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INTRODUCCION



I. INTRODUCCION

La celulosa es uno de los polímeros más abundantes del pla

neta, sin embargo, su biogénesis continúa siendo un enigma por
resolver.

En las dos últimas décadas, herramientas sofisticadas como

difracción de rayos X, técnicas citológicas, resonancia magnéti
ca nuclear, criofractura y microscopía electrónica han revelado

perfiles nuevos de la estructura macromoleculary citológica de

la celulosa. No obstante este progreso, la comprensión del mg

canismo biosintético aún necesita de la conjunción de experimen

tos ingeniosos originados en campos tan distintos comola Gené

tica y Biología Moleculares, la Física y Bioquímica con el apor

te de la nueva tecnología. En tanto, la oportunidad de sintg
tizar industrialmente el polímero continuará postergada.

1. Celulosa y pared celular.

La celulosa, definida por sus funciones biológicas, es el

marco estructural de la célula vegetal y un reservorio de ene;
gía y nutrientes en la biósfera. Químicamente,la celulosa nat;

va es un polímero lineal de residuos D-glucosa unidos por enla

ces glucosídicos B(1,4), con un grado de polimerización varia
ble1.

En la naturaleza, la celulosa está presente comoun con

junto de cadenas paralelas de B-(1,4)-glucanos, unidas por



. . .. 2 . . .múltiples puentes de hidrógeno '3, y organizadas en microfi

brillas cristalinas altamente insolubles4-6. Las fibras, reg
poneaoles de la fuerza ténsil de la pared, están generalmente

incrustadas en una matríz amorfa de proteínas, glicoproteínas

y polisacáridos no celulósicos de organización muycompleja7-11.

Innumerables estudios sobre composición de la pared vegg
tal, a distintos niveles evolutivos, permiten concluir que no

hay una pared celular típica. Las variaciones cuali y cuanti

tativas del esqueleto celulósico y de la matriz son rasgos im
12,13 nonportantes en la clasificación taxonómica. Algas

gos14'18 y plantas superiores“)-23 tienen paredes muydifereg

tes. Sin embargo, los componentes nativos de la pared prima

ria de Angiospermasmuestran cierta constancia en todos sus re
presentantes. En la Tabla I se resumen esos elementos. Por

el contrario, tal resumen sería imposible de confeccionar pa

ra algas, dada la heterogeneidad manifiesta a nivel de espe

cie25'27. En aláunas algas, por ejemplo la Chloropnyta Codium,

la celulosa está completamente reemplazada por un B-(1,4)-ma

nan028’29 o por quitina como en Chrysophyta3o. En forma sim;

lar, en la mayoría de los hongos el componentefibrilar es qui

31’32 y, excepcionalmente, en Oomycetales se describen

B-glucanosfibrilares18.

tinoso

La celulosa no es privativa de organismos eucariotas.

Bacterias, de las cuales la más estudiada es Acetouacter ¿llinum,

la producen en forma de película flotante33-35. También, la
. 6celulosa se encuentra en Tunicados3 , aunque son pocos los es



TABLAI. Constituyentes de la pared primaria de Angiospermas.

Clase (extraccióna) Ejemplos

-Pectinas (agua caliente *
y agentes quelantes) *

-Hemicelulosas (solubles *
¡uen álcali)
'I‘

'I‘

-(—celulosa (insoluole *
en álcali caliente)

-Otros carbohidratos *
(solubles o insolubles
en álcali) *

'I'

-Proteínas y glicoprotg *
ínas (urea, LiCl, TCAy

fenolzác. acéticozfizo)
-Lignina y sus precursg *

res

Kamnogalactouronanos (dico)
Araoinanos y arabinogalactanos

Xiloglucanos (dico)
Araoinoxilanos (mono)
Glucomananos

Polisacáridos metilados y ace
tilados

No pura (c/trazas de azúcares
distintos de Glc y proteínas)

Mezcla de B-(1,3) Y B-(1.4)-glu
canos
Homopolisacáridos de Gal y Ara
(dico)
B-(1,3)-glucanos (callosa) ig
ducidos por daño

Glicoproteínas ricas en Hypr:
hypr-arabinósidos/galactósidos
y Ser-galactósidos
Normalmente no se encuentran en
la pared primaria

aLas extracciones no producen fracciones puras. Tabla con;
truída en base a datos de Willison & Klein 24 que no incluye

componentesde semillas, raíz ni tubérculos.



tudios estructurales realizados en estos animales.

2. Celulosa y otros B-glucanos.

Es difícil definir, en estudios de síntesis de B-(1,4)-glu
canos ¿n vivo y, más frecuentemente ¿g vitro, cuándo el produg

to formado es genuina celulosa. En un típico experimento de

síntesis un precursor radiactivo comomonoy disacáridosfl'41
42 3 14H o C se incuba con material

37.43-45’

o NDP-glucosa marcado con

células plasmoliza
40-51

I

biológico tal comoprotoplastos
. ‘ o . . Vdas , sec01ones delgadas de un organo en creeimiento

. , 2-” . .extractos libres de celulas5 94 o B-glucan Sintetasas parc1al

mente purificadasbj’aó. La completa caracterización del B-glg
cano requiere la identificación de glucosa comoúnica hexosa,

la determinación del tipo y configuración anomérica de la liga
dura glicosídica presente y el grado de polimerización de la

. ' . . ' .l _ .’
cadena . Sin emuargo, la incorporaCion de ¿lucosa radiag

tiva en B-(1,4)-glucanos no prueba la formación de celulosa.

La determinación de microfibrillas al microscopio y un patrón

de difracción de rayos X, idéntico al de celulosa I o II, son
. . 61,62 . ‘ . . . ... .deClSlVOS . Pero, en experimentos ¿g Vivo, identilicaCig

nes exhaustivas de "celulosa purificada" han puesto en eviden

cia mínimas contaminaciones con azúcares distintos.de ¿lucg
ó -6"sa 3 D.

Las interpretaciones de resultados, en ensayos ¿g vitro,
son aún más confusas por los bajos niveles de síntesis y del

grado de polimerización de los B-¿lucanos. Semejantes resul



tados nacen dudar de la naturaleza celulósica del producto“)-68

y es razonable preguntarse si el d-glucano es un precursor cg
lulósico en estadios inicialesbg’lo.

71-74 75,76
parte de algún polímero

de la matriz o callosa Luego, faltan pruebas ine

quívocas de que 1a celulosa haya sido sintetizada in vitro.

3. Etapas en la síntesis de B-glucanos fibrilares.
3.1. Polimerización, cristalización y orientación de microfi

brillas.

Las cadenas de B-(1,4)-glucanos forman regiones cristali

nas por múltiples puentes de hidrógeno pero, se acepta que po

limerización y cristalización puedan ocurrir en dos eventos
. , _ e 77.78suceSivos o parCialmente superpuestos .

|. , . . . . . ’ -ó1 .nipoteSis varios investigadores,9 , usando colorantes como

En apoyo a esta

Calcofluor y rojo Congomuestran que, 1a polimerización de

B-glucanos en bacterias y algas, puede ser desacoplada de la

cristalización ¿g gilg, demorándosela aparición de fibrillas.
La uniformidad en el tamaño de las fiorillas, la orien

tación de las mismas en la pared y su aparición en un momento

particular del desarrollo celular indican que estas etapas es
tán bajo control celular82'84. Ya en la década del 60, Marx

Figini sugirió que la polimerización de polisacáridos, en al
gas y plantas superiore585, toma lugar por medio de un proceso

en el que interviene una "estructura matriz". Esta controla
ría el númerode unidades glicosídlcas que inte¿ran la molécu

la de polisacárido, resultando un grado de polimerización mg



nodisperso.
67,68Coninsistencia, investigadores del tema establecen

analogías entre el conocido mecanismobiosintético de la qui

tina y el de la celulosa, aún en estudio. La quitina ya se
. . . . 86 8’ . . . . .,Sintetiza ¿n Vitro ’ l pero, Sln duda que la polimerizaCion,

cristalización y orientación de B-glucanos en la pared, son

operaciones complejas, que requieren de integridad y correcta

interacción entre membranas,microtúbulos, complejo enzimático
85-92

y fibrillas Existen abundantes pruebas de que tal orgg
nización, mayoro diferente que la necesaria para sintetizar
quitina, se pierde experimentalmente24’93.

3.2. Ubicación del complejo enzimático.

Conexcepción del alga Pleurochrzsis que sintetiza esca

mas celulósicas en el aparato de 6013193'95, bacterias77'96,
97-101 102-105algunas algas y plantas superiores sintetizan fi

bras de celulosa en la membranaplasmática.

La síntesis de polisacáridos de la matriz se localiza en

el sistema de membranasinternas11. No se descarta que esas

membranastransporten glucan sintetasas hasta la interfase pa

red-membrana plasmática, donde depositen los complejos enzimé
ticos por exocitosis. Esta hipótesis se apoya en estudios con

fracciones de membranaenriquecidas que sintetizan B-glucanos
53,101,106-108.solubles La obtención de esos precursores ¿a

vitro podría interpretarse comouna consecuencia de la desag

tivación de un mecanismode control de síntesis, provocado por



la homogenización. l_ vilo, las glucan sintetasas serían mg

vilizadas en forma potencialmente activa (zimógeno).

Colvin, desde una posición opuesta, postula un mecanismo

físico por el cual, cadenas con grado de polimerización discrg

to, cristalizan en fibrillas. En tal evento no participa com
plejo enzimático alguno, siendo la formación de fibrillas el

resultado de fuerzas fisicoquímicas externas109-111. Las can
sas de la controversia tienen origen en problemas técnicos de

la microscopía de luz y electrónica, ya que la apariencia de

las membranasfracturadas por congelamiento, dependen del trg

tamiento previo con fijadores y crioprotectores. Estas sustan
cias, comoglicerol y glutaraldenido, alteran la distribución

de partículas intermembranosa824.

3.3. Aspectos regulatorios en la síntesis de B-glucanos.

Es escasa la información referida a la regulación biosin

tética de B-glucanos. Las chances de que ese control se eje;

za a nivel de transcripción y/o traducción de ¿lucan sinteta

sas112’113, por activadores y/o inhibidores114'128, por nivg

les de sustrat050’129’13o o por hormonas131-138, tienen igual

peso hasta el presente.

4. Síntesis in vitro de B-glucanos.
l . u . I . . I .4.1. Homogenizacion y disminuCion de la capac1dad Sintetica.

Experimentos ¿n vitro usualmente se inician con el aislg

miento de membranasprovenientes de tejidos en activa síntesis



42.139_de b-glucanos A esas fracciones microsomales contribu

yen cisternas de Golgi, vesículas secretorias verdaderas y por
ciones de membranaplasmática reselladas en vesículas14o'141,

Qué consecuencias tiene la nomogenización sobre un siste

ma celular sabiendo que las glucan sintetasas son proteínas
integrales de membrana?

Las técnicas habituales de homogenización rompen membra

nas y, por su posición periférica en la célula, la membrana

plasmática es la más dañada. Aunque los fragmentos se vesicu

licen, el tratamiento puede desmembraro inactivar los complg
jos sintéticos o "rosetas"99’1o4'108.

Respecto al resellado de los fragmentos de membrana, ca

be preguntarse si es importante que la cara citoplasmática de

los mismos conserve su posición en las vesículas. Teniendo en

cuenta que experimentos con secciones de tejido142’143 mueg

tran que sólo las células cortadas sintetizan B-glucanos a par

tir de MDP-glucosa, no seria conveniente un sellado con la mem

brana en posición correcta.

*2 es sacado de la célula por bombas

localizadas en la membranaplasmática144 y, observando que mg
51,145,146

Por otro lado, el Ca

chos ensayos de síntesis requieren ese ión podria

interpretarse que la orientación de las caras se ha alterado.

Obviamente, las superficies de la membranano son simétricas

y, desde el punto de vista de la accesibilidad del sustrato,
sería conveniente que la cara aceptora del precursor, la inter



na, quedara en contacto con el medio de incubación. Hasta el

presente no hay evidencias experimentales que muestren qué
ocurre realmente.

En la homogenización de tejidos se emplean buffers con

1¿4'147 que vuelven hipertónicoalta concentración de sacarosa

al medio de extracción. Es posible que la hipertonicidad afec

te los complejos sintéticos si, comose sabe, en la célula vi
va la membranaplasmática está turgente14d’151,

Componenteshabituales en las extracciones y/o incubacig
nes son los iones. Estos, bajo ciertas condiciones, alteran

el "mosaico fluido" ocasionando la rigidez del mismo152’153.

También, algunos iones como K+ y Na+, crean gradientes eleg

troquímicos a través de las membranas154-156. Si la situación

¿g vitro no refleja las condiciones ¿g xixg, probablemente se
comprometala actividad sintética de enzimas localizadas en

cualquiera de las vesículas mencionadas precedentemente.

Los aspectos planteados en esta sección perderían impor

tancia si los B-polisacáridos se sintetizaran a partir de enzi
massolubilizadas. Varias referencias en la bibliografia in
formande este sucesoss’56’157'159, sin lograr una purificación

a homogeneidad de la(s) enzima(s) que, además, son muy inestg

bles bajo esas condiciones. El empleo de vesículas lipídicas

artificiales141'160’161 podria constituir el recurso necesario

para que las enzimas, en un ambiente semejante al natural, con
serven la actividad catalitica.



4.2. Homogenizacióny liberación de inhibidores.

La homogenización destruye la compartimentalización ce
lular, quedandociertos factores innibidores en libertad de
interaccionar con los complejos sintéticos ubicados en membra

nas de cualquier origen. En algunos casos125’162, esos facto
res resultan ser proteasas. Su exclusión de los homogenatos,

por centrifugación a alta velocidad, no impide el efecto noc;
vo que ocasionan durante la extracción. Con acción contraria,

Kauss y colaboradores informan de una B-(1,3)-glucan sintetasa

activada por proteólisis limitada de una tripsina en extractos
de soja145.

En un grupo diferente se ubican aquellas enzimas que no

son separadas de la fracción membranosapor centrifugación.

114.163.164 55,165.Algunas, comonucleotidasas y glicosidasas

pueden degradar sustrato y producto respectivamente. lg vivo
. . 166estas enzimas cumplen un rol regulatorio .

5. Mecanismode iniciación en la síntesis de polisacáridos.

Durante la síntesis de polisacáridos, el alargamiento de

la cadena ocurre por adición de unidades glicosídicas al e¿

tremo no reductor del polisacárido en crecimiento. Se descri
ben, sin embargo, casos en que el polímero crece por su extrg

mo reductor1ó7. Las sustancias reconocidas como dadoras de
. , 'glicosilos son azúcares activados: los bDP-azucares.



Si bien este esquema mantiene vigencia, se reconoce que

muchospolisacáridos tienen otros requerimientos en la etapa

inicial de síntesis. El más importante de ellos es la parti
cipación de una molécula receptora de la primera unidad glicg

sídica. De este descubrimiento, muy bien documentado, se ig
fiere que la señal de iniciación conlleva un.reconocimiento

de la estructura del receptor por las glicosiltransferasas.

Luego, un aceptor glicosilado o intermediario es el polisacé

rido en sí mismo ya que contituye una expresión menor del pg
límero final.

Cabe preguntarse si la formación de ese intermediario es

transiente o la asociación persiste hasta la degradación del
polisacárido. Se manejanvarias posibilidades al respecto y
son:

1. que el aceptor forme parte del polisacárido terminado,

2. que un aceptor transfiera ¿licosilos, individuales o en

bloc, a un segundo aceptor sobre el cual se complete el

tamaño molecular genéticamente establecido y

3. que el aceptor libere polímeros con grado de polimeri

zación discreto que, en un paso posterior, sean ensam

blados mediante ligasas hasta obtener el grado de poli
merizacióncaracterístico.

En varios laboratorios se intentó el aislamiento y carag

terización de los aceptores, que se identificaron principal
mente comolípidos y proteínas aunque en algunos casos se su

168-172.. I . — 0 .girió que son oligosacaridos de cadena corta Lipidos



y proteínas son de especial interés porque no son polisacári

dos y son componentes del sistema de membranas con el que, de

una u otra forma, están relacionados los complejos enzimáticos

que sintetizan polisacáridos.

Las evidencias son claras en el sentido de que los glicg

lípidos son intermediarios en la síntesis de,lipopolisacári
dos» gliCOproteínasy polisacáridos en procariotasuj'”ó

eucariotas118’1¿b’1{7-182. Las demostraciones más convincen

tes de tal participación se realizaron usando aceptores endé

genos, solubilización y separación de las enzimas individua
183,184

Dles en combinacióncon inhibidores de la glicosilaci

ón1ob’186y material biológico que presentaba alteraciones gg
néticas en el caminometabólico del polisacárido a nivel del

187-189aceptor Comose mencionara en una sección precedente,

el mayorobstáculo se centra en la regeneración del sistema

¿g vitro.

5.1. Aceptores proteicos en la sintesis de homopolisacáridos.

Whelan ha sugerido que un aceptor proteico puede ser un

requerimiento universal para la sintesis de polisacáridos,
incluyendo a los de pared celular159. Esta hipótesis implica

que toda cadena polisacárida naciente está asociada covalen
temente con un péptido. En ese caso las glicosil transferasas

iniciadoras de homopolisacáridos deben reconocer una secuencia

de aminoácidos específica del péptido. Luego, una proteina

aceptora asociada a membranas, probablemente pase por una se



cuencia temporal de procesos de traducción, inserción, traslg

cación y glicosilación semeJante a aquella postulada para prg
teinas secretadas190'191.

Unaruta metabólica que incluya glicoproteínas intermedia

rias provee además un mecanismoadicional de control de sinte

sis soore distintos polisacáridos con un sustrato común. El

nivel de proteínas catalíticas y aceptoras puede estar sincró
nicamente regulado desde el núcleo.

Usandosistemas libres de células y un dador de glicosilos,

varios grupos de trabajo lograron glicosilar aceptores protei
cos usando para ello organismos tan diferentes comolos que se

ilustran en la Tabla II. En todos los casos se demostró un r9
querimiento absoluto de la proteína. Para quitina, se informa

la detección de una quitino-proteína en artrópodos221-224, pero

no se demuestra la función aceptora de la proteína.

Por su estrecha analogía estructural con los polisacáridos

que se investigan en esta tesis, los sistemas que sintetizan ma

nanos y glucanos de reserva constituyen un marco de referencia

interesante para una investigación similar en B-glucanos de pg
red celular.

5.2. Antecedentes de aceptores proteicos en la síntesis de

B-glucanos y objetivos del presente trabajo.

La idea de que una proteina juegue un rol aceptor en la

síntesis de B-glucanos es motivo de controversia. Hay eviden

cias, algunas incompletas y otras indirectas, de su formación



TABLAII. Sistemas en los que se describen aceptores proteicos.

Polisacáridos Sistema Referencias

Paramilón Euglena gracilis 193

Dextranos Streptococcus mutans '194

Leuconostoc mesenteroides 195

Glucógeno Aerobacter aerogenes 196

Escherichia coli 197-199

Saccharomyces 200

Neurospora crassa 201,202
Invertebrados 203

Hígado de rata 204-209

Retina bovina 210

Corazón de rata 211

Almidón Solanum tuberosum 212-217

Maíz dulce germinado 218

Oriza sativa 219

Mananos Hongos 220
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181,226 227-229
S ien bacterias39’225,

179.230
alga hongos y plantas sp

periores En ningún caso las pruebas presentadas han

sido decisivas. Sigue faltando la caracterización de la es
tructura del intermediario.

Trabajos previos con Prototheca zepfii dieron evidencias
. . Ipreliminares para el rol de una proteina comoaceptora en la

161, observándose que el agregado de cu
125

síntesis de B-¿lucanos

marina bloquea la reacción de ¿lucosilación del aceptor

Resulta de interés entonces estudiar en detalle los pasos
iniciales de la sintesis de b-glucanos en este mismoorganismo.

Los objetivos propuestos son:

1. Obtención de un cultivo homogéneoo sincrónico y deter

minación del momentoóptimo de síntesis de B-glucanos.

A partir de ese sistema se estudian ¿g vitro los siguientes
aspectos:

2. Aislamiento del producto final y su caracterización.

3. Requerimientos y propiedades de las enzimas intervi
nientes.

4. Posibles mecanismosregulatorios de las glucan sintg
tasas.

5. Rol fisiológico del intermediario.

o; Aislamiento del intermediario y análisis de su estrug
tura.



H. MATERIAL Y METODOS



II. MATERIAL Y METODOS

1. Productos químicos.

1.1. Compuestosradiactivos.

UDP-(U-14C)-glucosa (284,5 mCi/mmol), GDP-(U-14C)-glucg

sa (269 mCi/mmol), NaB(3H)H4(9.7 Ci/mmol), D-(U-14C)-glucosa

(268 mCi/mmol), D-[6-3H(N)]-glucosa (31 Ci/mmol) y L-(U-14C)

prolina (285 mCi/mmol)fueron obtenidos en Radiochemical Center,

Amersham, UK. UDP-(3H)-glucosa (4,43 mCi/umol) provino del

Instituto de Investigaciones Bioquímicas, Fundación Campomar.

1.2. Enzimasauxiliares.

(eamilasa (tipo Il-A; 700 U/mg)(EC3.2.1.1) de Bacillus

subtilis, B-amilasa (tipo I-B; 765 U/mg)(EC3.2.1.2) de bata

ta, (—glucosidasa (tipo I; 9 U/mg)(EC3.2.1.20) de levadura,

celulasa (tipo II; 1 U/mg)(EC3.2.1.4) de Aspergillus niger,

pronasa inespecífica (tipo V1; 1000leg)(EC 3.4.4.-) de

Streptomyces griseus, tripsina (tipo III; 10000 U/mg)(EC3.a44)

de páncreas bovino e inhibidor de tripsina (tipo I-S;1000O U/mg)

de soja se obtuvieron en Sigma Chemical Co., St. Louis. Mo.,

USA. El resto de los compuestos químicos proviene de diferen
tes fuentes comerciales.
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2. Organismo y cultivo.

Prototneca ggpfii kruger, cepa PH-S No 16533, proviene de

American Type Culture Collection, Rockville, Md., USA. Las

Células se cultivaron en medio basal conteniendo peptona 0,2%

y glucosa 0,6% y en medio de sincronización conteniendo peptg

na 0,05%, glucosa 0,6% y EDTA1,5-2 mM, pH 7,0, a 25°C con ag;

tación constante. El número de células se determinó por:

a) turoidimetría, usando un colorímetro Klett (A.H. ThomasCo.,

Philadelphia, P.A., USA);b) por contaje directo de células al

microsc0pio usando cámara de Neubauer (C.A. Hausser & Son.,

Philadelpnia); c) porcentaje de númerode colonias crecidas en

caja de Petri después de semorar muestras en diluciones apro

piadas.

3. Preparación de membranas.

Se partió de células cosecnadas en distintos momentosdel

ciclo oioló¿ico pero, rutinariamente, se emplearon células en

la tercera hora del ciclo. El homogenatose obtuvo por abra

sión del pellet celular con alúmina y buffer Tris-HCl 50 mm,

pH 8,0 conteniendo sacarosa 250 mmy ME 5 mM, en relación

1:2:0,54(v/v), a OOC,en mortero. El homogenato se centrifugó

a 5000 xg, 15 min y el sobrenadante se centrifugó nuevamente a

100000xg, 1,5 h. El precipitado se resuspendió en buffer

Tris-HCl bo mh, pH 7,5 conteniendo HE 10 mmy glicerol 20% y

una concentración de 4,5 mg de proteínas/ml. Las membranas



radiactivas se obtuvieron dando un pulso de L-(U-14C)-prolina
6

(1 x 10 cpm) o de D-(3H)-glucosa (1 x 106 cpm) a un cultivo

en la 3ra h del ciclo celular, durante 15 min. Las células

lavadas en forma exhaustiva se procesaron como se indicó pre
cedentemente.

4. Ensayos enzimáticos.

4.1. Incubación in_vivo y aislamiento de A11.

A células suspendidas en agua en una concentración de
62,4 x 10b células/ml, se agregó (14C)-glucosa (2 x 10 cpm).

Las células se incubaron 15 min con agitación constante y se

agregó glucosa 100 mM. Transcurridos 45 min, las células se

centrifugaron, lavaron exhaustivamente con agua y calentaron
231a 10000 indistintamente en el reactivo de Updegraff en

NaOH4,4 M232 o en KOH30%, durante 1 h. El residuo lavado se

consideró polisacáridos insoluoles en álcali caliente (A11)

de la pared celular.

4.2. Incubaciones ¿n vitro.
4.2.1. Condiciones de ensayo y aislamiento para estudio de

distintos productos durante el ciclo biológico.

.La formación de glicolípidos se siguió midiendo la ra
_ . . _, r 106,181diact1v1dad incorporada segun la metoaolosia de Hoppet al ,

La glicosilación de proteinas se determinó por la incorporación
de glucosa radiactiva siguiendo el método de Hans & Novelli233

modificado de acuerdo a Datema et al118. La actividad GDF-glu



cosa: glucan sintetasa se ensayó preincubando, a 30°C y duran

te 30 min, una mezcla conteniendo Tris-HCl 50 mM, pH 7,5, ME

10 mm, M3012 5 mM, UDP-glucosa 20 mMy 100-200 ug de proteína

en un volúmen de 55 ul. La preincubación concluyó agregándose

GDF-(14C)-glucosa (2,4 x 105 cpm) y la incuoación se prolongó

por 1 h. La reacción finalizó con la incorporación de 0,4 ml

de etanol 80%y celulosa carrier. Se centrifugó y resuspendió

el pellet resultante en NaOH0,2 Mque se calentó a 10000,

10 min. El residuo se lavó varias veces y contó la radiacti
vidad en el mismo.

4.2.2. Incubación standard.

Se efectuó a 30°C durante los tiempos que se indican

en cada experimento. El volúmen de incubación (55 ul) contuvo

150-200 ug de proteína, Tris-HCl 50 mM, pH 7,5, ME 10 mH, 5 ug

de celulosa amorfa, UDr-(BH)-glucosa 30 uM (72000 cpm) y CaCl2

5 mMpara medir la actividad UDP-glucosazglucan sintetasa.

Para medir la actividad GDP-glucosa:glucansintetasa, los dos

últimos compuestos se reemplazaron por GDF-(14C)-glucosa 40 uM

(85000 cpm) y CoCl2 5 mN. La incubación se detuvo con el agrg

gado de un volúmen de TCA20% frío y, en los casos que se indi

can, diluyendo con buffer frío.

5. Aislamiento de TCAI, A12 y A13.

Después de agregar un volúmen de TCA20% frío igual al vg

lúmen de ensayo, se dejó precipitar la fracción TCA-insoluble
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(TCAI) durante 30 min, a 4°C. El precipitado se lavó con eta

nolzéterzcloroformo (2:2:1, v/v) 3 veces y se secó con aire cg

liente. La radiactividad de TCAIse midió en el precipitado

resuspendido en RaOH0,15 M o en ácido Iórmico 80%. Por otro

lado, al sobrenadante neutralizado se agregó etanol, en conceg

tración final de 66%, y 1 mg de celulosa amorra como carrier,

que se omotió en extracciones masivas. Después de centrifugar

a 5000 xg, 10 min, el precipitado se resuspendió en NaOH0,2 M

e nirvió a B.M. 10 min. El residuo neutralizado y lavado se

consideró la fracción álcali insoluole (A12). Productos insg

luoles en álcali caliente formados a partir de CDP-(14C)-glucg
sa (A13) se aislaron como se describe para A12.

6. Purificación de glicosidasas y tratamientos enzimáticos.

Distintas ¿licosidasas se incubaron con distintos p-nitrg

fenil glicósidos para detectar la presencia de actividades con

taminantes. Celulasa de Asgergillus se purificó según el métg
do de Hurst et al234, ooteniéndose una actividad específica de

1,25 U/mgde proteína. B-glucosidasa (EC 3.2.1.21) se obtuvo

de la misma preparación de Asgergillus y se purificó según

Umezurike235. La actividad específica resultante fue de 10 U/

mgde proteína. Pronasa contuvo actividad amilolítica que no

fue eliminada completamente por incubación en cloruro de gug

nidin10236. Glicosidasas y pronasa se ensayaron sobre los si

guientes sustratos: A11, A12. A13, GP y celulosa amorfa. Las
¿37muestras se incubaron en buffer Mc Ilvaine con 2 mg de cada
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una de las siguientes glicosidasas: (-amilasa (pH 0,8), B-ami

lasa (pH 4,8), (-glucosidasa (pH 6,8), B-glucosidasa (pH 5,0)

y celulasa (pH 4.5). Para el tratamiento con pronasa se empleó

buffer Tris-HCl 10 mM, pH 8,0 conteniendo CaCl2 10 mM. Las

incuoaciones se realizaron a 35°C, bajo atmósfera de tolueno,

durante 4 días, con agregados diarios de 2 mg de las enzimas

correspondientes. Las enzimas se inactivaron por calentamieg
to a 100°C durante 5 min. A las muestras de A11, A12 y A13 se

agregó etanol rrío hasta una concentración de 66%final. Con

las muestras de GP se procedió como se indicó para obtener TCAI

(sección 5) o se filtró la muestra por columnas de Sephadex

G-25. La radiactividad o hidratos de carbono detectados en el

sobrenadante o en el Ve, según fuera el caso, se consideró prg
ducto de hidrólisis.

El ensayo de tripsinización se realizó en bufrer fosfato

de Na 0,1 M, pH 7,6, a 35°C, 2,5 h. La relación de tripsina

(12 ug) a proteína de la muestra fue de 1:25 aproximadamente.

La muestra, denominada fracción memoranosa, fue el precipitado

obtenido por centrifugación del volúmen de ensayo a 100000 xg,

1 h, después de una incubación standard de 10 min. Las frag

ciones, digerida y no di¿erida, se separaron de nuevo por cen

trirugatión a alta velocidad. En experimento paralelo, la frag
ción memoranosafue digerida con celulasa (10 mg), siguiéndose

idéntico procedimiento pero en buffer McIlvaine a pH 4.9.
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7. Métodosanalíticos.

7.1. Tratamientos degradativos.

7.1.1. Degradaciónalcalino-reductora.

Muestras de GP se trataron con:

- NaOH0,15 M + NaBH 1 M, 24 h, a 50°C (B-eliminación),4

- NaOH 1 M + NaBH 1 M, 5 h, a 1oo°c,4

- Ba(0H)2 0,2 m + NaBH 1 m, 6 h, a 120°c.4

Los tratamientos se realizaron en tuoos sellados. Los hidrg
lizados de NaOHse neutralizaron con HCl y los hidrolizados

de Ba(0H)2 con H2SO4,recuperándose las muestras, en el últi
mo caso, en el sobrenadante después de centrifugar a baja ve

locidad. Los productos se separaron por filtración en colug

nas de Sephadex G-25. Las muestras tratadas con Ba(0H)2 se rg
cromatografiaron sobre columnas de Biogel P-6 calibradas como

se describe en la sección 7.2.1.2.

7.1.2. Reducción con borohidruro de Na.

La reducción de AI2 se efectuó en la forma descripta

por García et al175 y en reducciones con NaB(3H)H4 L1 x 1060pm)
de hidrolizados ácidos de 14C-aminoacil-azúcares se siguió la

metodología de Takasaki et a1238.

7.1.3. Oxidación con periodato.

Muestras de 14C-AI1 se oxidaron con periodato y redg

jeron comodescriben Goldstein et a1239.
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7.1.4. Metilación.

Muestras radiactivas de AI1, A12, A13y aminoacil-oli
gosacáridos se metilaron según el método de Hakomori24o

241
modifi

cado por Sanford á Conrad Los AI metilados se dializaron

contra agua y liofilizaron. Los aminoacil-oligosacáridos mg

tilados se recuperaron en las fases clorofórmicas que se coleg

taron, lavaron y secaron en corriente de N2. Todas las mues
tras se hidrolizaron comose describe en la sección siguiente.

7.1.5. Hidrólisis ácida.

Muestras de A11, A12 y AI3 se hidrolizaron con HZSO4

30% durante 4 h, a 100°C y se neutralizaron con BaCO3o se hi
drolizaron con HCl fumante, 5 h, a 400 y se neutralizaron por

evaporación repetida.

Celulosa y quitina amorfas se obtuvieron por hidrólisis

con HCl fumante, 24 h, a 4°C, se neutralizó con NaOHy dializó

extensivamente contra agua.

Muestras de AI2, A13, GPy aminoacil-oligosacáridos se

hidrolizaron con HCl 2-2,b N o TEA2,5 N, a 10000, 3 h.

Amindacil-oligosacáridos se sometieron a hidrólisis

ácida suave o "peeling" con ácido oxálico 30 mM,pH 3,0242,

sto4 0,1 N, a 100°C, 1,5 día8243 y TEA0,1 N, a 120°c, 1h244.
Los productos de hidrólisis fueron separados por cromatografía

en columnas de Biogel P-2 comose describe en la sección 7.2.1.4.
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7.1.5) se cromatografiaron en columnas de Biogel P-2 (5-100

mesh) (0,9 x 80 cm) colectándose 0,7 ml/tubo. Las columnas se

equilibraron y eluyeron con buffer Tris-HCl 10 mM,pH 7,0 a

temperatura ambiente. Para la calibración de las mismas se

usaron PEGde distintos pesos moleculares, (3H)-sacarosa y

(3H)-glucosa. El Ve del PEGfue ubicado por absorción a 230
360 nm.

7.2.2. Cromatografías y electroforesis en papel.

Las cromatografías se desarrollaron en forma descen
dente y, para ámbos métodos, se usó papel WhatmanNo1 y los

siguientes solventes:
A- n-butanol:piridina:HCl 0,1 N (5:3:2, v/v)245.

B- acetato de etilozpiridinazagua (8:2:1, v/v)246.

C- tetraborato de Na 50 mM,pH 9,4247.

D-‘ isopropanolzácido fórmico 100%:agua (75:10:10, v/v)248.

E- acetato de etilo:ácido fórmico:ácido acético:agua (18:1:
3:4. v/v)246.

F- ácido fórmico 5%249.

G- molibdato de Na 0,1 M, pH 5,0250.

Se empleó papel Whatman 3MMen cromatografias con sol

ventes A y D. En las electroforesis se aplicaron 1000 V du
rante 2-3 h. La ubicación de standards se hizo con reactivo

alcalino de AgNO3251para revelado de azúcares reductores; ¿lg
cosamina se reveló con ninnidrina 0,25% en etanol252; prolina

e hidroxiprolina se localizaron con mezcla de ninhidrina/



aCetato de Cd253.

7.2.3. Cromatografía en capa delgada.

Monosacáridos metilados se identificaron por cromatg
grafía ascendente sobre placas de sílica gel G Eastman chro

matogram sheet 13179, Kodak, con solvente H conteniendo bencg

no:acetona:amoníaco:agua (50:200:1,35:1, v/v)254. Comorefg

rencias se emplearon metil-monosacáridos de soforosa, gentig

biosa, laminaribiosa y celobiosa que se detectaron por exposi
ción térmica y U.v.255.

7.2.4. Electroforesis en gel de poliacrilamida.

Se empleó el método descripto por Lugtenberg et a1256.

Muestras de TCAIy GP sometidas a condiciones disociantes se

analizaron en geles conteniendo 13,5%de acrilamida. Paralg

lamente se corrieron como marcadores moleculares a SAB(Hr

66000), pepsina (Mr 34700) y lisozima (Mr 14300). ’Huestras

de A12 se corrieron en geles nativos con 7%de acrilamida. El

tiempo de corrida para ambos tipos de electroforesis fue de

6-7 h a 30 mA/gel. Los geles se tiñeron para proteínas con

una mezcla conteniendo 2,5 g de Coomassie Brilliant Blue R-250,

450'm1 de agua, 30 ml de ácido acético y 450 ml de metanol.

Se destiñeron con la miSmasolución sin colorante. Los hidra

tos de carbono se tiñeron con reactivo de Schiff/ácido perié
dic0257.
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7.3. Determinacionescuantitativas.

7.3.1. Concentración de ácidos nucleicos y proteínas.

La determinación del contenido de MAAy DNAse hizo de

acuerdo a Fleck & I'lunro258 con modificaciones para adaptar el

método a algas. Células (0,5 g) se homogeneizaron con alúmina

en Tris-HCl 0,5 M, pH 7,5. Por cada m1 de homo¿enato se agregó

PCAhasta una concentración final de 0,2 N y se dejó precipitar

toda la noche en frío. La mezcla se centrifugó a 2000 xg y el

sobrenadante se descartó. Se agregó O,b ml de KOH0,5 N freg

co y se dejó precipitando a 37-4000, 1 h. Alúmina y paredes

celulares se eliminaron por centrifugación; el sobrenadante se

mezcló con 1 ml de PCA0,5 N frío y se dejó precipitar en frío

1 h. El sobrenadante se usó para medir RNAhidrolizado por

tratamiento alcalino a 260 nm. El residuo insoluble se lavó

con PCA 0,2 N y se agregó nuevamente PCA 0,5 N. La mezcla se

calentó a 80-900C 1 h. En las muestras enfriadas se midió el

contenido de DNApor absorción a 260 nm. El pellet se usó pa

ra estimar el contenido de proteínas.

7.3.2. Métodospara cuantificar proteínas y azúcares.

La cantidad de proteínas se calculó por los métodos de

Lowry et al259 y Biuretzbo, utilizándose SABcomo patrón y por

absorción a 280 y 240 nm. .Azúcares reductores se determinaron

261-Nelson262. Azúcares totales se de
263

por el método de Somogyi

terminaron por el método de fenol-sulfúrico La curva pa
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trón se construyó con glucosa. Las mediciones se realizaron

en un espectrómetro Zeiss PMQ3.

7.3.3. Medidade la radiactividad.

Se efectuó en:

- papel con Paper Chromatogram Scanner LB 280,

- placas de sílica gel con un eSpectrómetro Berthold LB 2722-2,

- muestras acuosas y deshidratadas en un espectrómetro de cen

telleo líquido BeckmanLS-233.

Discriminación de 3H y 14C en una misma muestra se hizo

según Kobayashi & Maudsley264 en espectrómetro de centelleo

líquido con mzcla centelladora conteniendo 2,2 g PPOy 0,166 g

de POPOPen 550 ml de tolueno para muestras deshidratadas que,

se mezcló con 250 ml de Triton X-1OOpara medir muestras acug

88.8o



RESULTADOS Y DISCUSION
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CAPITULO 1

SINCRONIZACION

1. Inducción de la sincronización.

En poblaciones que siguen un ritmo circadiano se observa

que actividades fisiológicas y químicas difieren marcadamente

según el estadío celular en que se miden esos parámetros. Cu

ando se trabaja con organismos unicelulares fotosintéticos bas

ta suministrar al cultivo un régimen de luz-oscuridad, en com

binación con diluciones seriadas del medi0263’264, para obser

var la aparición de un ritmo sincrónico. La inducción de divi

siones sincrónicas en un alga clorótica comoPrototheca requi
rió de una metodología distinta. Se recurrió a un "hambreado

realimentación", semejante al empleadopara inducir sincroniza
265.265. Primero se comenzóción en organismos heterotróficos

estudiando el efecto de los componentes del medio basal sobre

el crecimiento. En la Figura 1 se muestra el crecimiento má
ximo obtenido con concentraciones crecientes de la fuente de

carbono (glucosa) y la de nitrógeno (peptona). Se ve que la

concentración de peptona es crítica para el crecimiento del
cultivo. Cuandoel cultivo en un medio basal fue transferido

a otro con 0,5 g de peptona/l, durante 9 h y luego.las células
se transfirieron a un medio basal fresco, se observó un 60%

de sincronización. Cuandoeste tratamiento fue seguido por

diluciones seriadas, la sincronización fue casi total después
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FIGURA1. Crecimiento máximode cultivos de Prototneca zopfii.
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El medio de cultivo contiene diferentes concentrg
ciones de: (A) peptona y glucosa 45 mM(o) y (B)

glucosa y peptona 2 g/l (0).

de 3 ó 4 períodos. Sin embargo, el método más efectivo consig

tió en el suministro, durante 12 h, de EDTA1,5-2 mM. El efeg

to del EDTAse reforzó empleando un medio de cultivo pobre en

peptona. En estas condiciones y, después del primer período,
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FIGURA2. Sincronización de Prototneca zopfii.

Al final de cada ciclo sincrónico se diluye el medio para man
tener la sincronización.
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se obtuvo una sincronización del 100%. Divisiones celulares

sincrónicas se ootuvieron por dilución al final de cada ciclo

(Figura 2). El efecto inhibitorio y reversible del EDTAno

puede ser explicado satisfactoriamente aún. Sabiendo de su

acción quelante, el resultado del tratamiento podría atribuir
se a una privación de Mg, ya que una deficiencia del ión su

primió fuertemente la síntesis de RNAen Chlorella pyrenoydosa2óá

Además, el EDTAse ciLa como responsable de la disrrupsión de

complejos particulados asociados a la membranaplasmática los

cuales son, probablemente, el sitio de ensamblaje de las fi
brillas de celulosa267. Esto explicaría porqué las células

en proceso de sincronización son incapaces de liberar autospg

ras y es necesario diluir el EDTApara levantar la acción inhi
bitoria del mismo.

2. Variaciones en el contenido de ácidos nucleicos y proteínas.

El nivel de ácidos nucleicos durante el ciclo celular se

determinó después de la hidrólisis alcalina de RNAy de la hi

drólisis ácida de DNA. La concentración de DNAindicó que su

síntesis ocurrió entre la 2da y 4ta n de cultivo (Figura 3)

aunque la división celular no se observó hasta la 5ta h del

ciclo (Figura 4, C). El nivel de DNAaumentó d veces, incre

mento que fue coincidente con el número promedio de autosporas

por cada generación, estimadas por distintos métodos (sección
2 de Material y Métodos). Este abrupto aumento en el conteni

do de DRA,en los estadios tempranos de la maduración, fueron
. ., . 1 . 2 7descriptos tambien para Cnloreila y hugiena o”.
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FIGURA3. Variaciones del contenido de ácidos nucleicos y pro
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FIGURA4. Aspecto de Prototheca durante distintos estadios del
ciclo celular.

Micrografías tomadas en microscopio óptico Carl
Zeiss NU-Z, con Contraste de fases (1000 X).
(A): 1ra h, (B): 3ra h, (C): 5-óta h y (D): 10mah.
(*): autospora en formación.

Los espectros de DNAy RNA(Figura 3, inserto) estuvieron

de acuerdo con los teóricoszóa. Consecuentemente, los métodos

de extracción y cuantificación de ácidos nucleicos fueron correg
tamente adaptados al sistema en estudio.

La relación RNA/DNAfue muy alta durante las primeras hg

ras dei ciclo celular, sugiriendo una activa síntesis de protg
ínas. Idéntico perfil se observó al graficar la relación prg
teína/DhA para el mismo período.

Variaciones en la concentración de proteínas totales



FIGURA4. Aspecto de Prototheca durante distintos estadios del
ciclo celular.

Micrografías tomadas en microscopio óptico Carl
Zeiss NU-Z, con Contraste de fases (1000 X).
(A): 1ra h, (B): 3ra h, (C): 5-óta h y (D): 10mah.
(*): autospora en formación.

Los espectros de DNAy RNA(figura 3, inserto) estuvieron

de acuerdo con los teóricosgós. Consecuentemente, los métodos

de extracción y cuantificación de ácidos nucleicos fueron correg
tamente adaptados al sistema en estudio.

La relación RNA/DNAfue muy alta durante las primeras hg

ras dei ciclo celular, sugiriendo una activa síntesis de protg
ínas. Idéntico perfil se observó a1 graficar la relación prg
teína/DhA para el mismo período.

Variaciones en la concentración de proteínas totales
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(Figura 5) y la relación RMA/proteína(Figura b, inserto)

evidenciaron una síntesis proteica muyeficiente en la primera

parte del ciclo.

FIGURA5. Variaciones de la concentración de proteínas durante
el ciclo celular de Prototheca.
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Las proteínas totales (O) fueron extraídas comode ig
dicó en la sección 7.3.1. de Material y Métodos; relg
ción RNA/proteína (inserto).
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3. Formación de polímeros de (14C)-glucosa ¿n vivo e ¿n vitro.

En los primeros trabajos sobre síntesis de B-glucanos rea
lizados con esta alga, se había observado incorporación de

(14C)-glucosaen polisacáridos insolubles en álcali, glicolípi

181. En base a esos antecedentes se decidos y ¿licoproteínas
dió medir estas actividades durante el ciclo celular de Protothaa.

La capacidad de incorporar (14C)-glucosa en polisacáridos de

pared celular (AI1) mostró dos picos de intensa incorporación,

el primero durante la fase de crecimiento y el segundo en la fa
se reproductiva. Cuandoesos resultados se expresaron por nú

mero de células, se mantuvo sólo el pico correspondiente a la

fase de crecimiento. En la Figura 6, A se observa como la in

corporación inicial se cuadruplica entre la 3ra y 4ta h de cul
14tivo. En Chlorella ellipsoidea la incorporación de C en la

pared rígida también ocurrió durante las fases de crecimiento
269y reproducción pero, hubo un incremento de peso seco, inter

pretado comoincremento en número de células, sólo en la últi

ma fase27'270. Este hecho podría significar que polímeros pre

cursores de la pared son sintetizados durante la primera parte

del ciclo y que, en una etapa posterior, se produce el trasla

do, ensamblaje y cristalización de los mismosv7-d1.

La síntesis de glicolípidos y ¿licoproteínas se midió en
extractos crudos, extraídos a partir de células en distintos
estadios del ciclo utilizando UDP-(14c)-g1ucosacomosustrato,

En la Figura 6, B y D, se observa un incremento importante en



FIGURAb. Determinación de la incorporación de (14C)-glucosa
en diferentes polímeros durante una generación de
Prototheca.
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(A) A11; (B) glicolípidos; (C) polisacáridos formados a partir
de SDP-(14C)-glucosa y (D) glicoproteínas. Las divisiones cg
lulares ocurren desde la 5ta h pero son liberadas recién desde
la 8va h en adelante.
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la formación de esos compuestos alrededor de la 4ta n. Un per

fil similar se ootiene cuandola actividad glucosil transfera
sa se mide en presencia de GBP-(14C)-glucosa (Figura 60).

De los resultados presentados en la Figura 6 se desprende

que las medidas de actividades enzimáticas ¿a vitro reflejan
las variaciones observadas ¿n vivo.

. . ., 144. IdentificaCion de C-AI1.

El 14C-polisacárido obtenido ¿n vivo, que resulta insolu
ble en el reactivo de Updegraff y en altas concentraciones de

NaOHy KOH(sección 4.1 de Material y Métodos), se caracterizó

por diferentes métodos. Los productos de hidrólisis ácida se

identificaron por electroforesis y cromatografía en papel.

Los resultados (Tabla III, A) muestran ausencia de compuestos

radiactivos cargados y los compuestos neutros se reconocieron

(14 14 14C-oligosacáridos de al

to peso molecular en el origen. La movilidad del 14C-disacé

como C)-glucosa, C-disacárido y

rido fue la mismade standards de celobiosa (B-1,4), soforosa

(B-1,2) y nigerosa ((-1,3) en el mismosistema. Entre los prg

ductos se identificó también manosano radiactiva. La presen

cia de manosa junto con glucosa y glucosamina ya fueron de;

criptas para esta fracción271, por lo que no se descarta que
estos tres monosacáridos puedan ser parte de un heteropolisa
cárido.

La determinación de los carbonos involucrados en las unig

nes glicosídicas se analizó oxidando con periodato a 14C-AI1.
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La Tabla 111,8 muestra que los productos formados fueron

(14C)-glucosa y (14C)-eritritol, significando que un 77%de

la glucosa marcada tenía ligaduras entre carbonos 1 y 4 y un

23% entre caroonos 1 y 3.

Otra porción de la muestra fue metilada. Por cromatogrg

fía en capa delgada de los metil-monosacáridos (Tabla III,C)

se reveló la presencia de 2,3,4,6-tetra-Me-Glc, 2,3,6-tri-Me

Glc y 2,4,6-tri-Me-Glc radiactivos. Estos resultados concuer

dan con aquellos ootenidos por oxidación con periodato al evi

denciar que la (14C)-glucosa está ligada principalmente entre

carbonos 1 y 4, aunque con ámbos métodos se detectó la presen

cia de (14C)-glucosa con enlaces 1,3.

La configuración anomérica de los enlaces glicosídicos en

14C-AI1se ootuvo por digestión con glicosidasas purificadas

como se descriue en la sección 6 de Material y Métodos. Los

resultados se muestran en la Tabla 1V. Celulasa hidroliza un

73%de la radiactividad contenida en 14C-AI1y B-glucosidasa

un 45%. Trabajando con el mismo sistema, Conte & Scott Pore

encuentran que una fracción ácido-resistente, equivalente a

A11, es degradada por celulasa y quitinasa272. En este traba

jo no se identificó N-Acetil-glucosamina comoproducto de hi

drólisis de A11pero, comose verá en el Capítulo 2, la quiti

na se solubiliza por incubación con las memoranas (Taola V).

Similares porcentajes de hidrólisis se ootuvieron usando
14celulosa amorfa comosustrato, sugiriendo que C-AI1 contie

ne mayormente glucosas ligadas en posición B.
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TABLAIII. Análisis de 14c-AI1 por diferentes métodos.

Método de 4 _

Tratamiento separación C-pr°ductos (%)
(solvente) identificados

A- Hidrólisis ácida

HCl fumante, EP(F) monosacáriaos neutros (60)
5 h, 4°C polímeros en origen (40)

H2804 35% CP(B) glucosa (54)
e h, 1oo°c disacárido (14)

polímeros en origen (32)

B- Oxidación c/ pg CP(B) glucosa (23)
riodato, reducción eritritol (77)
e hidrólisis ácida

C- Permetilación e CCP(H) 2,3,4,6-tetra-he-Glc (22)
hidrólisis ácida 2,3,6-tri-Me-Glc (65)

2,4,6-tri-He-Glc (13)

La obtención de
Material y Métodos.
tras se hidrolizaron parcialmente con ácido.

14C-AI1 se describe en la sección 4.1 de
Antes de los tratamientos B y C las mues
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TABLAIV. Hidrólisis enzimática de 140-1111.

Hidrólisis

. - ., 14.GliCOSidasa L-A11 Celulosa

cpm % mg %

Control ND - ND 

(Qamilasa 1440 7,2 42,3 11,4

B-amilasa 5360 26,8 51,3 13,8

(}glucosidasa 3830 19,1 27,5 7.4

B-glucosidasa 6880 44,4 203,5 55,0

Celulosa 14700 73.5 306,0 82,5

Muestras (20000 cpm: 100%)fueron tratadas con distin
tas glicosidasas comose descrioe en la sección 6 de
Material y Mépodos. Celulosa amorra (370 mg: 100%) se
usó comocontrol de las actividades giicosidásicas. Des
pués de la incubación, las muestras se precipitaron con
etanol 80%. La radiactividad remanente en el sobrena
dante o reacción positiva con fenol-sulfúrico se consi
deró material hidrolizaoo.

Los datos en conjunto permiten concluir que en la pared

celular de Prototheca se sintetiza ¿a ¿iio un B-(1,4)B-(1,3)

glucano.

El hallazgo de un momentoóptimo de síntesis de B-gluca

nos en el ciclo biológico del alga, reflejado ¿g vitro, trans
formóa Prototheca zogjii en el material ideal para iniciar la

investigación propuesta en los objetivos de esta tesis.
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CAPITULO 2

DEMOSTRACION DE LA PRESENCIA DE ACTIVIDADES

CLUCOSIL TRANSFERASA EN MEMBRANAS. ESTUDIO

COMPARATIVO DE LAS PROPIEDADES CINETICAS Y

FISIOLOCICAS.

Se ha demostrado en el Capítulo 1 que extractos crudos

obtenidos a partir de cultivos sincrónicos de Prototheca zopfii

catalizan la síntesis de polisacáridos insolubles en álcali cg
liente utilizándose GDF-(14C)-glucosacomosustrato. Por otra

parte, en experimentos preliminares se observó que en presencia

de UDP-(3H)-glucosa también se obtenían productos insolubles

en álcali caliente radiactivos, no pudiendo discriminarse si

se trataba de dos vías paralelas que conducían a distintos prg

ductos o si ámbos NDP-glucosa eran dadores de glucosilos para

la mismavía. El estudio de parámetros cinéticos y requeri

mientos de las glucosil transferasas permitieron dilucidar la

incógnita. Se presentan en este capítulo los resultados obtg
nidos y aquellos correspondientes al análisis de los productos

insolubles en álcali caliente denominados A12 y A13 formados

a partir de incubaciones en las que se emplearon UDP-(3H)-glu

cosa y GDP-(I4C)-glucosa comosustratos. Respecto a las ciné

ticas de formación de productos insolubles en álcali versus

tiempo, éstas se realizaron sólo para A12y se discutirán jun

to con las de TCAIen el Capítulo 3.
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1. Efecto de cationes divalentes.

La influencia de iones soore la cantidad de glucosa trans

ferida a A12se ilustra en la Figura 7. La mayor incorporación

FIGURA7. Requerimiento de cationes divalentes en la síntesis
de A12.
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Los ensayos se efectuaron en condiciones standard de
incubación (1h) y extracción del producto (sección
4.2.2. y 5 de Material y Métodos). Iones distintos
de Ca+2 se probaron en concentración 10 mMexcepto
donde se indica.
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se logró con Ca+2 5 mMseguida de Hg+2. Cuando se suplementa
. . + . . a .ron Juntos iones Ca 2 y Mg+2, en 1a misma concentraCion final

cada uno, el efecto estimulatorio de los cationes no fue aditi
vo. No se observó incremento en la incorporación de radiacti

vidad en A12 por el agregado de EDTA2 mMjunto con Ca+2 10 mM

por lo que, aparentemente, no habría en el extracto iones meté

licos capaces de inhibir la reacción enzimática. Antecedentes

de estimulación por Ca+2 fueron informados para glucan sintetg
72sas de Gossypigmhirsutgm y Phaseolus aureus54 cuyas activi

dades se midieron en condiciones semejantes a las que se descri

ben aquí.

El efecto de diferentes iones sobre la actividad glucosil

transferasa en presencia de SDP-(14C)-g1ucosa se muestra en

1a Figura 8.

FIGURA8. Requerimiento de cationes divalentes en la síntesis
de A13.

g: o
l.9 1'
x 3_ COIOmM o

E EDTA 2 mM
Ci
U

13 2' MgtMn O
o Ni o
E
¿É Ba o

a 14 Sr o
i) Fe Oo
o: Zn o

Ca,Cu,EDTA o
O L 1I l I

2 6 10

Co*2 (mM)



45

FIGURA 8.

Las condiciones de incubación y extracción son las mismas que
se mencionan para 1a Figura 7.

La mayor incorporación de radiactividad en A13 se obtuvo

con Co+2 5 mM. La acción del Ca+2 no modificó la actividad

basal (sin agregado de sales) de la GBP-gluCOsazglucosil trans
ferasa, por lo que se deduce que no es cofactor de la enzima.

El efecto de EDTA,ensayado solo o con 00*2, sugiere que las

membranasno contienen inhibidores salinos para la actividad

medida. También, es importante mencionar que el estimulo que

ejerce el Co+2 soore la afinidad de la enzima por CDP-glucosa

no na sido descripto en otros sistemas análogos.

Las diferencias observadas en cuanto a requerimientos de

cationes divalentes sugieren que hay por lo menosdos activi
dades enzimáticas fácilmente diferenciables.

2. pH óptimo y estabilidad enzimática.

La síntesis de A12 y AI} dependió de la selección del bug

fer y de la concentración de H+. En las Figuras 9 y 10 se ob

serva que, con los buffers ensayados, el rango de pH adecuado

para medir la síntesis de A12es entre 7.5 y 8,0 (Figura 8)
mientras que el pH óptimo para medir A13 es de 7,5 (Figura 9).

La máxima incorporación en ámbos casos se obtuvo con Tris-HCl

bO mM,a pH 7,5. Numerosos trabajos en el tema dan cuenta de

que la síntesis in vitro de polisacáridos de pared celular
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ocurre en un ambiente neutro o ligeramente alcalin055’69'273.

FIGURA9. Efecto de pH sobre la incorporación de (3H)-glucg
sa en A12.
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En las condiciones de incubación (1h) y extracción
que se descrioen en las secciones 4.2.2. y 5 de Mg
terial y Métodosse ensayaron los siguientes buffers:
(o) Tris-HCl; (o) Dietil-barbitúrico; (D) Hepes y
(I) Fosfato de Na. La concentración de todos los
buffers fue de 50 mM.

Respecto a las glucosil transferasas en relación a su

estabilidad y el medio seleccionado para conservarlas, se op

.------_-_------__--__1
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FIGURA10. Efecto de pH sobre la incorporación de (14C)-glucg
sa en A13.
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Las condiciones de ensayo, extracción y símbolos
empleados en este experimento son los mismos que
se indican para 1a Figura 9.

servó que, en buffer Tris-HCl, pu 7,5 y a temperatura ambien

te, se pierde el 96%de las actividades después de 4h. Se

comprobó también que ámoas enzimas son muy sensibles al congg

lado y descongelado aún en glicerol 20%, que parece proteger
. . . . l Olas enZimas contra 1a inactivac1on en frío (-20 C),

3. Actividades glucosil transferasa en función de la concen
tración de sustratos.

En la Figura 11 se representa la dependencia de la veloci
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FIGURA11. Gráficas de Lineweaver-Burk para actividades UDP
glucosa: glucosil trausferasa y Guy-glucosa: ¿lu
cosil transferasa.
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Las diferentes concentraciones de sustratos se ajustaron agrg
gando cantidades fijas de UDP-(3H)-glucosa (o) ó GDF-(140)
glucosa (o) y concentraciones variables de los mismos compueg
tos no radiactivos. La velocidad se calculó comopmoles de

31+“ (‘4
en A12 y AI} y calculando para cada concentración de sustrato
glucosa x min"1 estimando la ( C)-glucosa incorporada

los pmoles de glucosa correspondientes según la actividad espe
cifica de cada NDP-glucosa. Los métodos de incubación y extrag
ción fueron los usados en condiciones standards.
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‘

dad de reacción para la formación de A12 y A13 con la concen

tración de UDP-glucosa y SDP-glucosa reSpectivameute. De los

resultados se deduce que, tanto la reacción de síntesis de

A12 como la de A13, siguen una cinética de tipo micaeliano.
5Se calculó una Kmaparente de 1,7 x 10- My una Vmáx de

166 pmoles de glucosa/min incorporados en A12. Para A13 se
5obtuvo una Kmaparente de 2,15 x 10' M y una Vmáx de 114,3

pmoles de glucosa/min.

4. Efecto de incubaciones prolongadas sobre la síntesis de
A12.

Accidentalmente, en ensayos preliminares se había obser

vado una disminución de la radiactividad incorporada en A12,

durante incubaciones prolongadas (más de 3 h). Ese hecho lle

vó a pensar en la presencia de glicosidasas en las membranas.

Se procedió a incuoar las mismas con el aáregado de ( y B-poli

sacáridos. Los resultados que se muestran en la Tabla V ind;

can la presencia de B-glicosidasas. Las diferencias cuantita

tivas que se observan por el empleo de distintos métodos colg

rimétricos, sugieren que los compuestossoluoilizados a partir

de homopolisacáridos (celulosa y quitina) no fueron monosacé

ridos.’ La actividad degradativa podría atribuirse a B-endo

glucanasa3274.

Conel propósito de anular el efecto de las glicosidasas
se adicionaron a la mezcla de incubación varios compuestos cg

mo celobiosa, quitina y celulosa amorfas y almidón, en forma



TABLAV. Detección de glicosidasas en las membranas.

Carbohidratos en la fracción

soluble en etanol 70%Sustrato
Azúcares:

(210 mg)
reductores totales

(nmoles)

Sin agregados 0,002 0,014

Celulosa 73,4 785,3

Almidón - _

Quitina 1,13 832.4

A12 190,0 811.5

Celulosa y quitina amorfas y A12 se obtubieron como se
detalla en las secciones 7.1.5. 4.2.2 y 5 de Material
y Métodos. Las incubaciones (1,5 h) se realizaron en
condiciones standard con el agregado de los distintos
polisacáridos en un volúmen de 100 ul. Las incubacig
nes concluyeron calentando los tubos 1 min a.100°C, se
agregó etanol 70%final y se dejó en frío 30 min. Azu
cares reductores y totales se midieron en el sobreng
dante (centrifugación a 3000 xg, 10 min) por los métg
dos de Somogyi-Nelsony fenol-sulfúrico respectivamente.



separada. Conquitina y, especialmente con celulosa, la in

corporación de radiactividad en A12no fue superior a la obseg

vada en 30 min y sin adiciones, pero se vio un electo proteg

tor en tiempos largos (Figura 12). La celulosa amorfa no afeg

FIGURA12. Efecto de celulosa sobre la síntesis de A12.

.celuloso

—celuloso

Rodioctividod(cpmx10-3)

l l

o 20 sb 1do

Tiempo ( min)

‘Las condiciones de incubación y extracción de A12
son las descriptas en las secciones 4.2.2. y 5 de
Material y Métodos, excepto que las incubaciones
se realizaron con el agregado de 20 ug de celulosa
amorfa.

tó los valores iniciales de incorporación (1 a 20 min) sugi
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riendo que no tiene efecto activador en la síntesis del prg

ducto, mientras que en incubaciones prolongadas (más de 60 min)

protegió la síntesis de A12de la presencia de glicosidasas.

En el Capitulo 3 se discutirá con detalle la participación de
la celulosa amorfa comoaceptor de glucosilos en la síntesis
de A12.

A partir de estos resultados se decidió agregar regularmen
te celulosa amorfa a las mezclas de incubación standard con

los dos sustratos.

5. Especificidad de las glucosil transferasas.

Los resultados obtenidos en cuanto a requerimientos en ca

tiones divalentes (Figuras 7 y 8) sugirieron que en membranas

de Prototheca hay dos glucosil transferasas distintas. Para

probar la especificidad de cada una de las enzimas por un de
terminado sustrato se realizaron incubaciones standards con

sustratos radiactivos y el agregado de UDPó GDF-glucosa y

Ca+2 o Co+2, en forma separada. Los resultados de las Tablas

VI y VII muestran que, no hubo efecto de dilución isotópica

con ninguno de los NDP-glucosa ensayados y que la incorpora

ción de radiactividad en los productos fue muy baja cuando no

se incluyó en la incubación el ión adecuado.

Estos resultados indicarían que el sistema de membranas

contiene dos rutas paralelas aunque no se descarte que ámbas

vías tengan etapas comunes.
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TABLAVI. Efecto de NDP-glucosa sobre la síntesis de A12.

Sustrato radiactivo (30 uM) Ca+2 3B incorporado

+ en A12
1 _ (5 mM) .

NDP-glucosa (350 uM) (cpm)

UDP-(3H)-G1c no 174

UDP-(3H)-Glc + GDP-Glc no 162

UDP-(3H)-Gic si 2173

UDP-(3H)-G1c + GDP-Glc si 2156

UDP-(3H)-Glc + ADP-Glc si 2190

UDP-(3H)-Glc + CDP-G10 si 2241

UDP-(3H)-G1c + UDP-Glc si 489

14 . _GDP-( C)-Glc Sl 250 (*)

Las condiciones de incubación (1 h) y extracción de produg
tos se describen en las secciones 4.2.2 y 5 de Material y
Métodos.
(*) Radiactividad incorporada en A13.
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TABLAVII. Efecto de NDP-glucosa sobre la síntesis de A13.

Sustrato radiactivo (40 um) C0+2 140 incorporado en
+ A13

NDP-Glc (330 un) (b m“) (cpm)

\ D
GD}-( C)-ulC no 126

GDF-(14C)-Glc + UDP-Glc no 150

.\ 14 r. . ,GLP-( C)-ulC Sl ¿859

GDF-(14C)-Glc + UDP-Glc si 291o

GDl’-(14C)-Glc + GDP-Glc si 520

UDP-(3H)-Glc si bb"! (*)

El experimento se realizó comose indica para la Tabla VI.

(*) Rádiactiviaad incorporada en A12.
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6. Identificación de 3H-AI2 y 14C-AI3.

Polisacáridos insolubles en álcali caliente radiactivos

se identificaron por diferentes métodos. Los resultados que

se presentan en las Tablas VIII y IX corresponden a tratamien

tos con enzimas hidrolíticas. B-glucosidasa y celulasa hidrg

TABLAVIII. Hidrólisis enzimática de AI2.

3Tratamiento H-AI2 Hidrólisis

enzimático Hidrolizado Resistente (%)
(cpm)

Control ND 12500 0

B-amilasa 1725 10775 13,8

(¿amilasa 1640 10879 13.1

B-glucosidasa 7200 5300 57,6

<}¿lucosidasa 480 12151 3,8

Celulasa 8258 5505 66,0

Pronasa 1320 11251 10,5

Muestras de 3H-AI2 (12500 cpm) se trataron con difereg
tes glicosidasas y pronasa comose describe en la seg
ción 6 de Material y Métodos. Las incubaciones conclg
yeron con el agregado de etanol 66%final. La radiag
tividad en el sobrenadante se consideró material nidrg
lizado.
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lizaron un 51,6% y 60% de A12 (Tabla VIII) y un 59,7% y 79,3%

de A13 (Tabla IX). Otras glicosidasas y pronasa también pro

dujeron hidrólisis. Este comportamientopuede ser atriouído

TABLAIX. {idrólisis enzimática de A13.

Tratamiento 14C-AI3 Hidrólisis

enzimático Hidrolizado Resistente (%)
(cpm)

Control ND 9000 O

B-amilasa 621 8379 6,9

(Eamilasa 708 8292 7,86

B-glucosidasa 5380 3620 59,7

(fglucosidasa 306 6694 3,4

Celulasa 7140 1660 79.3

Pronasa 89D 6105 9.94

'Muestras de 14C-AI3 (9000 Cpm) se trataron en las condi
ciones descritas en la Tabla VIlI.

a actividades inespecíficas. El patrón de sensibilidad enzi
mática de los productos fue consistente con aquel obtenido

para celulosa amorfa cuando fue sometida a los mismos trata

mientos (Tabla IV).

Hidrólisis ácidas seguidas por electroforesis en papel

(Tablas X y XI, A) mostraron que A12 y A13 no contienen com
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puestos cargados. Sólo fueron encontrados (3H)-¿lucosa, (3H)

celobiosa y (3H)-laminaribiosa (Tabla X, A y B) para A12 y,

(14C)-¿lucosa y (14C)-celobiosa (Tabla A1, A y b) para A13,

tanto por cromatografía comopor electroforesis en papel de

hidrolizados ácidos o enzimáticos. La presencia de oligosa

cáridos radiactivos en el origen se interpretó comoel resul
tado de tratamientos hidrolíticos incompletos.

3H-AI2 y 14C-AI3 metilados e hidrolizaoos a monosacáridos

se analizaron mediante cromatografía en capa delgada. Los re

sultados en la Tabla X,C indican que A12 contiene ligaduras

glicosídicas entre los carbonos 1 y 4 mayoritariamente y 1,3

en menor proporción. Debe notarse que los mismos resultados

se obtuvieron ¿n lilg (Capítulo 1, 4.). Los monosacáridos de

rivados de la permetilación de A13, seguida de hidrólisis áci

da, fueron identificados como2,3,4,6-tetra-Me-Glc y 2,3,6-tri
Me-Glc (Tabla XI,C). Se trataría de un ¿lucano celulósico.

La formación de (3H)-glucitol deSpués de reducir 3H-AI2

con NaBH Tabla X,D) podría indicar que las cadenas tienen
4 <

su extremo reductor libre. La relación glucosazglucitol ind;
có un largo de cadena promedio para A12 de 37 residuos hexosa.

El grado de polimerización estimado por este método concuerda

con la elución de A12 en el volúmen muerto de una-columna de

Biogel P-6 (datos que no se muestran).

Aunqueno se conozca la estructura precisa de A12, los

experimentos resumidos en las Tablas VIII y X indican que, sg

ore la base de su comportamiento químico y análisis enzimática,
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TABLAX. Identificación de A12 por diferentes métodos.

. método de 3
Tratamiento separación H-productos (%)

(solvente) identificados

A- Hidrólisis ácida

HCl fumante, 51(5) monosacáridos neutros (30)
b h, 4°C polímeros en origen (70)

112804 39%, CP(B) glucosa (96)
8 n, 100°C polímeros en origen (4)

hCl 2,5 N, EP(C) glucosa (60)
3 h, 1oo°c celobiosa (1a)

laminarioiosa (5)
polímeros en origen (17)

B- Hidrólisis CP(F) glucosa (48)
enzimática, celu celobiosa (8)
lasa, 4d, 35°C polímeros en origen (44)

C- Permetilación e CCD(H) 2.3.4.6-tetra-He-Glc (23)
hidrólisis ácida 2,3,ó-tri-He-Glc (62)

2,4,6-tri-Me-Glc (14)

D- Reducción c/NaBH4 EP(G) glucosa (93)
e hidrólisis ¿lucitol (2,5)
ácida polímeros en origen (4,5)

3H-AI2 se obtuvo por incubación masiva (x 10). Hidrólisis
y separación de productos fueron realizadas comose describe en
la sección 7 de Material y Métodos.
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TABLAxl. Identificación de AI} por diferentes métodos.

Tratamientos metodo de 14C-productos
separación _ (%)
(solvente) identificados

A- hidrólisis ácida

HCl fumante, EP(F) monosacáridos neutros (52)
5 h 4°n’ V polímeros en origen (4d)

1-1280435%, CP(B) glucosa (67)o
8 h’ 100 C celobiosa (15)

polímeros en origen (18)

HCl 2,5 N, EP(C) ¿lucosa (63)
- o

5 h' 100 C celobiosa (21)

polímeros en origen (16)

B- Hidrólisis enzi CP(E) glucosa (57)

matica,ocelulasa celobiosa (18)
4 d, 35 c ,polimeros en origen (25)

C- Permenilación e CCP(H) 2.3.4.6-Letra-He-Glc (32)

hidrolisis acida 2,5'6_tri_Me_Glc (68)

14C-A13se ootuvo por incubación masiva (x 10). Hidróli
sis y separación de productos fueron realizadas comose descri
be en la sección 7 de Material y Métodos.
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sólo está presente un compuesto: un polímero neutro de glucosa.

Su susceptibilidad a B-glucosidasas purificadas y ensayos de

metilación muestran que A12 es un B-(1,4)-glucano con algunas

ligaduras B-(1,3). Noes posible decir si las 8-(1,3)-glucosas

están unidas a la porción B-(1,4) en una misma cadena, o si se

trata de moléculas independientes que coprecipitan en etanol.

Estos resultados son consistentes con aquellos obtenidos por

oxidación con periodato y metilación en estudios realizados ¿n
¿iio (Tablas III y IV) donde la relación (1,4):(1,3) fue de

4:1. Es posible, sin embargo, dar algunas explicaciones para

la presencia de B-(1,3)—glucanos hallados en A12. En diferen

tes sistemas, 1a síntesis ¿n litro de B-(1,3)-glucanos (callg
sa) puede ser el resultado de una respuesta al daño cuando se

obtienen preparaciones libres de células de tejidos en plantas

superiores53 u hongosz75. Por el contrario una pr0porción bg

ja de ligaduras B-(1,3) comola Obtenida por estudios ¿n lila
sostiene la idea de que UDP-glucosa:B-(1,3)-glucan sintetasa

(EC 2.4.1.34) es un constituyente natural y activo en membra

nas de Prototheca tal comoocurre en fibras de algodón7¿ y el

alga dinoflagelada Peridium westiizlb.

De los datos expuestos en las Tablas IX y xI Se despren
J4de que C-A13 es un B-(1,4)—glucano. Estos resultados coin

. . 2ciden con los que se obtuVieran anteriormente 45 para este pro

ducto y que fue considerado un polisacárido de tipo celulósico.
Del análisis de los resultados que se presentan en este

capítulo, surgen evidencias de que las membranascontienen por



61

lo menos tres glucan sintetasas y no dos comose pensara al cg

mienzo de este estudio. Dos de esas enzimas, GDF-glucosa: B

(1,4)-D-glucan sintetasa (EC2.4.1.29) y UDP-glucosa: B-(1,4)

D-glucan sintetasa (EC2.4.1.12), cuyos requerimientos salinos

son netamente diferentes, sintetizan B-glucanos celulósicos.
Por otra parte, en presencia de Ca+2y UDP-glucosa, se activa

una tercera enzima, UDP-glucosa:B-(1,3)-D-glucan sintetasa

(EC 2.4.1.34). El producto resulta ser un B-glucano mixto.

Considerando la baja proporción de ligaduras B-(1,3) verifica

das ¿n gitrg (Tablas VIII y x) e ¿n lilg (Tablas III y IV), se
podría descartar entonces que, las condiciones elegidas para

estudiar ¿2 xigrg la síntesis de B-glucanos a partir de UDP

glucosa, sean desfavorables para la expresión de la UDP-glucg

sa: B-(1,3)-D-glucan sintetasa.

Se ha comprobado también que las actividades B-glucan sin

tetasas no se interfieren en las condiciones de ensayo defini
das comostandards en la sección 4.2.2 de Material y Métodos.

En consecuencia, se decidió a esta altura del trabajo proyeg

tado, tomar comoreferencias los resultados que se obtuvieran

con la vía metabólica que usa UDP-glucosa como sustrato, para

lograr los objetivos pendientes.

7. Acción de inhibidores y activadores sobre la síntesis de

A12.

En el Capítulo 1 se demostró que, ¿g vivo e ¿2 vitro,

B-glucan sintetasas están sometidas a períodos de activación
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y quiescencia durante el ciclo biológico de Prototheca zopfii.

Este hecho sugirió que la síntesis de B-glucanos estaria regu

lada por un mecanismocíclico de activación-inactivación enzi

mático. Tomandocomo base los resultados que se resumen en la

Figura 6 y las condiciones óptimas para la síntesis de A12, se

decidió ensayar el erecto de varios compuestos, inhibidores o

activadores en el camino Diosintético de polisacáridos, e ini

ciar el estudio de un posible mecanismoregulatorio. Dichos

compuestos se agruparon en compuestos de diferente naturaleza

(Tabla XII) y nucleótidos tri, di y monofosforilados (Tabla XIV).

La efectividad de los compuestos ensayados fue evaluada en té;

minos de inhibición y activación de la incorporación de radiag

tividad desde UDI-(3H)-glucosa en A12 y se expresó como porcen

taje del control.
EDTAse cita como causante de la disrrupsión de complejos

particulados localizados en el plasmalema, donde probablemente

ocurre el ensamblaje de fibras de celulosa117. Ensayado en

concentración 1 mMno tuvo acción significativa, tal vez por

que en el medio de incubación no hubo iones metálicos que inhi

bieran la reacción comose demostró precedentemente (Figura 7).

Sin embargo, tuvo efectos inhibitorios ¿n vilo que fue posible

revertir por dilución (Capítulo 1).
Cumarina se indica comoinhibidor de la síntesis de celu

277. La síntesis de A12 no se vio afectada pero,
118

o

losa ¿a vivo
in vivo, se obtuvo 95%de inhibición en la síntesis de A11

postulándose que dicha inhibición fue a nivel de iniciación de



las cadenas. Sin embargo, no deben descartarse posibles efeg
89tos sobre la mitosis

05126 i vivo.

o sobre la permeabilidad de los teji
d

Glicerol resultó ligeramente innioitorio si bien hubo efeg
to positivo en la preservación de la actividad enzimática en

frío (Capítulo 2). Inhibición en la formación de B-glucanos

ha sido detectada en concentraciones de glicerol superiores
al 20%114.

27aPEG-4000, reconocido promotor de la fusión de membranas ,

mostró un marcadoefecto activador y/o protector. Posterior

mente se ensayaron varias concentraciones (Tabla XIII) obte
niéndose la máxima incorporación con PEG 15%.

TABLAXIII. Acción de PES-4000 sobre la síntesis de A12.

PEC-4000 Radiactividad incorporada en
3H-A12

(%) (cpm)

O 2010

5 2315
10 2651

15 2945
20 2886
25 2921

Las condiciones de incubación (45 min) y e;
tracción se detallan en las secciones 4.2.2 y 5
de Material y Métodos. PEG-4000 se agregó en las
concentraciones indicadas.



64

Triton 3-100 y SDSinnioieron fuertemente la formación de

A12, tal vez porque en su presencia las membranasperdieron in

tegridad que llevó a la inactivación del complejo enzimático.

Proteínas como SABy ovoalbúmina no tuvieron efecto proteg

tor. Tampoco se evidenció cambio por agregado de compuestos

presentes en la fracción soluble del homogenato.

Calcofluor White, cuya función es la de desacoplante de pg

limerización y cristalización de fibras de celulosa, por forma
ción de puentes de H entre grupos 0h libres27% no tiene efecto

en la formación de A12.

Los resultados de la Tabla XII, referidos a cumarina, EDTA

y Calcofluor White indicaron que, ¿g vitro, esos compuestos no

ejercen sobre la síntesis de B-glucanos, el efecto que se les

atribuye ¿g 1¿12280. Cualquiera sea la causa, el sistema ¿n

vitro es parcialmente eficiente debido, en parte, al método de

extracción de membranas empleado.

Con ATP bOOuH la formación de A12 fue incrementada en un

40%(Tabla XIV). La activación enzimática ooservada podría es

tar relacionada con un proceso de fosforilación, de las propias

sintetasas o de factores presentes en el medio de incubación,

tal comose postulara para la síntesis de B-glucanos en Bactg

rias12L y hongos114’115’128. No se descarta que el efecto se
deba a la protección de UDP-glucosacontra enzimas degradativas,

si bien la incubación de UDP-glucosa con membranas, sin AT} y

CaClz, seguida por cromatografía en papel, resultó en un pico
radiactivo en la posición de UDP-glucosa standard. Cuando se
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TABLAXII. Efecto de distintos compuestos sobre la actividad

UDP-glucosa:glucan sintetasa.

Incorporación de (5H)Glc
en A12

(%del control)

Compuesto agregado

EDTA 1 mM 99.35

Cumarina 150 uM 99,84

Glicerol 20%(v/v) 92,7

PES-4000 20% (p/v) 144, 2

Triton X-1OO 5,1

SDS 0,5% (p/v) 5,4

SAB 100 ug 102,3

0voaloúmina 100 ug 100

Soorenadante (100000 xg)
hervido, 100 ug 101,5

Sobrenadante (100000 xg)
hervido y dializado, 100 ug 100,5

Calcofluor White 50 ug 105

Control 100 (4300 cpm)

Incubaciones(45 min) y extracciones se efectuaron
en condiciones standard (secciones 4.2.2 y 5 de Materi
al y Métodos).
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TABLAXIV. Efecto de nucleótidos sobre la actividad UDP-glucg

sa: glucan sintetasa.

hucleótido (3H)G1c incorporada en A12

agregado Nucleotido
10 um 500 uH

(%del control)

ATP 109,2b 139,44
GTP 100,85 105.48
UTP 100 100

CTP 100 100

ADP 100 99

GDP 100 100

UDP 98,3 88,25
CDP 100 100

UDP-d-Glc 100 99,5 (i)
GDP-d-Glc 100 100,2 (*)

AMP 100 99. 5

GMP 100 100

UMP 100 97,4
CMP 100 100

Control 100 (5400 cpm)

Las condiciones de incubación y extracción son las
que se indican para la Tabla XII.
(*) concentración 150 uM.



prooó el efecto de ABF-glucosa 350 uM (Tabla VI), éste no dilu

yó la marca radiactiva incorporada en A12, indicando que no fue

sustrato alternativo. Este resultado sugirió ademásque, no hu
bo efecto protector de ATPcontra enzimas degradativas. Debido

a que la activación de la UDP-glucosa: glucan sintetasa se obtu
vo a concentraciones de ATPun orden de magnitud mayor que la

de UDP-glucosa, no se descartó que el ATPfuera hidrolizado por

una ATPasapresente en el extracto crudo. Esta posibilidad no

fue explorada.

Nucleótidos de uridina afectaron en distinto grado 1a acti

vidad enzimática. Es prooaole que UDP, como producto de degra

ción de UDP-glucosa, se acumule y resulte inhioitorio, sobre tg

do en incubaciones largas. En menor medida este efecto se re

flejó con UMP. Contrariamente, UDP-d-glucosa, análogo del sus

trato y descrito comoinnioidor del reciclamiento de lípidos

glicosilados11d, no tuvo efecto.

Los resultados preliminares soore acción de los compuestos

seleccionados comoposibles modificadores de la síntesis de

A12 (Tablas X11 y XIV) no justificaron encarar un estudio de pg

sioles mecanismosregulatorios de la UDP-glucosa: glucan sintg

tasa.
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CAPITULO 3

EVIDENClAS PARA LA FORMACION DE UN PRE

CURSOR DURANTE LA SINTESIS DE Al2.

1. Productos de fraccionamiento.

En la sección b de Material y Métodos se describe el procg

dimiento seguido para aislar una fracción insoluble en TCA,dg

nominada TCAI, y de otra insoluble en etanol 66%y en álcali

(A12) en ese orden. La Tabla XVmuestra la distribución de

radiactividad incorporada en ámbas fracciones después de 1 h

de incubación. El 5%del total de la radiactividad fue preci

pitado con TCA10%libre de lípidos. La fracción insoluble

en etanol 66%, obtenida a partir del sobrenadante ácido, reprg

senta el 16,6%de la radiactividad total que, a su vez, es ig

soluble en álcali caliente en un 14%. En análisis preliming

res se verifica que TCAI:

1- no pierde radiactividad por calentamiento a 10000 con el

mismoácido o por diálisis exhaustiva,

2- es soluble en álcali diluido (NaOHo NH4OH0,15 Ma temp;

ratura ambiente) y en ácido fórmico, y

3- absórbe a 280 nmy da reacción positiva con reactivos de

fenol-sulfúrico, Lowryy Biuret.

Las propiedades señaladas por el método de fraccionamieg

to sugieren que TCAIcontiene cadenas glicosídicas unidas cg

valentemente a un aceptor proteico.



TABLAXV. Distribución de (jH)-glucosa en diferentes fraccig

nes.

43 o . ,( H)-g1ucosa incorporada
Fracción

CPM %

Insoluble en TCA 10%

(TCAI)

- o°c, 30 min 8250 5,5

- 100°c, 1o min 603o 4,0

Insoluole en
etanol 66%

- 0°c, 1 n 24900 16,6

Insoluble en
NaOH 0,2 H (A12)

- 1oo°c, 1o min 20590 13,9

Las membranas fueron incubadas con UDP-(3H)-glucg
sa durante 1 h y aislados los productos comose describe
en las secciones 4.2.2 y 5 de Material y Métodos, excep
to que el primer precipitado en TCAfue resuspendido en
TCA10%y calentado por 10 min en una de las muestras.

2. Formación de TCAI y A12 en el tiempo.

Cuando las membranas fueron incubadas con UDP-(3H)-glucosa

en condiciones standard por diferentes tiempos, se detectaron

cantidades variables de TCAIy A12. Las cinéticas de incorpg
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ración se muestran en 1a Figura 13,A. La marcación de TCAIcon

FIGURA13. Formación de productos en el tiempo.
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FIGURA 13.

Incubación y extracción se realizaron en condiciones standard
(secciones 4.2.2 y 5 de Material y Métodos). A: TCAI (o) y
A12 (o) se extrajeron y midieron en los tiempos indicados;
B: después de incubar 10 min, se agregó UDP-glucosa 5 mma la
mezcla de incubación.

(3H)-glucosa ocurre en los primeros 10 min alcanzando un"pla

teau"después de 15 min. En A12, la incorporación sucede a ve

locidad constante después de un corto período"lag? La rápida

síntesis de TCAIy el"lag"inicial en la formación de A12sugig
ren una relación precursor-producto.

Conel objeto de obtener evidencias adicionales sobre el

posible rol de TCAIcomo precursor de A12, se realizó un clási

co experimento de pulso y "Chase". El extracto crudo fue incu

bado con UDP-(3H)-glucosa 10 min y en ese momento se agregó

UDP-glucosa 4 mMfinal. La distribución de radiactividad en

los productos se muestra en la Figura 13.B indica que el 3H de

TCAIes transferido a A12. La incorporación de (3H)-glucosa

en A12 alcanza un máximo después de 40 min, mientras que en

TCAIla radiactividad se incorpora linealmente durante 15 min

y luego desciende a un valor mínimo de incorporación de marca

que se mantiene a partir de los 50 min. Esta distribución de

radiactividad indica que TCAIes un posible precursor de A12.

3. TCAIy celodextrinas comoprecursores en la síntesis de A12.

17 228Cooper & Hanley1 y Franz han sugerido que, tanto celg
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dextrinas como¿lucoproteínas solubles, pueden funcionar como

precursores en la síntesis de B-glucanos de pared celular. Se

probó entonces la capacidad de 3H-TCAIy 3H-celodextrinas como

sustratos en incubaciones standards con UDP-glucosa observan

dose (Tabla XVI) que, la radiactividad de esos compuestos no

se transfiere a A12 bajo ninguna condición._ Una posible expli
cación es que el tratamiento con TCAy/o solventes orgánicos

destruyera la integridad de la membrana281y en consecuencia

la habilidad de transferir radiactividad desde TCAIa polisa
cáridos.

Esos resultados indicaron que, para probar el rol intermg

diario de TCAIhabía que aislar el mismo en condiciones no des

naturalizantes. Para ello se diseñó un experimento en dos eta

pas. La primera consistió en una incubación standard con UDP

(BH)-glucosa de 10 min. La reacción se terminó por dilución

con Tris-HCl 10 mM,pH 7,5 y se centrifugó a alta velocidad

obteniéndose el pellet y sobrenadante correspondientes. El

pellet (fracción membranosa)se lavó para sacar el sustrato ra
diactivo. Con el mismopropósito se filtró el sobrenadante

(fracción soluble) por columnas de Sephadex 6-25 y se recuperó

la muestra eluída en el Vo. En tubo separado se verificó que

la cantidad de 3H-AIZformada en 10 min era irrelevante. En

la segunda etapa las fracciones membranosay soluble tritiadas

se incubaron,con y sin UDP-glucosa, en presencia de PRG-4000

y membranas frescas como fuente de enzimas. Los resultados

del eXperimento se exponen en la Tabla XVII. Es evidente que
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TABLAXVI. TCAIy celodextrinas como sustratos en la síntesis

de A12.

(3H)-glucosa incorporada en

Sustratos del segundo TCAI Etanol 66%

eXperlmento soluble insoluble

_ (cpm)
- jfl-TCAI con lípidos (A) 38'54 79 

3u-TCAI con lípidos
+ UDP-Glc 3706 86 

- 3u-TCAI libre de líp.(B) 541o 115 
3H-TCAIlibre de lípidos

+ UDP-Glc 3295 171 105

- áH-celodextrinas (c) - 321o 
jH-celodextrinas

+ UDP-CIC - 3190 

Primer experimento: 3H-TCAI(Ï lípidos) y 3H-AIZ se obtuvieron
a partir de incubaciones standards de 10 y 60 min respectiva
mente. (A): TCAIsin tratar con solventes orgánicos se neutra
lizó y dializó extensivamente. (B): ïCAI libre de lípidos (seg
ción 5 de Material y Métodos). (C): jH-AI2 se hidrolizó con
HCl 2,5N, 100°C, 3h, neutralizó y filtro por columnas de Biogel
P-6, recuperándose el Ve con Kav: 0,5 ( H-celodextrinas).
Segundo experimento: se incuban (1,5h) los compuestos obtenidos
en el 1er experimento con 300 ug de proteínas, PSG-4000 20%,

CaCl2 5 mMen Tris-HCl 50 mM, pH 7,5, con y sin UDP-glucosa
5 mMen un volúmen de 100 ul. TCAI se extrajo como en (B).
Las fracciones soluble e insoluble en etanol 66%se aislaron
del sobrenadante ácido neutralizado.
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TABLAXVII. Transferencia de radiactividad de TCAI a A12.

Sustratos (5H)-glucosa incorporada

Primera incubación Fracción soluble Fracción membranosa
(cpm)

UDP-(3u)-giucosa 221o 2952

Segunda incubación TCAI A12 Transferencia a A12
(cpm) (%)

3H-fracción soluble
+ UDP-Glc 1930 51 2,57

3H-fracción soluble 2142 36 1,65

3H-fracción membranosa
+ UDP-Glc 2235 103o 31,5

3H-fracción membranosa 2603 103 3,8

Primero las membranas se incubaron en presencia de UDP
(SH)-glucosa en condiciones standard (10 min). La reacción
fue diluída y centrifugada a 100000xg, 1h. El pellet fue la
vado por resuspensión en Tris-HCl 10 mm, pH 7,5 y centrífuga

do nuevamente. El sobrenadante fue cromatografiado sobre cg
lumnas de Sephadex 0-25 y recuperado_en Vo. La segunda incu
bación fue hecha con H-membranasy jH-fracción soluble como
sustratos, durante 1 h, a 30°C en un volúmen final de 60 ul y
conteniendo PEG-4000 20%, CaCl2 5 mM, 300 ug de membranas fres
cas y UDP-glucosa 5 mMo no.



75

sólo la fracción membranosapuede transferir radiactividad

(31%) a A12 y que esa incorporación depende del UDP-glucosa a

gregado a la mezcla. También, experimentos paralelos pusieron

en relieve que PECes esencial para la reacción porque su omi

sión resultó en una transferencia escasa de 3B a A12. Este he
cho, junto con los resultados que se muestran en la Tabla XIII

agregan una evidencia más de que el PEGpromueve la fusión de

membranasy la interacción entre proteínas282.

Si bién la función intermediaria de TCAles claramente de

mostrada, queda sin una explicación satisfactoria el que, aún

en las condiciones usadas (Tabla XVII), se obtuvieran valores

discretos de transferencia. Algunasaclaraciones partieron de
los resultados provistos por el siguiente experimento. Células

sincronizadas de Prototneca se marcaron ¿n vivo con (3H)-glucg
sa y se obtuvieron las membranasen la forma habitual. Esas

3H-membranasse incubaron con UDP-(14C)-glucosa y se extrajeron

TCAIy A12 al cabo de 1 h. La distribución de doble marca se

aprecia en la Tabla XVIII. Se calcula que sólo el 26%del 3H

incorporado ¿a vilo en 3H-TCAIse transfiere a A12¿n xiggg.

En cambio, la incorporación de(14C)-glucosa en A12 no se ve

afectada por manipulación de membranassignificando que la in

tegridad de las mismas es importante y que su extracción altg

ra la capacidad de transferir 3B desde TCAIa A12. De los re

sultados presentados en las Tablas XVII y XVIII se deduce que
la radiactividad en TCAIes parcialmente transferida, tanto

¿g vitro como ¿n vivo, a A12 (31 y 26% respectivamente). Dos
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TABLAXVIII. Transferencia de TCAI marcada ¿n vivo.

Radiactividad incorporada en
Sustratos

TCAI A12

5H 14C óH 14C

(dpm) (dpm)

Membranas marcadas

in vivo 1692 - 81 

Membranas marcadas

¿a vivo + UDP-(14C)-Glc 1315 1115 450 1620

Células sincronizadas fueron incubadas durante 10 min con
(3H)-glucosa.ylawadas extensivamente con glucosa y agua. Con
esas células se prepararon membranas como se describe en la seg
ción 3 de Material y Métodos. Se realizaron incubaciones stan
dards con las membranas tritiadas como fuente de enzimas y
UDP-(14C)-¿lucosa 30 uM. Los productos se aislaron como se ig
dica en la sección 5 de Material y Métodos y se cantó la radiag
tividad para ámbosisótopos.

razones pueden aducirse para esta transferencia relativamente

pobre: a) que la radiactividad en las membranasestá asociada

con distintas especies moleculares y sólo una es la involucra

da con la síntesis de A12 y b) que una parte de las membranas

se destruye por manipulación y pierde consecuentemente su capa
cidad de transferencia.
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4. Localización del precursor de A12.

Se incubaron membranas en condiciones standards con UDP

(SH)-glucosa por 10 min. Se aisló la fracción membranosa como

se indicó precedentemente y se la digirió con celulasa o trip

sina en presencia o ausencia de detergente. Mediante una se

gunda incubación con el sustrato frío se pudo medir la capaci

dad de las membranastratadas para transferir (3H)-glucosa a

A12. Los resultados en la Tabla XIX,A indican que un 25% de

la radiactividad en TCAIresistió la tripsinización y un 40%

la acción de celulasa. En presencia de Triton X-100, 95 y 88%

de la marca fue hidrolizada por ámbas enzimas. Este comporta

miento sugiere que parte de la (3H)-glucosa en las membranas

es protegida de la acción hidrolítica si, por ejemplo, está
ubicada en 1a parte interna de una vesícula.

Respecto a la capacidad de transferir (3H)-¿lucosa desde

las membranas pretratadas a A12 (Tabla AIX,B) se ve que membrg

nas digeridas con celulasa transfieren un 60%de la marca rema

nente, en cambio las membranastripsinizadas transfirieron sé

lo el 34%de la marca. Estos resultados indican que el inter

mediario de A12 está dentro de una vesícula y que las sinteta

sas son destruidas por la tripsina. Además,el intermediario
parece ubicado en el interior de una vesícula a cubierto de la
acción enzimática.

Parece claro que la síntesis de A12depende de la presencia

de una proteína glicosilada peáada a las membranaso internali
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TABLAXIX. Efecto de tripsina y celulasa sobre la fracción

membranosa.

Tratamiento de la fracción Radiactividad incorporada en
membranosa

TCAI A12

A) (cpm) (%)_ (cpm) (7h)

Sin tratamientos 4550 100 ND 

Tripsina 1150 25,3 ND 
Tripsina + Triton X-1OO 240 5,3 ND 
Celulasa 1801 39,6 ND 
Celulasa + Triton X-1OO 550 12,0 ND 

B) Sustratos (0pm) (W) (cpm) (%)

Membranassin tratar
+ UDP-dic 3050 69,3 1355 30.7

Membranas tratadas con
tripsina + UDP-Glc 694 66,0 356 34,0

Membranas tratadas con
celulasa + UDP-CIC 516 41.5 729 58,5

Las membranas fueron incubadas en condiciones standards
(10 min) con UDP-(jH)-¿iucosa como sustrato. jH-rracción mem
branosa fue aislada como se indicó para la Tabla XVII. (A) Ali
cuotas (4500 cpm) se incuoaron con 12 ug de tripsina o 10 mg de
celulaSa en presencia o no de Triton X-1OO0,1%. TCAI y A12
se extrajeron comose describe en la sección 5 de Material y
Métodos. (B) Para medir la capacidad de transferencia de las
membranastratadas con enzimas, éstas fueron precipitadas por
centrifugación a alta velocidad, lavadas y reincuoadas en prg
sencia de UDP-¿lucosa 5 mM, PES-4000 20%, 300 ug de membranas
frescas por 1 h.
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zada en una vesícula y de UDP-glucosa comodador de glucosilos.

Unasituación análoga fue planteada para la síntesis de (}glg
canas (glucógeno y almidón). Los estudios pioneros de Krisman

sobre la formación de glucógeno en hígado de rata, mostraron

la existencia de una glucoproteína con funciones precursora3204.

A resultados parecidos se llegó con extractos crudos de papa,

demostrándóse la presencia de una glucoproteína en la etapa
sintética inicial del almidón217.

Es importante aclarar a esta altura que la fracción insg

luble en etanol 66%y,por consiguiente,AIZ están libres de prg

teínas. El experimento que así lo indica consistió en cromatg

grafiar, en gel de poliacrilamida y sin SDS, la fracción insg
luble en etanol 66%, completa y predigerida con celulasa. En

la Figura 14 se ve que los polímeros predigeridos y completos

no entran en el gel indicando que no contienen carga. Estos

FIGURA14. Electroforesis en gel nativo de la fracción insolg
ble en etanol 66%.

,gflúí (+)
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FIGURA 14.

Muestras y ¿el se prepararon comose describe en las secciones
5 y 7.2.4 de Material y Métodos. Fracciones insolubles en eta
n01 66% (180 ug) se sembraron predigeridas con celulasa y tg
ninas con Coomassie Blue (calle A) y con Schifr/ác periódico
(calle B). La fracción sin tratamientos y teñida con Schiff/
ác.periódico se sembró en la calle C.

resultaoos y aquellos en que se obtuvo (3H)-glucitol por redug

ción de 3H-A12 con NaBH4(Tabla X,D) sugieren que las cadenas
polisacarídicas tienen ¿lucosas en sus extremos reductores que

no estarían unidas a otras moléculas cargadas y/o de distinta
naturaleza.

Si, como se deeprende de los resultados, A12 es de natura

leza exclusivamente polisacaríaica (Tabla X,D y Figura 14) y

TCAIes su precursor (Figura 13 y Tabla XVII) es posible que,

en un momentodurante el alargamiento de oligosacáridos ancla

dos a proteínas de la membrana, éstos se libercn de la porción

peptídica. Del evento podrían encargarse las B-glicosidasas

de la membrana (Tabla V y Figura 12). Una situación parecida
. . . 217se ha descrito para la sínteSLS de almidón .



81

CAPITULO 4

AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION DE UN INTER

MEDIARIO CLUCOPROTEICO.

1. Preparación de 14C-3H-TCAI.

En el Capitulo 3 se obtuvieron evidencias parciales de que

TCAIcontiene un polipéptido ligado covalentemente a un polímg

ro de (3H)-glucosa. En busca de evidencias concluyentes sobre

la formación de una proteína glicosilada precursora de A12se

realizó el siguiente experimento. Células en la tercera hora

del ciclo celular se marcaron durante 15 min con (14C)-prolina,

se lavaron extensivamente y obtuvieron 14C-membranas. En el

paso siguiente se incubaron las 14C-membranascon UDP-(3H)-glu

cosa para obtener TCAIdoblemente marcado. Los resultados en

la Tabla XX, Experimento A, muestran la incorporación de radiag

tividad en TCAIdespués de 10 min de incubación. La cantidad

de (14C)-prolina y (3H)-glucosa coprecipitada con TCA10%es

considerable, mientras que la de (14C)-prolina en A12es ínfima.

Este último resultado representa una evidencia más de la natura

leza ethusivamente polisacárida de A12.

En un segundo experimento, la mezcla de incubación se cen

trifugó a alta velocidad y se agregó, en el sobrenadante y prg

cipitado resuspendido, TCAen concentración final 10%, aislán

dose TCAI. La Tabla xx, Experimento B, muestra la relación
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La fracción precipitada por

centrifugación contiene 5 veces más glucosa que la soluole y,
en ella debe reconocerse a la denominada fracción membranosa

(Tabla XVII) que actuó como intermediario de A12.

TABLAXX. Distribución de radiactividad en diferentes produg
tos.

Hadiactividad incorporada
' 140/3'Fraccion H

(3H)-G1c (14C)-Pro

(cpm)

Experimento A

TCAI 25540 10312 0,4

A12 3941 170 0,04

Experimento B

TCAI

Sobrenadante 16019 2055 0,13

Precipitado 10108 7089 0,7

Las incubaciones se realizaron en condiciones stan
dards (10 min) empleándose 14C -memoranas y UDP-(3H)-glucg
sa. ,Experimento A: TCAIy A12 fueron extraídos directameg
te de la mezcla de incubación (sección 5 de Material y hé
todos). Experimento B: la incubación fue terminada por
dilución (30 veces) con buffer, centrifugada a 100000 xg
durante 1 h. TCAIfue obtenida a partir del sobrenadante
y precipitado.
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2. Purificación de GP.

14 3C- H-TCAIfue solubilizada en buffer fosfato de Na con

teniendo ME, SDS y urea, calentada a 50°C por 30 min y croma

tografiada en una columna de Sephadex G-75. De la columna g

luyeron tres picos (Figura 15). El pico I eluyó con el Vo y

los restantes se incluyeron en la columna. Muestras de los

tres picos fueron tratadas con celulasa y B-glucosidasa, resul
tando que sólo el pico III fue digerido por las enzimas además

de tener un alto contenido en glucosa (Figura 15, inserto).

El Mr del pico III se estimó en 28-30 kDa y el contenido de

carbohidratos y proteínas fue, según los métodos de Lowry y

fenol-sulfúrico, de 15 y 85%respectivamente.

El pico III, denominadoGP, se corrió en electroforesis

en gel de poliacrilamida con SDS, dando una sola banda con Mr

de 29 kDa (Figura 16, calle A), valor_que coincide con el cal

culado por filtración en gel. En la Figura 16, calle B se

muestran las proteínas contenidas en TCAI, donde GP es bién

visible. Esta fracción fue incluída en el gel sólo después de

haberla cromato¿rafiado por filtración en gel y tratado con

buffer conteniendo ME, SDS y urea, 10 min a 100°C, antes de la

correida electroforética. El histograma de la Figura 16 da
idea de la distribución de 3My 140 en TCAI. Este‘gráfico,

equivalente al de la Figura 15, inserto, muestra un alto con
tenido de los dos isótopos para GP. Dadas las condiciones eg

perimentales, altamente disociantes (Figuras 15 y 16), puede
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FIGURA15. Filtración en gel Sephadex G-75 de TCAI.
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TCAIdoblemente marcada fue obtenida por incubación (10 min)
y extracción standards (secciones 4.2.2 y 5 de Material y Métg
dos). -Muestras (7000 Cpm/mgproteína) fueron tratadas en con
diciones desnaturalizantes antes de ser cromatografiadas sobre
columnas de Sephadex G-75. Los picos I, II y III se recupera
ron, dializaron y liofilizaron. (o): absorbancia a 280 nm;

(D): 14C.Y (0): 3B. Las flechas indican el Ve de proteínas stan
dards: (1) pepsina, (2) ovoalbúmina y (3) citocromo C. En el
ángulo superior derecho se representa la relación 14C/BH.
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FIGURA 16. PAGE/SBS de TCAI y GP.
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Tratamiento de las muestras y corrida electroforé
tica se describen en la sección 7.2.4 de Material y Mé
todos. Calle A: GP (30 ug de proteína), calle B: TCAI
(360 ug de proteína). Las muestras se tiñeron con
Coomqssie Blue. En el histograma se representa la dig
tribución de 14€ (Il) y 3H CHHDen TCAI. La columna
de la izquierda corresponde a Mr de proteínas standards.
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afirmarse que prolina y glucosa son parte de la misma molécu

la y que el Mr promedio de GP es de 29 kDa. Notablemente, el

Mr de GP de Prototheca es similar a aquel calculado para la

glucoproteina precursora de almidón en papa216 aunque esta si

militud puede ser casual.

Por una razón no conocida, al cabo de 10.min de incubación

proteinas, glicosiladas o no, se deSprendieron de la membrana

y fueron recuperadas comofracción soluble (Capítulo 3). Di

cha fracción comose desprende de los resultados expuestos en

la Tabla XVII, no contiene al menos en forma activa, al pre

cursor de A12. De estas observaciones surgió el interés por

saber si GP es una molécula exclusiva de la fracción memora

nosa o existe una forma soluble. Se procedió entonces a se

parar esas fracciones por centrifugación (100000 xg, 1 h) a

partir del volúmen de una incuoación standard de 10 min. Las

dos fracciones, membranosay soluble, se cromatografiaron en

columnas de Sephadex G-75, recuperándose los mismos Ve en que

eluyó GP (pico III). En la Figura 17 se muestran los resulta

dos de una electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS

de la fracción soluble completa (Figura 17, calle A) y del

pico III de las fracciones soluble y membranosa(Figura 17,

callesfiB y C). Se puso en evidencia que existe una especie
molecular soluble con las mismaspropiedades electroforéticas

de GPintermediaria, aunque no fue posible definir si el even
to de su liberación es un accidente experimental u ocurre tam

bién in vivo.
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FIGURA17. PAGE/SDSde GP de las fracciones soluble y membra

+ MR(KDA)
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Fracciones soluble y membranosa se obtuvieron como se
describe en la Tabla XVII y se cromatografiaron sobre cg
lumnas de Sephadex G-75. Se recuperaron las muestras que
eluyeron con el Ve de GP (Figura 15, pico III). El gel se
preparó comose indica en la sección 7.2.4. de Material y
Métodos y se tiñó con Coomassie Blue. Calle A: fracción
soluble completa (360 ug de proteína); calle B: GPde la
fracción soluble (60 ug de proteína); calle C: GPde la
fracción membranosa (35 ug de proteína). En la columna a
la derecha se indican las Mrde proteínas standards.

3. Naturaleza de la unión aminoácido-azúcar de GP.

Con el propósito de conocer el tipo de unión péptido-car

bohidrato en GP, muestras de ésta doblemente marcadas se de
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gradaron con álcali en las condiciones señaladas en la sección
7.1.1 de Material y Métodos. Después de cada tratamiento, las

muontruu no neutrnlízuron y crowutogrnrinrun en columna“ du 39

phadex G-25. GPes resistente a B-eliminación y a tratamientos

alcalinos más fuertes (NaOH1 M, 5 h, 1oo°c y Ba(0H)2 0,2 M,

ó h, 120°C) indicando que no hay en la muestra ligaduras O-gli

cosídicas a serina o treonina ni ligaduras N-glicosídicas a as

pargina283. Después del tratamiento con Ba(OH)2, 85%de la mar
ca radiactiva fue recuperada en el Ve de la columna, sugiriendo

que GPcontiene ligaduras O-glicosídicas a hidroxiprolina o hi

droxilisina y que los enlaces peptídicos son destruídos por el
tratamiento liberándose un 14C-aminoacil-3H-oligosacárido284-286.

Para identificar el aminoácido y el azúcar involucrados

en la ligadura O-glicosídica, se efectuaron varios tratamientos

tendientes a reducir el tamaño de GP por ámbos extremos, peptí

dico y glicosídico. Los cambios producidos se siguieron por

cromatografía en columnas de Biogel P-ó y P-2 calibradas. GP

doblemente marcada (1 x 104 cpm de 14C, 14C/3H= 1,12) fue some

tida a los siguientes tratamientos. Entre paréntesis se ind;
can las características de la muestra recuperada de cada crema

tografía:

- degradación con Ba(OH)2 (Mr de 2 kDa y 14C/3H= 0,132)

- digestión con celulasa (Mr de 900 Da y 14C/3H= 0,254) e

- hidrólisis ácida suave con TFA0,1 N, H2804 0,1 N 6 ácido
oxálico 30 mM, pH 3,0.

En la Figura 18 se muestra el perfil de elución de los produg
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FIGURA18. Filtración en gel de productos formados por hidré
lisis ácida suave de aminoacil-azúcares.
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14C-aminoacil-BH-azúcares obtenidos por degradación con
Ba(OH)2seguida de digestión con celulasa se cromatografiaron
sobre columnas de Biogel P-2. La barra abarca los volúmenes
seleccionados para el siguiente tratamiento. Los símbolos se
ñalan: (o) 3H, (o) 140, (I) volúmenes de elución-de PEG-600(1),
(3H)-Sacarosa (2) Y (3H)-51ucosa (3)- Los tratamientos segui
dos se describen en las secciones 7.1.1. y 7.2.1.2. de Mate
rial y Métodos.
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tos obtenidos con c1 último tratamiento. Las características

de la muestra seleccionada (Mr de 460 Da, 14C/3H= 1,7) sugieren
1 . . . .4C-aminoac1do unido a una Oque, probablemente, contiene un

dos hexosas. Posteriormente, la muestra se hidrolizó completa

mente con TFA2,5 N. Una mitad del hidrolizado se cromatogra

fió sobre papel con solvente D. La otra mitad se redujo con

NaB3H4examinándose los productos radiactivos por cromatografía
en papel con solvente E. Los resultados en la Figura 19,A in

dican que (14C)-prolina se transformó en (14C)-hidroxiprolina

(Ef: 0,3) y, se identifica ademásun segundo pico tritiado que
corre comoel standard de glucosa aunque debe aclararse que el

solvente usado no fue el adecuado para la separación de azúcg

res. La Figura 19,B muestra los productos radiactivos después
de la reducción con NaB3H. La marca de tritio coincide con el

4

standard de glucitol (Rgic= 1,23) y no se detectó 14C.

De los resultados analizados en esta parte del Capitulo 4

es importante resaltar que la ligadura glicopeptídica es resis
tente a la degradación alcalina y a la hidrólisis ácida suave,
liberándose oligosacáridos con distinto grado de glicosilación

y unidos O-glicosídicamente a un aminoácido. Los resultados de

la Figura 19 son concluyentes respecto a la identificación de
la unión aminoacil-azúcar de GP. Ligaduras del tipo hidroxiprg

lina-arabinosa/galactosa se han demostrado en glicopéptidos de

diferentes paredes vegetales1o. La unión glucosil-hidroxiprg
lina se describe aquí por primera vez para Prototheca zgpjii,

aunque ésta ya fuera sugerida para glicoproteínas de pared celu
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FIGURA19. Identificación de 14C-aminoácido y 3H-azúcar en 1a

ligadura péptido-carbohidrato.
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(A): cromatografía en papel con solvente D de productos op
tenidos por hidrólisis ácida suave de polímeros digeridos con
celulasa. (B): cromatografía en papel con solvente E de los
mismos productos señalados en A pero previamente reducidos con

NaB3H4. (o) indica 3H y (o) 14o.
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lar en plantas superiores244’287. Por otra parte, se sabe que

entre los aminoácidos que se encuentran en baja proporción en

algas se cuentan principalmente prolina e hidroxiprolina288'290.

Estos aminoácidos fueron identificados en varias especies del

grupo Chlorophyta285’291-293. Este hecho indicaría que existe

una correlación entre la distribución de hidroxiprolina glico
293.silada y su posición filogenética

Experimentalmente, se encontró que la resistencia de la g

nión hidroxiprolina-glucosa a ser clivada por ácidos fue compa
293rable con la de hidroxiprolina-galactosa y la de hidroxili

sina-galactosa243. Los tratamientos ácidos tuvieron un efecto

de "peeling" sobre el oligosacárido, eliminando azúcares desde
el extremo no reductor294.

El tipo de ligadura glicopeptídica en el precursor de A12

contrasta con las ligaduras descritas para otros precursores

de homopolisacáridos. Por ejemplo, el glucógeno está covaleg

295’296, en parami
1

93 y

temente ligado a una proteína vía tirosina

lón de Euglena gracilis se sugiere una unión pirofosfato

el intermediario de almidón en papa presenta una unión O-glicg

sidica entre serina/treonina y glucosa297. Estas ligaduras

compartenla propiedad de ser lábiles a tratamientos alcalinos
y/o ácidos. Por el contrario, la unión hidroxiprolina-glucosa
de GPes estable en álcali y/o ácidos diluidos comoocurre con

298uniones del tipo O-glicosídicas presentes en colágeno y en

glicoproteínas de la pared celular de Chlamxdomonas299y Acer

pseudoplatanu5244’300.
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4. Identificación del 3H-oligosacárido de GP.

4.1. Grado de polimerización.

Para estimar Mrdel oligosacárido liberado por el trata
3

miento con Ba(OH)2, el aminoacil- H-oligosacárido fue cromatg
grafiado en columnas de Biogel P-ó calibrada. La radiactivi

dad eluyó de la columna como un pico ancho con un Mr de 3,5 a

1,5 kDa (figura 20). Los oligosacáridos más largos y más abug

dantes tuvieron un grado de polimerización de 20 hexosas y el

más corto con un promedio de 10 hexosas. El contenido de azg

cares totales, determinado por fenol-sulfúrico y glucosa como

standard, fue del 95%. Considerando los Mr calculados por fil

tración en gel, Sephadex 0-75 (Figura 15) y Biogel P-b (Figu

ra 20), se estimó que el oligosacárido representa un 10%de

la masa molecular de GP. Consecuentemente, GP contendría una

cadena oligosacárida por molécula.

4.2. Posición y configuración anomérica de las ligaduras gli
l .cos1dicas.

GPfue sometida a la acción de diferentes enzimas hidrg

líticas (sección 6 de Material y Métodos). Los resultados en

la Tabla XXI muestran que un 74%y un 53%de la radiactividad

es hidrlizada por celulasa y B-glucosidasa respectivamente.

Por otro lado, la digestión proteolítica hidrolizó un 90%de

GP.

Los azúcares liberados por celulasa e hidrólisis ácida
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FIGURA20. Tamaño de los 3H-oligosacáridos obtenidos por dg

gradación con Ba(OH)2.
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3H-G'Pfue tratada con Ba(OH)2 0,2 My cromatografiada sobre
Biogel P-6 comose describió en las secciones 7.1.1 y 7.2.1.2
de Material y Métodos. Los símbolos indican: (o) radiactivi
dad, (o) Mr, (v) grado de polimerización tomando como unidad
la glucosa y polímeros marcadores: (1) PEG-4000, (2) PBG-1500
y (3) (3H)-sacarosa.



TABLAXXI. Midrólisis enzimática de GP.
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3
Tratamiento H-GP Hidrólisis

enzimática Hidrolizada Resistente
(cpm) (76)

Control 4510 ND 0
B-amilasa 3450 1060 23,5
«(-amilasa 3588 914 20,3
B-glucosidasa 2128 2400 53,0
(-glucosidasa 4145 390 8.6
Celulasa 1180 3360 74,0
Pronasa 450 4055 90,0

hidrólisis.

princioales productos.

grafiados en capa delgada.

Muestras de 3H-GP (4500 Cpm
con pronasa y glicosidasas purificadas.

el tratamiento con pronasa,
el sobrenadante de TCA10%se consideró como producto de

100%)fueron tratadas

en el Vo se consideró comomaterial no hidrolizado.

se identificaron por cromatografía en papel.

La Tabla XXII,C

Al final de las
incubaciones con glicosidasas las muestras fueron cromato
grafiadas en columnas de Sephadex 0-25 y la radiactividad

Para
la radiactividad remanente en

La Tabla XXII,

A y B muestra que (3H)-glucosa y (3H)-celobiosa fueron los
Los aminoacil-3H-oligosacáridos libera

dos por degradación con Ba(OH)2saturado fueron permetilados,
hidrolizados con ácido y los monosacáridos metilados cromatg

muestra 1a distri
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TABLAXXII. Análisis de aminoacil-oligosacáridos por difereg
tes métodos.

Tratamientos Método de

separación
(solvente)

H-productos (%)
identificados

A- Hidrólisis ácida

H2884 55%, an a100 C

HCl 2,5 N, 3 n a
1oo°c

b- Hidrólisis enzimé
tica c/celulasa,
4 d a 35°C

C- Permetilación e
hidrólisis ácida

CP(B)

EP(C)

CP(F)

CCD(H)

glucosa

polímeros

glucosa
celobiosa

(82)

en origen (18)

(75)

(15)

polímeros en origen (10)

glucosa (60)

celobiosa (12)

polímeros en origen (22)

2,3,4,6-tetra-Me-Glc (9.5)
2,3,6-tri-Me-Glc (81)

2,4,b-tri-Me-Glc (9.5)

Aminoacil-BH-oligosacáridos se ootuvieron por degradacion

con Ba(OH)2 de GP y cromatografía en Biogel P-ó.
Detalles de

lashidrólisis y separación de productos se describen en la seg
ción 7 de material y Métodos.
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bución de jH en los productos: 2,3,4,b-tetra-Me-Glc, 2,3,6

tri-He-Glc y 2,4,b-tri-He-Glc. La presencia de glucosa en GP

con ligaduras B(1,4) y B(1,3) en proporción 9:1 concuerdan con

el patrón identificatorio de A11 (Tabla Ill) y A12 (Tabla X).



IV. CONCLUSÍONES
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IV. CONCLUSIONES

En esta tesis se demuestra la formación de un compuesto

de naturaleza glucoproteica con funciones aceptoras para la

iniciación y subsiguiente alargamiento de B-glucanos en

Prototheca ggpfii. Se comenzó sincronizando el alga con EDTA

1,5-2 mm,un inhibidor reversible del crecimiento, seguido por

diluciones periódicas del medio basal. La sincronización del

cultivo se demostró por determinación del número de células y
el contenido de DNA. El ciclo celular tiene una duración de

10-12 h y se producen un promedio de 8 autosporas por genera

ción. Se determinó la incorporación de (14C)-glucosa a un pg

lisacárido insoluble en álcali caliente (A11) identificado cg
moun B-(1,4)B-(1,3)-glucano principalmente entre la 3ra y 4ta

hora del ciclo. Cuandose estudiaron ¿n vitro las actividades
de diferentes enzimas vinculadas a la formación de polisacári

dos de pared celular, se verificó que la síntesis de glicolí

pidos, glicoproteinas y polisacáridos insolubles en álcali fue

máxima en el periodo señalado. En la Figura 21 se esquematiza

el ciclo biológico de Prototheca zoofii.
Membranasobtenidas de cultivos en la 3ra h del ciclo ca

talizaron la síntesis de polisacáridos a partir de UDL-(3H)—

glucosa y GDF-(14C)-glucosa como dadores de glucosilos. Se mi

dieron para ambossustratos parámetros cinéticos y requerimien
to de metales divalentes de las glucosil transferasas. Tam

bién se estudió el efecto de dilución isotópica que producen



99

temprana

lCiclo biologico de Prototheca zogjii.
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FIGURA 21.
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los nucleótidos azúcares entre sí. Se concluyó que hay dos

vías metabólicas que sintetizan un B(1,4)B(1,3)-glucanos (A12)

a partir de UDP-glucosa y un B(1,4)-glucano (A13) a partir de

CDP-glucosa. Estos sistemas no se interfirieron entre sí pero

no se descartó que tengan etapas comunes. La formación del

B-glucano mixto se incrementó por el agregado de ATP SOOuH

o EEG-4000 15%a la mezcla de incubación, pero con estas adi

ciones no se logró restablecer las velocidades de síntesis del

polímero obtenidas ¿n Kilo.

En condiciones standards de incubación, membranas de

Prototheca incorporaron glucosa de UDP-(3H)-glucosa en una

fracción insoluble en TCA10% (TUAl) y en AI2. Cinéticas de

incorporación en el tiempo y experimentos de "pulso y Chase"

indicaron que TCAIes precursor de A12. El aislamiento de frag

ciones membranosaso solubles tritiadas mostró que sólo la frag
ción membranosafue capaz de transferir radiactividad a A12.

Membranas¿lucosiladas radiactivas tratadas con tripsina o ce

lulasa fueron afectadas parcialmente en su capacidad de trans

ferir ¿lucosilos, indicando que el precursor está internaliza
do en vesículas.

A partir de TCAldoblemente marcada con (14C)-prolina y

(3H)-glucosa, se aisló y caracterizó una ¿lucoproteína (GP).
Esta tiene un Mr de 29 kDa y un contenido de carbohidratos del

10%. La cadena oligosacarídica está unida a la porción pept;

dica por una ligadura O-glicosídica entre nidroxiprolina y ¿lg
cosa. El oligosacárido tiene un ¿rado de polimerización entre
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10 y 20 hexosas. El único monosacárido encontrado en la por

ción glicosídica de GPes glucosa, que está unida por enlaces

B(1,4) y B(1,3) en las pr0porciones indicadas para AI2 y AI1.

En la Figura 22 se muestra un modelo en el que se resumen las

reacciones encontradas y que se propone comovía metabólica

que lleva a la síntesis de B-glucanos en Prototheca.

FIGURA22. Modelo propuesto para la síntesis de B-glucanos

en Prototheca zopfii.

.-—--( 7 )—-.
V l

Prot Firot
Y n

Dol - PP -(Glc)n ————————— Prot-(Glc)¡o_26 Ü-glucano

UDP-GK UDP-GK

INICIACION ALARGAMIENTO

Las líneas cortadas indican las reacciones que probable
mente ocurren pero que no fueron demostradas experimentalmeg
te.

LILIANAA.” R. PONT LEZICA
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VI. ABREVlATURAS

Para la mención, en forma aureviada, de los compuestos
químicos más comunes se usan aquellas siglas recomendadas por
IUPAC-IUBCommission on Biochemical Nomenclature.

A11: polisacáridos insoluoles en álcali caliente obtenidos ¿n
mg.

A12: fracción insoluble en etanol 66%y en ÑaOH0,2 Mcaliente
obtenida a partir de UDP-glucosa.

AI}: fracción insoluole en etanol 66%y en haOH0,2 H caliente
obtenida a partir de GDF-glucosa.

Ara-ol: arabinitol.
CB: celobiosa.
CCD:cromatografía en capa delgada.
CP: cromatografía en papel.
EP: electroforesis en papel.
Gal-ol: galactitol.
Glc-ol: glucitol.
GP: glucoproteína eluída comopico III en columnas de Sephadex

G-75.
Man-ol: manitol.
Me: metil.
ME: 2-mercaptoetanol.
NDP:nucleótido dirosfato.
PCA:ácido perclórico.
PEG:polietilen glicol
SAB: seroalbúmina bovina.
TCA:ácido tricloroacético
TCAI: fracción insoluble en TCA10%.
TEA:ácido trifluoroacético.
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