1 invo-
lucrados en la unidn glucosidica (Fig. 29 y 30). €Es
importante destacar que se describe aqui por primera vez
la union glicopeptidica glucosa-serina/treonina (unidn
0-glicosidica).

La cinética de incorporacion de glucosa, a partir
de los dadores de glucosa a concentracion milimolar (Fig.
7, 8 y 9) presenta un periodo de "lag" después del cual
la incorporacion de radioactividad fue prdcticamente
lineal. Cinéticas similares fueron observadas con fos-
forilasa, que presenta actividad en ausencia de aceptor
exdgeno (Kamogawa y col., 1968; Sivak y col., 1981). Este
periodo de "“lag" en la incorporacion de glucosa refle-
jaria el tiempo requerido por las transglucosilasas pre-
sentes en la preparacion, para alargar suficientemente la

cadena hidrocarbonada, unida a la proteina, que sirve asT¥
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de aceptor mds eficiente. E1l producto radioactivo que se
sintetiza bajo estas condiciones experimentales es sen-

sible al tratamiento con ol y B-amilasa (Tabla 8).

IV.3. Separacion de las glucosiltransferasas solubiliza-

das.

IV.3.1. UDP-proteina transglucosilasa I.

La cromatografia en DEAE-celulosa de la fraccion
solubilizada fue eficiente para separar la enzima que
cataliza la Reaccion 1 (UDP-Glc: proteina transglucosi-
lasa [) de 1las otras glucosiltransferasas presentes en
dicha fraccion (Fig. 12 y 13). Este hecho posibilita
realizar estudios de especificidad de aceptor de UDP-Glc:
proteina transglucosilasa I. Se encontrd que en la frac-
cidn solubilizada la incorporacion de radioactividad a
material precipitable por TCA a partir de UDP-(14C)Glc 4
UM (formacion de producto de la Reaccidn 1) no es afec-
tada por el agregado de glucogeno (Tablas 6 y 7) o amilo-
pectina (dato no mostrado) a la mezcla de incubacidn. En
la Tabla 13, se muestra claramente que la enzima que
cataliza la Reaccion ] obtenida por cromatografia en
DEAE-celulosa, ademds de tener especificidad de dador de
glucosa, es especifica para el aceptor endogeno, ya que

no es capaz de transferir (14C)glucosa del uDP-(l4C)G1c 4



-148-

pM al polisacarido agregado. En consecuencia, como 1los
aceptores exdgenos no afectan tampoco la incorporacion de
radioactividad al material precipitable por TCA, se puede
concluir que no compiten con el aceptor enddgeno presente
en la fraccion solubilizada (Tabla 13). E1 Pico I no pre-
senta actividad de almidon sintetasa dependiente de acep-
tor exdgeno, ya que no se halla radioactividad
precipitable por metanol en presencia de glucdogeno en la
mezcla de incubacidon (Tabla 13). Tampoco presenta activi-
dad de las enzimas que sintetizan el & 1,4 glucano unido
a proteina (Reaccidon 2), que requieren el producto de 1la
Reaccion 1 como aceptor.

E1l perfil de elucion 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 estdn presentes, su con-
figuracion esteérica impide la union a la misma. En 1la
fraccion que tiene afinidad por la lectina, se hallo una
banda mayoritaria PAS positiva que no estd relacionada
con la actividad de UDP-Glc: proteina transglucosilasa I
(Fig. 15B). Luego de <cromatografia en columna de

Sephacryl S-300, la actividad de la enzima eluye con un
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Kay = 0,24 correspondiente a un radio de Stokes de 6,1 nm
(Fig. 16). En gradiente de sacarosa (Fig. 17) se encontro
que la actividad enzimdatica sedimenta con un coeficiente
de s29,y = 10,3 S. Estos resultados indican que la enzima
que cataliza la Reaccion 1 no se separa del aceptor endo-
geno después de cada paso de purificacion empleado. Po-
drfa ocurrir que el aceptor y 1la enzima sean dos
proteinas diferentes que copurifican en cada uno de estos
pasos, o bien, que se tratara de una sola proteina con
actividad enzimatica y capacidad aceptora que se autoglu-
cosila. Cuando se analiza el producto radioactivo de 1la
Reaccion 1 nativo,por ultracentrifugacion en gradiente de
sacarosa, se halla un coeficiente de sedimentacion algo
menor que el correspondiente a la enzima (Fig. 17). E1l
producto radioactivo desnaturalizado presenta una banda
radioactiva de aproximadamente 38.000 dalton de peso mo-
lecular; que es el polipéptido que se glucosila y que
forma parte del producto de la Reaccion 1 (Fig. 18). No
se puede descartar un mecanismo de autoglucosilacion de
la misma proteina enzimdatica, la que una vez glucosilada
no presenta mds actividad de transferencia de glucosa. La
glucosilacion podria inducir algun cambio conformacional
o algun tipo de procesamiento que podria explicar 1la

disminucion encontrada en el coeficiente de sedimentacion



~-150-

del producto de 1la Reaccion 1 con respecto al de 1la
enzima que cataliza dicha reaccion.
Fredrick (1971), Kamogawa y «col. (1968)

y
sugirieron que la sintesis de novo de uniones glucosidi-

cas se llevaba a cabo porque la enzima que catalizaba
dicha sintesis podria ser una glicoproteina o tener un
componente glicosidico contaminante como aceptor. Los
resultados obtenidos por cromatografia en Con-A Sepharosa
(Fig. 15) y 1los andlisis por electroforesis en gel de
poliacrilamida del producto de la Reaccidén 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 hipodtesis.

IV.3.2. Andlisis de las enzimas presentes en los Picos
1la y IIb.

La cromatografia en <columna de DEAE-celulosa
mostrd la existencia de mas de una forma molecular de
sintetasa y fosforilasa dependientes de aceptor excdgeno
(Pico Ila y Pico Ilb; Figs. 12 y 13). La electroforesis
en gel de poliacrilamida en condiciones nativas (Fig. 22)
permitid visualizar mds de una forma molecular de fos-
forilasa, aunque por ultracentrifugacion en gradiente de

sacarosa no se hallaron diferencias entre fosforilasas o
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sintetasas de los picos Ila o IIb. A su vez, las activi-
dades de fosforilasa y sintetasa cosedimentan en el gra-
diente (Fig. 24). La conversion de ADP(UDP)-Glc a
Glucosa-1-P a través- de una pirofosforilasa (ver Seccidn
I.3. de Introduccidn) fue descartada, ya que por incuba-
cion de los picos Ila o IIb con UDP-(14C)Glc o
ADP-(14C)Glc no se encontrd formacidon del €ster fosforico

(dato no mostrado).

IV.4. Reconstitucidon del sistema.

Los trabajos pioneros de Leloir y col. (1961)
describen por primera vez la utilizacion de oligosacdri-
dos de cadenas cortas por almiddn sintetasas unidas al
grano, sugiriendo asi el rol predominante que podrian
cumplir estas enzimas en los primeros estadios de sinte-
sis del almidon. Posteriormente, algunos autores (Seccidn
1.3.3. de Introduccion) describieron la existencia de
muiltiples formas de almidon sintetasas solubles en hoja y
en tejido de reserva, algunas de ias cuales eran capaces
de catalizar la sintesis de bolisaciridos en ausencia de
aceptor exdogeno. En el sistema en estudio, las almiddn
sintetasas dependientes de aceptor exdgeno presentan
especificidad de sustrato similar a la de las almiddn

sintetasas unidas al grano, ya que tanto el ADP-Glc como
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el UDP-Glc pueden ser dadores de glucosa.

Mediante los experimentos descriptos en las tablas
15, 16 y 17, se logro reconstituir el sistema original de
sintesis del ol-1,4 glucano unido a proteina. Se encontrg
que el agregado del Pico Ila en la segunda etapa de 1la
incubacidn era capaz de incrementar la radioactividad en
el precipitado de TCA con respecto a la obtenida durante
la primera etapa (Tabla 15, 16 y 17); no se encontrd
ningun efecto con el agregado del Pico IIb. En consecuen-
cia, solamente las almidon sintetasas y fosforilasas pre-
sentes en el Pico Ila tienen especificidad por el
producto de la Reaccién 1 como aceptor. Asi, la protefina
glucosilada (producto de la Reaccion 1) sirve de aceptor
para almidon sintetasas y fosforilasas presentes en el
Pico Ila, que catalizan 1la sintesis de uniones glu-
cosidicas o 1,4 con formacion de glucoprotefnas con un
alto contenido de hidratos de carbono (Fig. 25, 26 y 27).
Esto explica que el peso molecular aparente de estas glu-
coproteinas disminuya con el aumento de la concentracidn
de acrilamida, ya que el peso molecular aparente deter-
minado a 12,5% de acrilamida fue de 50.000 dalton y a 10%
de acrilamida fue de 70.000 dalton aproximadamenée.

E1 hecho que no se observe una disminucion apre-

ciable en la banda de 38.000 dalton concomitante con 1la
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aparicion de 1las bandas de menor movilidad electro-
forética en los experimentos de reconstitucidon sugiere
que un nudmero pequeiio de moléculas del producto de 1la
Reaccion 1 es utilizado como aceptor por las enzimas pre-
sentes en el Pico Ila.

Whelan y Bailey (1954) encontraron que la fos-
forilasa de papa, <con sustratos ineficientes como
maltotriosa, posee un mecanismo de alargamiento del tipo
“cadena unica", es decir, que las moléculas fijadas a la
enzima se alargan considerablemente antes de despren-
derse, 1o 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 mdltiple", en que todas 1las
moléculas de oligosacdridos o todas las cadenas
exteriores se alargan a wun ritmo 1igqual, dando por
resultado una familia de cadenas de largo homogéneo. Se
podria explicar el hecho de que no se observe una dismi-
nucidn apreciable de radioactividad en la banda de 38.000
dalton a través de un necanismo de alargamiento de]_pro-
ducto de la Reaccidon 1 de "cadena unica" por las enzimas
presentes en el Pico Ila. Ademds, las glucoproteinas sin-
tetizadas en los ensayos de reconstitucion serian

heterogeneas en tamaio, ya que presentan bandas anchas y



difusas en la fluorografias (Fig. 27).

Se confirmo la utilizacion del producto de la Reac-
cion 1 por las enzimas presentes en el Pico Ila (Fig. 27)
por tratamiento con B-amilasa de la cadena glucosidica de
la glucoproteina sintetizada con el sistema reconstitufdo
(Fig. 28). La fluorografia luego de electroforesis en gel
de poliacrilamida en presencia de SDS'y urea (Fig. 28) de
la glucoproteina mostrd una banda de peso molecular de
aproximadamente 38.000 dalton, después del tratamiento
amilolitico. En consecuencia, el polipéptido de 38.000
dalton que forma parte del producto de la Reaccion 1 estd
formando parte también de la glucoproteina sintetizada en
el ensayo de reconstitucion. Esto confirma que las enzi-
mas que catalizan la Reaccidn 2 presentes en el Pico Ila,

utilizan el producto de la Reaccidn 1 como aceptor.
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