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RESUMEN

Las semillas de Araucaria araucana contienen almiddén (61% de

su peso seco) cuyo desdoblamiento y sintesis de sacarosa mantiene
el crecimiento y desarrollo de la pléantula hasta que ésta puede
establecerse como planta autotréfica. La degradacién del almiddn
durante este tiempo se correlaciona con la actividad amilolitica
presente en el embrién y en el gametofito. Una de las enzimas que
inicia 1la degradacién del almidén en ambos tejidos es 1la
a-amilasa. La actividad de esta enzima fluctGa durante las
primeras 90 hrs de imbibicidén de la semilla. Existen mltiples
formas enzimaticas de la e¢-amilasa con un patrén muy
caracteristico que cambia con el tiempo de germinacidén vy
desarrollo de la plantula. El objetivo de esta tesis fue pfobar
las siguientes hipétesis:

"En la semilla de A. araucana las iscenzimas de la a-amilasa
son codificadas por diferentes genes o grupos de genes
estructurales. Si es asi, diferencias en el andlisis de su
estructura primaria reflejard esas diferencias genéticas".

"ILa expresidén de los genes que codifican para la a-amilasa

en semillas y plantulas de A. araucana podria ser mediada por la

accién de giberelinas endbégenas y por &cido abscisico. Si este es
el caso, la presencia o ausencia de estas hormonas produciria

cambios en el patrén isocenzimiatico de la a-amilasa que es
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caracteristico de una etapa particular del desarrollo y podria
explicar también las diferencias en niveles de actividad de 1la
enzima entre el megagametofito (n) y la plantula (2n)".

Para probar las hipdétesis se caracterizd parcialmente 1la
estructura de las iscenzimas presentes en semillas de Araucaria
araucana. Para ésto, las isoenzimas de la semilla gquiescente
fueron purificadas por etapas sucesivas con tratamiento a 70°c,
precipitacién con glicégeno y por cromatografia de afinidad,
Sefarosa-ciclohepta amilosa. En geles de poliacrilamida-SDS se
determinaron las masas moleculares. Estos fluctuaron entre 45,7 y
55,2 kDa. Los puntos isoeléctricos de estas isoformas fueron de:
6,0; 5,8; 5,6; 5,1; 5,0 y 4,8. Geles bidimensionales permitieron
correlacionar el punto isoeléctrico con la masa molecular de
algunas de las isoenzimas. Las isoformas con punto isoeléctrico
de 5,8; 5,6; 5,1 y 5,0 correspondieron a aquéllas de 53,5; 50,2;
47,0 y 52,0 kDa respectivamente. Se descartd la posibilidad que
las diferentes isoformas fueran producto de proteolisis de una
Gnica forma original con el uso de los inhibidores de proteasas:
fluoruro de fenil metil sulfonilo o N-tosil-L- fenilalanina

clorometilcetona.

Las isoenzimas de a-amilasa purificadas fueron fraccionadas’
por cromatografia de intercambio idénico DEAE celulosa. Las dos
isoformas mayores fueron separadas una de otra y del resto de las
formas enzimaticas con un gradiente lineal salino de 0 a 0,6 M de

NaCl bajo concentraciones levemente diferente de CacCl,.
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La electrotransferencia de las isoenzimas a una membrana de
difluoruro de polivinilideno previamente tefiida con azul de
Coomassie, permitidé aislar preparativamente cada una de ellas y
determinar la composicidén aminocacidica de las isoenzimas de 53,5;
50,2 y 47,0 kDa. La composicién aminoacidica reveld que estas
isoenzimas fueron ricas en glicina, &cido aspéartico/asparragina,
alanina, serina, prolina y &cido glutédmico/glutamina. La
secuencia aminocoacidica terminal de 1las isoenzimas
electrotransferidas a una membrana de inmobilon, fue determinada
por degradacién de Edman usando un secuenciador automédtico. Los
derivados feniltiohidantoineos de los respectivos aminodcidos
fueron identificados por HPLC en fase inversa. Los resultados
revelaron que la secuencia amino terminal de las isocenzimas eran
idénticas entre ellas. La comparacidén de 1la composicién

aminoacidica entre las isoenzimas de Araucaria araucana con las

isoenzimas de alto y bajo pI de Hordeum vulgare y con las de

Vigna radiata analizadas por la relacidn de Cornish-Bowden
sugiere que no existe relacidén entre éstas y las de Hordeum
vulgare y las de Vigna radiata. También la comparacidén de 1la
secuencia amino terminal de las isoformas de A. araucana con las

de Oriza sativa y Hordeum vulgare reveld que eran distintas a las

a-amilasas de Gramineas. Sin embargo, 1los anticuerpos

policlonales generados contra las a—-amilasas de alto y bajo pI de

cebada dieron inmunoreaccidédn cruzada con las isoenzimas de
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a—-amilasa de A. araucana existiendo aproximadamente treinta veces
menor identidad de los anticuerpos por la proteina de Araucaria
araucana que con las de cebada.

Los mapas peptidicos para cada una de las isofofmas de
a-amilasa de A. araucana separadas en gel de poliacrilamida-SDS
se realizdé por tratamiento de 1la proteina con bromuro de
cianégeno. Los patrones peptidicos obtenidos mostraron que habia
diferencias y similitudes genéticas entre ellas. El1 analisis de
glicosilacidén de las formas de c-amilasa de A. araucana realizado
por tincién fluorescente con &cido peryédico~-dansilhidrazina,
reveld que estas isoenzimas podrian ser glicoproteinas.

Semillas embebidas durante 90 hrs con B-cloroetil
trimetilamonio (CCC), inhibidor de la sintesis de giberelinas,
afectd la expresidn génica de tres isoenzimas de la a-amilasa de
la pléntula y disminuyd la expresién de las otras isoformas
presentes a este tiempo. Acido giberélico (GA,;) agregado al medio
de incubacidén en semillas tratadas con CCC, permitié 1la
recuperacién de la actividad amildsica y la expresidn de todas
las formas de la enzima presente a esa edad de la pléntula. En
cambio, el tratamiento de las semillas con &cido abscisico (ABA)
afectd a s6lo una de ellas teniendo un efecto leve sobre las
otras isoformas. Por consiquiente, GA; y ABA controlan la
expresién de los genes de la c-amilasa o grupos de genes que dan
origen a éstas isoenzimas en la plantula. La actividad enzimatica

de la a-amilasa del gametofito no se vio afectada por el

inhibidor de 1la sintesis de giberelinas ni por el Acido
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abscisico. Esto podria deberse a que la regulacién de la
expresién en el megagametofito es diferente a aquella encontrada
en la plantula.

Las diferencias halladas en la composiciédn aminoacidica, en
los andlisis de los mapas peptidicos, en la afinidad por el
calcio y la expresidén diferencial de las isoenzimas por las
hormonas sugieren que estas isoenzimas de la a-amilasa de

semillas de A. araucaria son codificadas por distintos genes o

grupos de genes estructurales.
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ABS8TRACT

Araucaria araucana seeds contain starch (61% of dry weight)
whose degradation and sucrose synthesis maintains growth and
development of the seedling, until it can establish itself as an
autotrophic plant. Starch degradation during this time is
correlates with the amylolytic activity present in the embryo and
gametophyte. One of the enzymes which starts starch degradation
in both tissues is a-amylase, whose activity fluctuates during
the first 90 hours of seed imbibition. There are multiple
enzymatic forms of a-amylase in A. araucana, with a very
characteristic pattern that changes with the germination and
developmental stage of the seedling. The purpose of this thesis
was to test the hypothesis:

"In A. araucana seeds the a-amylase isoenzimes are codified
by different genes or groups of structural genes. If this is so,
then the differences in their primary structural analysis will
reflect these genetic differences".

"The expression of the genes codifing for a-amilase in A.
araucana seed and seedlings could be mediated by the action of
endogenous gibberellins and abscisic acid. If this is the case,
the presence or absence of these hormones would produce changes
in the a-amylase isoenzymatic pattern, which is characteristic of
a specific developmental stage, and could also explain the

differences in the enzymatic activity levels between

megagametophyte and seedlings".
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To test the hypothesis, the structure of a-amylase
isocenzymes of A. araucana seeds was partially characterized. The
quiescent seed isoenzymes were purified through successive steps
which included: 70°C treatment, precipitation with glycogen and
affinity chromatography, cyclohepta-amylose-Sepharose 6B. The
determination of molecular weights was done in polyacrylamide-SDS
gels. These weights fluctuate between 45.7 and 55.2 kDa.
Isoelectric points of these isoforms were: 6.0, 5.8, 5.6, 5.1,
5.0 and 4.8. Bidimensional electrophoresis allowed correlation of
the isocelectric points with the molecular weight of some of the
iscenzymes. Isoforms at isoelectric points 5.8, 5.6, 5.1 and 5.0
corresponded to molecular weights of 53.5, 50.2, 47.0 and 52.0
kDa. The possibility that different isoforms could be the product
of proteolysis of a single original form was eliminated by the
use of protease inhibitors.

Purified a-amylase isoenzymes were separated by DEAE
cellulose ionic exchange chromatography. The two main isoforms
were separated from each other and the rest of the enzymatic
forms by a lineal saline gradient of 0 to 0,6 M NacCl, and
slightly different CaCl, concentrations.

The electrotransference of the isoenzymes to a
polyvinylidene difluoride membrane previously dyed with Coomassie
Blue, enabled the isolation and the determination of the
aminoacid composition of three isocenzymes of 53.5, 50.2 and 47.0
kDA. Aminoacid composition revealed that these isocenzymes were

rich in glycine, aspartic acid/asparagine, alanine, serine,
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proline and glutamic acid/glutamine. The terminal aminoacidic
sequence of the isoenzymes electrotransferred to an inmobilon
membrane was determined by Edman degradation, using an automatic
sequencer. The phenylthiohydantoins derivatives of the
corresponding amincacids were identified by reverse phase HPLC.
Results revealed that the terminal aminoacidic sequences of the
isoenzymes were identical. Comparison of the aminoacids
composition between the A. araucana isoenzymes with the high and

low pI barley isoenzymes, and with those of Vigna radiata

analyzed via the Cornish-Bowden relation, suggested that there

was no relation between these and those of Hordeum vulgare and

Vigna radiata. Also the comparison of the terminal aminoacidic

sequence of the A. araucana isoforms with those of the Gramineae
a-amylase revealed that they were different. However, polyclonal
antibodies generated against the high and low pI barley a-amylase
gave cross immunoreaction to the A. araucana a-amylase
isocenzymes; there was approximately thirty times less reaction of
antibodies for the A. araucana proteins than for those of barley.
Peptide maps A. araucana oa-amylase isoforms separated in
polyacrylamide-SDS gels were obtained by treating the protein
with cyanogen bromide. These peptide patterns suggest that there
were genetic differences and similarities between them.
Glycosilation analysis of the A. araucana a-amylase forms
was effected with fluorescent protein dye with periodic acid-

danzylhydrazine, revealing that these isoenzymes could be

glycoproteins.
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In seeds imbibed for 90 hours with B-chloroethyltrimethyl
ammonium (CCC) which inhibits gibberellin synthesis, gene
expression of three a-amylase isoenzymes in the embryo was
affected and the expression of the other isoforms present at the
time was diminished. When gibberellic acid was added to the
incubation medium of seeds treated with CCC the amylolitic
activity and the expression of all forms of the enzyme present at
that age of the seedling were recovered. Treatment of the seeds
with abscisic acid for 90 hours affected only one of the
isoforms, and had a slight effect on the others. Therefore, GA,
and ABA control expression of the a-amylase genes or groups of
genes giving rise to these isoenzymes in the embryo. The
enzymatic activity of the gametophyte a-amylase was not affected
by the gibberellin synthesis inhibitor, nor by abscisic acid.
This could be due to the fact that the regulation of the
expression in the megagametophyte is different from that found in
the seedling.

Differences found in aminocacidic composition, in peptide map
analyses, in affinity for calcium and the differential expression
of the isocenzymes by hormones, suggest that the a-amylase
isoenzymes in A. araucana seeds could be codified by different

genes or groups of structural genes.
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INTRODUCCION

Alfa-amilasa y otras enzimas similares que degradan almidén

La degradacidén del almiddén se produce durante el proceso de
germinacién de la semilla. Estd bien establecido que la a-amilasa
es una de las enzimas mis importantes relacionadas con 1la
degradacidén del almiddén presente en el endosperma de las semillas
de gramineas (Bilderback, 1974; Bog-Hansen y Daussant, 1974; Mac
Gregor, 1977; Tanaka y Akazawa, 1970) y en las semillas de
leguminosas, (Juliano y Varner, 1969; Spencer y col., 1980) Sin
embargo, para ;a degradacién completa del almidén a glucosa se
requiere de la accién concertada o coordinada de otras enzimas
glicoliticas, tales como B-amilasa, gama-amilasa, dextrinasa
limite, a-glucosidasa y a-1,4 glucano fosforilasa (Juliano vy
Varner, 1969; Preiss, 1982; Akazawa y Hara-Nishimura, 1985).

Las amilasas son enzimas que hidrolizan enlaces a(1-4) de
polisacéridos correspondientes a homopolimeros de residuos de
glucosa enlazados por enlaces a(l-»4) y a(l-»6): glicdgeno vy
almidén. Basé&ndose en la posicién del enlace que éstas hidrolizan
y en la estereoquimica del producto generado durante la reacciédn,

se distinguen varios tipos de amilasas: endoamilasas (a-amilasas



E.C. 3.2.1.1) que hidrolizan enlaces a(l=-»4) internos tanto de 1la
amilosa como de la amilopectina, produciendo oligosacaridos con
un grupo reductor libre con configuracidén éptica alfa (Bernfeld,
1951; Fischer y Stein, 1960); exoamilasas (B-amilasas E.C.
3.2.1.2) que se caracterizan por hidrolizar el almidén desde el
extremo terminal no reductor de la molécula, dando como producto,
maltosa que tiene configuracién optica beta. La degradacién del
almiddén por B-amilasa se detiene en los puntos de ramificacién,
generando dextrinas limites de alto peso molecular, con dos o
tres residuos de glucosa externos a dicho punto de ramificacién
(Juliano y Varner, 1969; Bernfeld, 1951). Un tercer grupo son las
amiloglucosidasas, glucoamilasas o gamma-amilasas (E.C. 3.2.1.3)
gue hidrolizan los enlaces a(l-»4) y a(l-»6), liberando glucosa
desde el extremo terminal no reductor del glucano. A diferencia
de a y B-amilasa, las amiloglucosidasas son capaces de hidrolizar
completamente a=-D-poliglucanos ramificados y no ramificados dando
como producto final glucosa. Un cuarto grupo de enzimas
hidroliticas llamadas a-glucosidasas (E.C. 3.2.1.20) hidrolizan
enlaces a(1-»4) desde el extremo no reductor de dextrinas
liberando glucosa. A una velocidad inferior este tipo de enzima
también hidroliza los enlaces a(l1-»6) generando oligoglucanos
(Mac Gregor y Lenoir, 1987). Sun y Henson (1990) proponen gque
a-glucosidasa actla en forma sinérgica con e-amilasa hidrolizando

los grénulos de almiddén de cebada, sefialando que este sinergismo



es debido a la capacidad de la enzima a-glucosidasa de hidrolizar

enlaces glicosidicos a(1-»2) y a (1-»3), ademds del enlace

a(l-»4). La localizacidén de esta enzima dentro de la estructura
del grédnulo no ha sido determinada (Abdel-Akher y col., 1952;
Wolfrom y Thompson, 1956).

Ademds de las amilasas y de la a-glucosidasa existe otro
tipo de enzima denominada dextrinasa limite (E.C. 3.2.1.10) que
participa en la degradacidén del almidén, hidrolizando
exclusivamente enlaces a(l-»6) en amilopectina y a-dextrina.
Finalmente, se puede mencionar la presencia de fosforilasas
encontradas en la papa que act@ian sobre el almidén degradéndolo a

partir del extremo no reductor, por fosfordlisis de los enlaces

a-1,4 del glucano liberando a-D-glucosa l1l-fosfato y una dextrina

limite residual.
Caracterizacidon fisico-quimica de a-amilasa

Bilderback (1973) demostrd que la enzima ca-amilasa de
gramineas es resistente a 70°c, mientras que la B-amilasa se
desnaturaliza a esta temperatura. Otra caracteristica de esta
proteina es su labilidad a pH inferior a 4,0 (French, 1960). Sin
embargo, Jacobsen y col. (1970), usando la variedad Himalaya,
separaron la e-amilasa en 4 bandas de actividad en gel de

agarosa. Las bandas uno y dos gque comprendian el 25% de la



actividad, no fueron inactivadas por pH 3,7 y no presentaron
reqguerimiento de cat?2, Las otras dos bandas tuvieron las
caracteristicas clédsicas de la a-amilasa: inactivacién a pH 3,7 y
una dependencia estricta de calcio para su actividad. En el
tejido embrionario de A. araucana se han detectado dos isocenzimas
de la a-amilasa con actividad a pH 3.0 (Salas y Cardemil, 1986).
Al igual que la a-amilasa de animales, hongos y bacterias
las isoformas de la a-amilasa encontradas en semillas de cereales
son metaloenzimas que contienen ca*?. La actividad y estabilidad
de la proteina depende de la presencia de este cofactor (Fischer
y Stein, 1960). Estudios realizados por Bush y col. (1989)
indican que el calcio es requerido para estabilizar la estructura
de la a-amilasa de cebada en el reticulo endoplésmico (RE) de la
capa de aleurona donde las enzimas son sintetizadas. Experimentos
de intercambio isotépico con 45Ca, permitieron demostrar que
todas las isoenzimas presentes en las semillas de cebada
requieren un adtomo de Ca por molécula de enzima. Sin embargo,
algunas de las isoenzimas difieren en su afinidad por el ién
cat2. Todas las isoenzimas de la a-amilasa fueron inactivadas
irreversiblemente cuando se las incubé en un medio con baja
concentracién de calcio. Esta inactivacidén se atribuyd a cambios
en la estructura secundaria, los que fueron detectados por
dicroismo circular y en consecuencia afectd 1la estructura

terciaria de la proteina. Este cambio de estructura terciaria en



ausencia de calcio produce un corrimiento en el espectro de
fluorescencia del triptéfano y una mayor susceptibilidad a 1la
accion de proteasas (Bush y col. 1989).

Mitchell (1972) y Rodaway (1978) han informado que la
a-amilasa purificada de cebada (cv Himalaya) en germinacién da
reaccién positiva al reactivo &cido perydéddico-Schiff (PAS). Por
consiguiente, se le ha considerado como una glicoproteina. Por
cromatografia de gases, ellos informaron la presencia de residuos
de N-acetil glucosamina, glucosa y manosa en concentracién de 0,5
mol de cada azlGcar por polipéptido de la a-amilasa. Rogers (1985)
ha demostrado que las isoformas de alto punto isoeléctrico tienen
solamente un sitio posible de glicosilacién (Asn-X-Thr/Ser) no
encontrdndose esta secuencia en las isoformas de bajo punto
isoeléctrico.

La digestidén de los grdnulos de almiddén, es iniciada por la
biosintesis de la a-amilasa, dextrinasa limite y a-glucosidasa en
la capa de aleurona y/o en las células del escutelo (Akazawa y
Hara-Nishimura, 1985). Durante la germinacién la B-amilasa esta
presente en la forma inactiva siendo activada por la accidn de
enzimas proteoliticas las cuales se presume son secretadas por el

escutelo y la capa de aleurona.



La hidrdlisis del almidén en el endosperma genera glucosa y
maltosa, los que finalmente son movilizados hacia el embridén en
crecimiento en forma de sacarosa para mantener el crecimiento

temprano de la plantula (Chrispeels y col. 1967).

Iscenzimas de la a-amilasa.

Durante la germinacidén de semillas de cebada (Hordeum sp) se
ha identificado dos grupos de 1la a-amilasa, basédndose en
diferencias en sus puntos isoeléctricos (pI) (Jacobsen y Higgins,
1982; Callis y Ho, 1983): isoformas Amy 1 con pI aproximado de
5,0 y las isoformas Amy 2 con pI 5,0 - 6,4. Las isoformas de la
a-amilasa de alto pI o Amy 2 predominan durante las primeras 48
horas de germinacién de la semilla y comienzan a declinar a las
96 horas. El1 grupo de bajo pI o Amy 1 incrementa a las 48 horas,
de tal manera que a las 72 horas ambos grupos estdn presente en
cantidades equimolares (Callis y Ho, 1983). Se ha observado en
trigo, que las isoformas de alto pl inician la degradacién del
gridnulo de almidén; en cambio la funcién de las isoenzimas de
bajo pI durante la germinacién es incierta, pues ellas no se
adsorben ni degradan grdnulos de almidén intactos; sin embargo,

estas isoformas son activas sobre almidén soluble y su funcién



puede ser degradar carbohidratos de alto peso molecular y
oligosacaridos cuando éstos son liberados del granulo por las
isoenzimas de alto pI (Sargeant, 1979).

Las isoformas de la c-amilasa Amy 1 y Amy 2 tienen una masa
molecular de 44 kDa y son indistinguibles en sus actividades
(Jacobsen y Higgins, 1982; Callis y Ho, 1983). Andlisis de
isoelectroenfoque (IEF) de la a-amilasa de cebada muestra que hay
4 isoformas Amy 1 y 2 isoformas Amy 2 (Mac Gregor y Mac Gregor,
1987; Jacobsen y col., 1988; Simon y Jones, 1988).

Experimentos de pulso y caza con [355] metionina usando
protoplastos de células de aleurona de cebada, demuestran que las
diferentes formas de isoenzimas Amy 1 se originan por
modificacién post-traduccional de molébulas precursoras de la
a-amilasa (Jacobsen y col., 1988). Aunque la naturaleza de tal
modificacién no se conoce, ésta involucra un cambio en la carga
de la proteina sin efecto sobre su masa molecular. Aoyagi y col.
(1990) confirman que ococitos de Xenopus laevis inyectados con
plasmidos conteniendo el DNA complementario (cDNA) de la
a-amilasa Amy 1 de cebada, sintetizan y secretan isoformas de la
enzima con pl de 4,85 y 4,7 permitiendo postular que ia proteina
con pl de 4,85, es el precursor de la forma con pI 4,7 generado
por una modificacién post-traduccional. Nada se conoce acerca de
la modificacién post-traduccional dentro del grupo de 1la

a=-amilasa Amy 2.



El andlisis de los mapas peptidicos de los dos grupos de

isoenzimas de la a-amilasa tratados separadamente con proteasa V8

de Staphylococcus aureus y bromuro de ciandégeno (CNBr), muestra
diferencias en la secuencia aminoacidica (Callis y Ho, 1983). Sin

embargo, las isoformas del mismo grupo tienen patrones peptidicos

muy similares.

Estudios de traduccién in vitro en los que se usaron mRNA
poli A" obtenidos de capas de aleurona que fueron previamente
fratadas con GA,5 durante 24 horas, mostraron gque estaban
presentes tanto las isoformas de alto como las de bajo pI (Callis
y Ho, 1983). Estos resultados indicaron que las diferencias entre
los dos grupos de 1la a-amilasa no son generados por
modificaciones post-traduccionales. Por consiguiente, estos dos
grupos de la a-amilasa son codificadas por dos poblaciones
diferentes mRNA de la a-amilasa.

Empleando técnicas de DNA recombinante, dos grupos de
investigadores (Rogers y col., 1983; Chandler y col., 1984) han
obtenido dos tipos de clones de cDNA para cebada: el clon E y el
clon pHV19, que corresponden a las isoenzimas de bajo y de alto
pl de 1la a-amilasa. Una comparaciédn de las secuencias
nucleotidicas de los clones de cDNA E obtenido por Rogers (Rogers
y col., 1983) con pHV19 de cDNA obtenido por Chandler y col.
(1984) y que provienen de los mRNA de las isocenzimas de bajo y

alto pI de la a-amilasa de cebada, indica que dichas secuencias



son homélogas en un 72% en la regién codogénica y en un 55% en la
regién que codifica para el péptido sefial de los polipéptidos
maduros.

Muthukrishnan y col. (1984), prepararon el DNA gendmico de 6
lineas de adicién trigo y cebada, y localizaron las secuencias
génicas de la a-amilasa usando como sondas genéticas el clon 103
(alto pI) y el clon E (bajo pI). Ellos encontraron que los genes.
de la a-amilasa estaban localizados sobre dos cromosomas
diferentes, 1 y 6. Los experimentos de hibridizacién, mostraron
que los genes de la a-amilasa ubicados sobre el cromosoma 1 son
homélogos con el clon E (bajo pI) mientras gque 1los genes

localizados en el cromosoma 6 presentaron una estrecha homologia

con el clon 103 (alto pI).
Regqulacién de la expresidn génica

1. Contrel transcripcional

En gramineas, la sintesis de la a-amilasa ha recibido
especial atencién porque es regulada por GA; (Jacobsen y col.,
1970; Sargeant, 1979). Se detecta poca actividad de la a-amilasa
en la semilla madura; sin embargo, ésta aumenta en el endosperma
durante la germinacién debido a la presencia de un embrién

viable. El aporte de GA; a mitades de semillas desembrionadas



reemplaza el requerimiento del embrién para la induccién de la
a-amilasa (Yomo y Varner 1971; Varner y Ho, 1976; Ho, 1979).
Después de tres a cuatro horas de incubacién de capas de aleurona
con GA; se induce la sintesis de novo de la a-amilasa (Filner y
Varner, 1967; Ho y Varner, 1978).

Este incremento en la actividad de la a-amilasa estd bajo

control transcripcional ya que GA; aumenta el nivel del mRNA-poli

3

A" (Ho y Varner, 1974) y el nivel de los mRNAs especificos para

la a-amilasa (Higgins y col., 1976; Muthukrishnan y col., 1979).

Mozer (1980), trabajando con capas de aleurona de cebada,
tratadas y no tratadas con GA,;, pudo aislar el mRNA para la
a-amilasa y traducirlo in vitro usando un sistema 1libre de
células de germen de trigo. Observdé que la cantidad de 1la
a-amilasa era mayor en los tejidos tratados con GA,;, por lo tanto
dedujo que la accidn de esta hormona_era a nivel transcripcional.

Bernal-Lugo y col. (1981) aislaron una fraccién de mRNA-
poli A% enriquecida en mRNA de la a-amilasa de capas de aleurona
de cebada por centrifugacidén en gradiente de densidad de
sacarosa, la cual fue usada para preparar el cDNA. Experimentos
de hibridizacidén del RNA total usando el c¢DNA como sonda,
permitié detectar que el contenido del mRNA de la a-amilasa

aumentaba aproximadamente 40 veces en capas de aleurona tratadas

con GA3 .
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Rogers (1985) utilizando los cDNA de los clones E y pM/c,
que corresponden a las isoenzimas de la a-amilasa de bajo y de
alto pI, respectivamente, cuantificdé el nivel de mRNA de bajo y
de alto pI de las isoenzimas de la a-amilasa en capas de aleurona
tratadas con GA; encontrando que habia una cantidad relativamente
alta de mRNA correspondiente a la isoenzima de bajo pI en las
células de aleurona no tratadas, el cual aumentaba
aproximadamente unas 20 veces cuando se trataba con bajos niveles
de GA, (10'9 M). Por otra parte, el nivel de mRNA correspondiente
a la isoforma de alto pI era muy bajo en las células no
estimuladas, pero aumentaba, aproximadamente, unas 100 veces bajo
tratamiento con altas concentraciones de GA, (10"8 M) al cabo de
las 16 horas de tratamiento. Por consiguiente, los genes de la
a-amilasa de cebada, organizados como dos subfamilias de genes
son regqgulados diferencialmente sobre 1los dos cromosomas
diferentes. Los diferentes niveles de mRNA para las familias
génicas de la a-amilasa y su respuesta diferencial al GA, se
refleja en los niveles de las correspondientes isoenzimas
(Jacobsen y Chandler, 1987).

Jacobsen y col. (1985), demostraron que en los protoplastos
de las capas de aleurona de cebada de la variedad Himalaya,
tratados durante 24 horas con GA; 1 uM se incrementd el nivel de
mRNA aproximadamente unas 50 veces en relacién al control. La

presencia de ABA 25 pM redujo el nivel de mRNA a la mitad
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respecto al control, y en el caso en que ambas hormonas estaban
presentes en el medio de incubacién, se observd una inhibicién de
la respuesta al GA,. Jacobsen y Beach (1985) determinaron el
efecto de GA5 + ABA sobre la transcripcién de los genes de la

ae-amilasa ensayando la actividad transcripcional in vitro usando

niclecs aislados de protoplastos y la sintesis de RNA fue medida
por la incorporacién de [a-32P]UTP, sequido por hibridizacidén con
el clon pHV19, el cual contiene la informacidn genética para la
a-amilasa de alto pI de aleurona de cebada. Ellos encontraron que
la proporcién de los transcritos de RNA total y los transcritos
de RNA ribosomal disminuyeron en presencia de GA,;, en cambio los
transcritos de la e-amilasa aumentaron 5,5 veces en las células
de los protoplastos tratados con GA;, comparado a los de
protoplastos no tratados con la hormona. En cambio, la sintesis
de mRNA para la a=-amilasa fue inhibida en los nlcleos de los
protoplastos tratados con GA; + ABA.

La presencia de mRNA estable en las semillas en germinacién
ofrece una ventaja, debido a que se deben generar enzimas
hidroliticas durante un cierto lapso de tiempo para mobilizar el
material de reserva. Jones (1969), Vigil y col. (1973),
demostraron que la incubacidén de las capas de aleurona de cebada

con GA5 promovia una extensa proliferacidén del reticulo

endoplésmico.
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Ho y Varner (1974) han demostrado que el inhibidor de la
transcripcidén, cordicepina (3'-deoxiadenosina), es efectivo para
inhibir la sintesis de la a-amilasa inducida por GA5; sin
embargo, cordicepina no impide la sintesis de la a-amilasa cuando
es agregado 12 horas después del tratamiento con la hormona. Este
hecho indica que los mRNAs de la a@-amilasa son sintetizados
durante las primeras 12 horas del tratamiento con GA5 Y que la
tasa de recambio de estos mRNAs es muy lenta, lo que demuestra
que los mRNAs son estables. La vida media de estos mRNAs se ha
estimado superior a las 100 horas (Ho y col., 1987). Sin embargo,
la estabilidad‘del mRNA se ve afectada si las capas de aleurona
de cebada son sometidas a estrés térmico (Belanger y col., 1986).
Ellos incubaron capas de aleurona de cebada a una temperatura de
40°C, a la cual se indujo la sintesis de las proteinas de estrés
calérico y en forma paralela hubo una disminucién de la sintesis
de la a-amilasa inducida por GA;. Andlisis de las secuencias de
mRNAs de a-amilasa por traduccidn in vitro e hibridizacidén dot
blot con un cDNA demostré que los mRNA de ca-amilasa, normalmente
estables en condiciones normales de temperatura, fueron
degradados en capas de aleurona tratadas con calor.

La degradacidén del mRNA de la a-amilasa se correlaciond con
una réipida destruccidn del RE observado por microscopia

electrénica. Debido a que el RE es el sitio de sintesis y
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procesamiento de las proteinas secretoras, se sugiere que 1la
asociacién de este organelo con los mRNAs que codifican para las
proteinas secretoras conferirian estabilidad a estos transcritos.

La estabilidad de los mRNAs de la c~-amilasa también ha sido
atribuida a la presencia inusual del codén de inicio AUG dentro
de una estructura secundaria muy estable en el extremo 5' del

mRNA y un alto contenido GC en la regién codogénica (Rogers,

1985) .

2. Control traduccional

Al adicionar ABA a tejidos de aleuronas tratados con GA,, se
inhibié la sintesis y la secrecién de la a-amilasa (Chrispeels y
Varner, 1966). Esta inhibicién ocurria si la adicidén de ABA era
posterior a la incubacién del tejido con GA;, lo cual indicé que
el ABA no actda al mismo nivel que GA;. Mozer (1980) compard el
patrén de proteinas sintetizadas por capas de aleurona tratadas
con GA;, con ABA y con GA; + ABA, durante diferentes tiempos, con
las proteinas sintetizadas por un sistema de traduccién in wvitro
de RNA-poli A%, seleccionado por columna 6ligo (dT) celulosa,
obtenido de las capas de aleurona tratadas en forma similar. In
vivo, el GA,; favorecidé la sintesis especifica de la a-amilasa

respecto a otras proteinas. El1 ABA no alterd dréasticamente 1la
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sintesis de las proteinas, pero indujo la sintesis de nuevas
proteinas y detuvo completamente la sintesis de la a-amilasa. Los

perfiles proteicos obtenidos del sistema de traduccién in wvitro

usando RNA-poli a* presente en los tejidos, fueron similares en
los diferentes tiempos. La sintesis de la a-amilasa in vivo en
tejido tratado con GA; + ABA es menor comparado con el tejido
tratado con GA5 en estos tiempos. El mRNA para la a-amilasa estd
presente en tejidos tratados con las dos hormonas, pero no es
traducido eficientemente in vivo; 1lo cual sugiere que el ABA
controla la sintesis de la a-amilasa a nivel traduccional.

En semillas de Araucaria araucana (Mol.) Koch, Cardemil y
Reinero (1982) determinaron que un 61% del peso seco de 1la
semilla corresponde a almidén, encontrandose un 31% en el embridn
Yy un 63% en el megagametofito.

La disminucidén del almidén observada en el embrién durante
las primeras 90 horas de germinacidén de la semilla, se
correlaciona con un incremento en la actividad de la a-amilasa y
de la fosforilasa (Cardemil y Varner, 1984). El1 contenido de
almidén de la radicula desaparece antes que la del hipocétilo y
de los cotiledones lo cual, presumiblemente, genera el potencial
de presidén necesario para el crecimiento y la protrusidn de la
radicula. En cambio, el contenido de almiddén del megagametofito
disminuye lentamente principalmente por 1la accidén de la

fosforilasa durante las primeras 90 horas de germinacién
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(Cardemil y Varner, 1984). El producto de la degradacidén de la
reserva del megagametofito es transportado a la cavidad donde se
hallan los cotiledones, 1los cuales sirven como ©&rganos
haustoriales permitiendo el crecimiento y desarrollo de 1la
plantula (Lozada y Cardemil, 1983).

En el embrién de A. araucana, los niveles de giberelinas
enddégenas cambian durante las primeras 90 horas de imbibicién,
correlacionandose estos cambios con los niveles de la actividad
a=-amilasa y la concentracidén de las proteinas totales (Reinero y
col., 1983). En las semillas quiescentes y en aquellas con 18
horas de imbibicién predomina una giberelina del tipo GA;.
Después de la germinacién y hasta las 90 horas de imbibicidén de
la semilla la giberelina tipo GA; disminuye, 1llegando a
predominar una giberelina con la misma movilidad cromatogréafica
que GA,. En las semillas embebidas con AMO 1618, un inhibidor de
la sintesis de las giberelinas, la ac-amilasa muestra solamente un
37% de la actividad inicial. La actividad es completamente
restaurada si las giberelinas enddégenas del embridén son
adicionadas a las semillas embebidas en AMO 1618, sugiriendo que
la presencia de la c-amilasa en los embriones de A. araucana

depende de la presencia de giberelinas especificas (Reinero y

col., 1983).
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Estudios realizados con un extracto crudo y utilizando IEF
muestran la presencia de cinco isoenzimas y otras bandas menores
en semillas quiescentes, 1las cuales son idénticas en ambos
tejidos: embrionario y gametofitico (Salas y Cardemil, 1986).
Este patrdén cambia a través del proceso de germinacién de 1la
semilla, observadndose sélo dos bandas a las 18 horas vy
reapareciendo cuatro de las cinco isoformas originales a las 48
horas en ambos tejidos; en cambio a las 90 horas, el patrén de
iscenzimas cambia notablemente, tiempo en el cual el nivel de
giberelinas ha incrementado (Reinero y col., 1983).

En Gimnospermas no existen mAs antecedentes sobre esta

enzima, ni sobre su regulacién fisiolégica que los mencionados

anteriormente. Por ello, es interesante estudiar dicha proteina

en las semillas de Araucaria araucana que tienen un embridn dg
origen diploide y un megagametofito de origen materno, haploide
gque podria ser la explicacién de los niveles menores de la
actividad de la enzima encontrados por Reinero y col. (1983). Sin
embargo, el megagametofito es un tejido constituido por células
con muchos nicleos haploides, sobre 12 y por lo mismo uno
esperaria una cantidad y actividad de la enzima mayor que la
presente en el embrién. Como é&sto no ocurre, la regulacidén de la

expresién génica en el embrién debe ser diferente a la del

megagametofito.
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HIPOTESIS DE TRABAJO

Lo anteriormente sefialado lleva a formular las siguientes
hipétesis:

"En la semilla de A. araucana las isoenzimas de la a-amilasa
son codificadas por diferentes genes o grupos de genes
estructurales. Si es asi, diferencias en el analisis de su
estructura primaria reflejara esas diferencias genéticas".

"La expresidén de los genes que codifican para la a-amilasa
en semillas y plantulas de A. araucana podria ser mediada por la
accidén de giberelinas enddgenas y por &cido abscisico. Si este es
el caso, la presencia o ausencia de estas hormonas produciria
cambios en el patrén isocenzimidtico de 1la a-amilasa que es
caracteristico de una etapa particular del desarrollo y podria
explicar también las diferencias en los niveles de la actividad
de la enzima entre el megagametofito (n) y la plantula (2n).

Los objetivos planteados en esta tesis son:

1. Caracterizar parcialmente la estructura de las iscenzimas
de a-amilasa presente en el embridén y megagametofito de semillas
de Araucaria araucana.

2. Estudiar la regulacién de la expresién génica de 1la

a-amilasa por giberelinas endégenas y acido abscisico.
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MATERIALES Y METODOS

2.1 Reactivos quimicos y materiales cromatograficos

Las siguientes compafiias suministraron los reactivos y

materiales sefialados mis adelante:

- Amicon Corporation, Lexington, Massachusetts: micro-

concentradores.

- Merck A.G., Darmstadt, Alemania: acetato de sodio, cloruro de
calcio, cloruro de sodio, hidrdéxido de sodio, glucosa, &cido
fosférico, almidén soluble, yoduro de potasio, yodo, dicromato de
potasio, carbonato de sodio, formaldehido, glicerol, A&cido
sulfGrico, 2-propanol, cloruro de magnesio, acido bdérico, citrato
de sodio, sulfato de amonio, &cido clorhidrico.

- Millipore, Corporation, Bedford, USA: membrana de difluoruro de
polivinilideno.

- Riedel de Haen A.G. Seelze-Hannover, Alemania: nitrato de

plata.

= Schleicher and Schuell, Inc. Keene, N.H. USA: membrana de

nitrocelulosa.
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- Sigma Chemical Company, St. Louis, Missouri, USA: glicbégeno de
ostra, sefarosa 6B epoxiactivada, B-ciclodextrina, Tris, azul de
Coomassie G-250 y R-250, fluoruro de fenil metil sulfonilo,
N-tosil-L-fenilalanina clorometil cetona, acrilamida,
bis-acrilamida, 4cido maleico, dodecil sulfato de sodio,
2-mercaptoetanol, azul de bromofenol, estdndares de masa
molecular para geles en SDS, anfolitos de pH 4-6 y 5-8, A&cido
abscisico, bromuro de cianbégeno, glicina, azida de sodio,
Tween-80, albGmina sérica de bovino, gelatina, azul de nitro-
tetrazolio, 5-bromo-4-cloro-indolil-fosfato,B-cloro-etiltrimetil
amonio, &cido giberélico, N- a-p-tosil-L-lisina clorometil
cetona, dansilhidrazina, Tween-20, veronal sédico, DEAE-celulosa.

- Sudelab S.A.: metanol, etanol, acido acético.
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2.2 Caracterizacién de la a-amilasa de semillas quiescentes

2.2.1 Extraccidén de la enzima de semillas quiescentes

En esta tesis se realizaron andlisis en semillas quiescentes
Yy plé&ntulas, por consiguiente, es preciso sefialar que el término
plantula corresponde al periodo posterior a las 40 hrs de
germinacién, tiempo en el cual emerge la radicula de la semilla
(Bewley y Black, 1978).

Los experimentos para caracterizar la a-amilasa de semillas
quiescentes fueron realizados con el tejido embrionario y el
megagametofito juntos pues, el patrén de las isoformas de 1la
a-amilasa es el mismo en ambos tejidos (Salas y Cardemil, 1986).
En cambio, aquellos experimentos descritos para conocer acerca de
la regulacidén hormonal de la expresién génica de las isoenzimas
de la e-amilasa se realizaron con la plantula, separando ésta con
sus cotiledones del megagametofito, una vez que la plantula
recibid el tratamiento correspondiente (Figura 1A y 1B).

Las semillas de Araucaria araucana (Mol.) Koch fueron

recolectadas en 1988, 1989, 1990 entre los meses de Marzo y
Abril, en la Reserva Forestal de Malalcahuello, situada a 379 !
latitud sur de Chile. Las semillas se guardaron en bolsas

lasticas a 4°C hasta ser usadas.
P
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FIGURA 1. Seccidén longitudinal de la semilla quiescente y las
etapas de desarrollo de la plantula de A. araucana.

A. Seccion 1longitudlinal de una semlilla qulescente: C,
cotiledones; E: eje embrionario; R: radicula; M: megagametofito.
B: Diferentes etapas del desarrollo de la plantula de A.

araucana. 1: 40; 2: 90; 3: 140; 4:180; 5: 220 y 6: 260 hrs de
desarrollo de la plantula.
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Las semillas fueron escarificadas mecé&nicamente y se
esterilizaron con hipoclorito de sodio comercial al 5% por 15
minutos. Luego fueron lavadas repetidas veces con agua destilada.

La extraccidén de la enzima a partir de 1las semillas
quiescentes (sin embeber) se hizo de acuerdo al método de Nyman
(1971). Las semillas se homogeneizaron en amortiguador de
extraccién a 4°c. Este contenia acetato de sodio 0,04 M a pH
4,8, CaCl, 0,02 M, NaCl 0,06 M. El homogeneizado se centrifugd a
10.000 rpm (8.000 x g rotor SS 34) en una centrifuga refrigerada
Sorvall RC-5B por 15 minutos. E1l sobrenadante se extrajo con una
pipeta Pasteur, elimindndose la capa superior de lipidos. Este
sobrenadante que contiene la mayor parte de las proteinas se
calenté a bafio Maria a 70°C por 15 minutos. Después de calentado,
fue enfriado en un bafio de hielo que hizo precipitar 1las
proteinas y fue centrifugado a 8.000 rpm (5.000 x g, rotor SS 34)
por 5 minutos. E1 sedimento gque contenia 1las proteinas
precipitadas, se descarté. Al sobrenadante se le adicioné etanol
absoluto frio (0°C) hasta obtener una concentracién final de
etanol de 40%. El extracto etandlico fue dejado en hielo por 30
minutos. La muestra fue centrifugada una vez mas a 10.000 rpm

(8.000 x g, rotor SS 34) por 20 minutos y el precipitado fue

descartado.
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Al sobrenadante de esta Gltima centrifugacién se le adicioné
una solucidén de glicégend de ostra al 4% (p/v) de acuerdo al
método de Schramm y Léyter (1966) , con el objeto de precipitar 1la
a-amilasa. Para ésto se adiciondé 50 pl de solucién de glicdégeno
por ml de extracto enzimatico y luego se céntrifugé 10 minutos a
10.000 rpm (8.000 x g, rotor SS 34). El precipitado glicdgeno-
a-amilasa fue resuspendido en el amortiguador de extraccién, se
dejé reposar durante 2 hrs a temperatura ambiente y luego fue
dializado extensamente a 4°C en presencia del mismo amortiguador,

realizando seis cambios de la solucidén amortiguadora durante 6

horas.

2.2.2 Purificacidén de la enzima a-amilasa por cromatografia de

afinidad

La a-amilasa fue purificada por cromatografia de afinidad
sobre Sefarosa 6B-epoxiactivada sustituida con ciclohepta
-amilosa (CHA), de acuerdo al método de Vretblad (1974). Para la
inmovilizacién de CHA sobre Sefarosa 6B, 8 gramos de
Sefarosa-epoxiactivada fueron colocados en un vaso de precipitado
con un exceso de agua destilada por 1 hora. Luego el gel fue
transferido a una solucién de NaOH 0,1 M y el exceso de liquido

fue removido por succién. En seguida, se le adicioné 24 ml de
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NaOH 0,1 M conteniendo 600 mg de CHA. En esta Gltima solucién, el
gel fue mantenido por 19 hrs a 45°C en un bafio con agitacién.
Después de la incubacién, el gel fue lavado en un embudo Biichner
con agua destilada por 30 minutos sequido de un lavado con una
solucidén de glucosa (25 mg/ml de agua) por otros 30 minutos.
Luego se volvidé a lavar con agua destilada por 30 minutos vy
finalmente con amortiquador acetato de sodio 50 mM, pH 4,8 por 2
horas. El gel fue vertido en una columna de vidrio de 9 x 300 mm
Y equilibrado con el amortiguador acetato de sodio pH 4,8.

La purificacién de la c-amilasa se realizé de acuerdo al
método de Silvanovich y Hill (1976). Para ésto la proteina fue
absorbida en la columna CHA-sefarosa, la que fue lavada con el
amortiguador de extraccidén hasta que la absorbancia a 280 nm fue
igual o inferior a 0,03. La proteina ligada a 1la columna
CHA-Sefarosa fue eluida con el amortiguador de extraccidn
conteniendo 8 mg/ml de CHA. E1 CHA fue removido por didlisis en
el mismo amortiguador y la solucién enzimdtica libre de CHA fue
concentrada por centrifugacién a 4.000 rpm (1.250 x g, rotor SS

34) usando un microconcentrador Centricom 10 (Amicom).
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2.2.3 Cromatografia de intercambio iénico en DEAE-=-celulosa

Las isoenzimas de la a-amilasa de A. araucana, purificadas
por cromatografia de afinidad, fueron fraccionadas a través de
una columna de DEAE-celulosa de 1,0 x 25 cm. La columna fue
equilibrada con el amortiguador Tris-HC1l 20 mM, pH 8,0. Para
lograr 1la separacidén de las 1isoenzimas se ensayaron dos
amortiguadores: a) Tris-HCl 20 mM, pH 8,0 en el cual se
incrementé la concentracién de CaCl, de 5 mM a 10 mM desde la
fraccién ndmero 20 a la fraccidédn niGmero 70 y el gradiente de NacCl
de 0,0 a 0,6 M se aplicé desde la fraccidn nGmero 56.

b) Tris-HC1l 20 mM, pH 8,0, que contenia CaCl, 10 mM. Las
fracciones fueron eluidas con un gradiente lineal de 0,0 a 0,6 M
de NaCl. En seguida, se cuantificé la actividad de a-amilasa en
cada fraccidén obtenida de acuerdo al método descrito en 1la
seccidén 2.2.5.

El andlisis de las fracciones con actividad de a-amilasa se
realizé por electroforesis en un gel de poliacrilamida realizado
bajo condiciones nativas (zimograma) de acuerdo al procedimiento

descrito en la seccidn 2.2.7.
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2.2.4 Cuantificacién de proteinas

La concentracidén de proteinas del extracto purificado por
cromatografia de afinidad se determind por el método de Bradford
(1976) . A una alicuota de 100 pl de enzima, se le agregd 1 ml de
reactivo de Bradford y se leyd su absorbancia a 595 nm. La curva

de calibracién de 1 a 10 pug de proteina se realizdé con una

solucidén de albGmina sérica de bovino de 0,1 mg/ml.

2.2.5 Ensayo de la actividad enzimidtica

La actividad amilolitica se cuantificdé de acuerdo al método
de Jones y Varner (1967) modificado. A-una alicuota de 25 pl de
extracto ehzimético, se le agregd 0,8 ml de amortiguador acetato
de sodio 0,05 M, pH 4,8 que contenia CaCl2 0,02 M, NaCl 0,06 M y
almidén soluble al 0,03% (p/v). Luego, se incubd en un bafio
termorrequlado a 379%¢ por 20 minutos. Otra muestra fue mantenida
en hielo la cual sirvid de control y fue referida como tiempo 0
de incubacién. La reaccién se detuvo con 1 ml de una solucidn de
KI-I, (6 g de KI y 0,6 g de I, disuelto en 100 ml de agua
destilada) al 1% (v/v). Cada tubo se llevd a un volumen final de

2,2 ml con agua destilada y su absorbancia se ley6 a 585 nm. La

actividad fue expresada unidades por mg de proteina (U/mq'1

27



proteina) y la unidad se define como mg de almidén degradado por
minuto por ml de enzima. También fue expresada como actividad

total en mg de almiddén degradado por minuto por g de peso seco de

tejido.

2.2.6 Estudios con inhibidores de proteasas

Con la finalidad de demostrar que 1la presencia de las
mGltiples isocenzimas de la a-amilasa en las semillas quiescentes
de A. araucana no son el resultado de una actividad protelitica,
se usaron inhibidores de proteasas durante la obtencidén de 1la
enzima. Para ello las semillas fueron escarificadas vy
esterilizadas de acuerdo al procedimiento sefialado anteriormente.
La homogeneizacién de las semillas se realizd con el amortiguador
de extraccién adicionado con 1 mM de PMSF o TPCK como inhibidores
de proteasas. Ademds, se obtuvo un extracto enzimatico en
ausencia del inhibidor como control. La purificacién de 1la
enzima, la cuantificacién de las proteinas y la cuantificacidn de
la actividad de a-amilasa se efectud de acuerdo a los métodos

descritos en la seccién 2.2.2, 2.2.4 y 2.2.5, respectivamente.
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Las mGltiples isoformas en los extractos enziméticos
obtenidos en ausencia y presencia de 1los inhibidores de
proteasas, fueron identificadas en un gel nativo de

poliacrilamida de acuerdo al procedimiento sefialado en la seccién

siguiente.

2.2.7 Electroforesis

La actividad de la c-amilasa y el grado de purificaciédn de
la enzima fueron analizados en geles de poliacrilamida nativos
usando un gel concentrador al 3,75% y un gel separador al 7%, a
partir de una solucidn de acrilamida: bis-acrilamida 30:0,8. E1l
gel se cargd con 30 ug de la a-amilasa en los carriles que se
usaron para detectar las bandas de proteinas. Otros carriles se
cargaron con 240 ng de la enzima para detectar las bandas por
actividad de c-amilasa. Después de la electroforesis, parte del
gel conteniendo los carriles cargados con 30 pug de proteinas, fue
tefiido con reactivo de plata de acuerdo al método de Nielsen y
Brown (1984). Para ello el gel fue fijado en una solucidén de
metanol 50% (v/v) conteniendo &cido acético al 12% (v/v) por 1 hr
y lavado dos veces por al menos 30 minutos con una solucidén de
etancl al 10% (v/v) conteniendo acido acético al 5% (v/v). Luego,

el gel fue incubado por 5 minutos en dicromato de potasio 3,4 mM
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conteniendo &cido nitrico 3,2 mM y tefiido con nitrato de plata 12
mM por 20 minutos. Finalmente, 1los geles fueron lavados con
carbonato de sodio 0,28 M con 0,5 ml de formaldehido por litro y
la reaccién detenida con acido acético al 3% (v/v). Las bandas
reveladas para la actividad de a—-amilasa fueron detectadas en el
gel. Este se incubd por 30 minutos en un amortiguador
Tris-maleato 0,05 M, pH 5,0 conteniendo almidén al 1% como
sustrato y CacCl, (Juliano y Varner, 1969). Después de 1la
incubacién los geles se tifieron con una solucidén de KI-I, al 10%
(v/v). E1l almiddén no degradado presente en la mayor parte del gel
da una coloracién azul, en cambio las bandas claras gque aparecen
en el gel, se deben a que el almidén ha sido degradado por la
enzima. Las bandas enzimdticas fueron fijadas con una solucién de

4cido acético al 5% (v/v) en metanol al 30% (v/v).

2.2.8 Determinacién de la masa molecular de las isoenzimas de

a- amilasa

La electroforesis en gel de poliacrilamida conteniendo 0.1%
de dodecilsulfato de sodio (SDS) fue realizada de acuerdo al

procedimiento de Laemmli (1970). La concentracién de acrilamida
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en el gel concentrador fue de un 3.75% y de 10% en el gel
separador a partir de una solucidén acrilamida: bis-acrilamida
descrita en seccién 2.2.7.

Se cargd un canal del gel con 30 pug de la enzima a-amilasa
purificada, previamente desnaturalizada en amortiguador de carga
que tiene una concentracién final de Tris-HCl 0,0625 M, pH 6,8,
SDS al 2% (p/v), glicerol al 10% (v/v), 2-mercaptoetanol 5% (v/v)
y azul de bromofenol al 0,001% (p/v) como colorante. Las
proteinas fueron completamente disociadas al calentar la muestra
por 90 segundos en agua hirviendo.

Las proteinas estindares de masa molecular conocida fueron
preparadas al igual que la muestra y se separaron en el mismo
gel, usando 2 pug de cada proteina. Estas fueron B-galactosidasa
(116.000 daltons), fructosa fosfato quinasa (84.000 daltons),
piruvato quinasa (58.000 daltons), fumarasa (48.500 daltons),
lactato deshidrogenasa (36.500 daltons), triosa fosfato isomerasa
(26.600 daltons).

Las proteinas fueron visualizadas usando el método de

Nielsen y Brown (1984), descrito en la seccién 2.2.7.
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2.2.9 Determinacién del punto isceléctrico de las isoformas de 1la

a-amilasa y su relacién con la masa molecular

El iscelectroenfoque se realizé en un gel de poliacrilamida.
Se prepard el gel para isoelectroenfoque de acuerdo a Pearce y
col; (1972), con anfolitos de rango de pH 4-6 y 5-8. El c&todo
(reservorio superior) se sumergidé en una solucién de NaOH 0,02 M
y el anodo (reservorio inferior) en H,S0, 0,2% (v/V). Se cargaron
dos carriles del gel: uno con 410 ng de proteinas y el otro con
50 pg de proteina. Se aplicd 300 voltios durante 2 hrs, tiempo
necesario para obtener una corriente constante. La medicién de pH
del gel se hizo con un electrodo de superficie. Después de medido
el pH del gel, se procedid a revelar las bandas para actividad
enzimadtica en la seccidén del gel cargado con baja cantidad de
proteina, de acuerdo al procedimiento descrito en la seccién
2.2.7. La otra seccidén del gel, cargado con mayor cantidad de
proteinas, fue tefiido brevemente con una solucién de azul de
Coomassie [0,2% (p/v) del colorante disuelto en una mezcla de
propanol, &cido acético y agua en una proporcidén de 25:10:65] con
el propésito de revelar las bandas de proteinas y desteﬁido con
una solucidén de 2-propanol:&cido acético:agua (10:10:80). Después
de la tincidén de esta Gltima secciédn del gel, las bandas fueron
cortadas y equilibradas en un amortiguador Tris-HCl1l 0,125 M, pH

6,8 y SDS al 1% (p/v). Luego, fueron calentados por 90 segqundos
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en un bafioc de agua hirviendo en amortiguador de Laemmli en
presencia de B-mercaptoetanol. Cada banda fue colocada en un
carril de un gel de poliacrilamida-SDS al 10%.
| Las proteinas estandares de masa molecular conocida fueron
separadas en el mismo gel usando 2 pug de cada proteina. Los
estandares fueron fosforilasa B (106.000 daltons), albGmina de
suero de bovino (80.000 daltons), ovoalbimina (49.500 daltons),
anhidrasa carbénica (32.500 daltons), inhibidor de tripsina de
poroto de soya (27.500 daltons) y lisozima (18.500 daltons).
Las proteinas fueron visualizadas usando el método de

Nielsen y Brown (1984), descrito en la seccién 2.2.7.

2.2.10 Correlacidén entre la movilidad relativa de las isoformas

de la a-amilasa y su pI.

Las isoenzimas de la a-amilasa fueron separadas en un gel
nativo de poliacrilamida al 7% preparado de acuerdo al
procedimiento descrito en la seccidn 2.2.7. Después de realizada
la electroforesis, se cortd una banda longitudinalmente de 1,5 cm
de ancho por 6,0 cm de largo conteniendo las diferentes isoformas
de la a-amilasa. Esta seccidén del gel se rotd en un a&ngulo de 90°
y se dispuso sobre un segundo gel para iscelectronfogque de

acuerdo a Pearce y col. (1972), descrito en la seccidn 2.2.9.
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Después de realizado el isoelectroenfoque, el gradiente de pH
sobre el gel fue determinado a intervalos de 1,0 cm con un
electrodo de superficie. En seguida, la actividad de c-amilasa en

el gel fue revelada de acuerdo al procedimiento descrito en la

seccién 2.2.7.

2.2.11 Deteccidon de carbohidratos en las iscenzimas de 1la

a-amilasa

Se prepard un gel de poliacrilamida-SDS usando el sistema de
amortiguador de Laemmli (1970). La concentracién del gel
concentrador y separador fue de un 4 y 10% respectivamente,
preparado a partir de una solucién de acrilamida: bis-acrilamida
30:0.8. En un canal del gel se cargd 10 ug de la enzima
purificada por cromatografia de afinidad y en otro canal se
dispusoc 10 ug de lectina de papa como control. Ambas proteinas
fueron mezcladas con 20 pl de amortiguador de carga de Laemmli
(1970) y calentadas en un bafio hirviendo durante 90 segundos,
previo a la carga en el gel.

Después de.la electroforesis, el gel fue tefiido de acuerdo
al método de Eckhardt y col. (1976), para lo cual el gel fue
fijado durante la noche en solucién de metanol al 40% (v/v).

Posteriormente se incubd por 2 hrs en Aacido perydéddico al 0,5%
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(p/v) a temperatura ambiente, siendo lavado 1luego con &cido
acético al 5% (v/v) por 30 minutos. Después de retirar
completamente el exceso de &cido perydédico, 1los geles se
mantuvieron durante 2 hrs en acetato de sodio 0,09 M, pH 5,6,
conteniendo dénsilhidrazina al 0,09%. Después de la incubacidn el
exceso de marca fue removida con‘una solucién de Tris 0,02 M, pH
7,4 conteniendo NaCl 0,5 M y Tween-20, 0,05% (v/Vv) .

La fluorescencia de las glicoproteinas fue cualitativamente
examinada en el gel hGmedo sobre un transiluminador de 1luz
ultravioleta a 254 nm.

El gel fue fotografiado utilizando un film Kodak de 400 ASA

y con filtro amarillo. Después de ser fotografiado el gel se tifid

con azul de Coomassie, para obtener las bandas de proteinas.

2.2.12 Composicidén aminoacidica de la a-amilasa

La composicién aminoacidica se analizdé después de realizar
una purificacién preparativa de cada isoenzima. Para ello las
iscenzimas purificadas fueron separadas en un gel nativo de
poliacrilamida al 7% utilizando Tris-borato 0,045 M, pH 8,0 como
amortiguador de electroforesis. Después de la electroforesis, las
isoenzimas fueron electrotransferidas a una membrana de

difluoruro de polivinilideno (PVDF) de acuerdo al procedimiento
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de Matsudaira (1987). Para ésto, los geles fueron lavados por 5
minutos con amortiguador de transferencia (3-[ciclohexilamino]
-1-4cido propanosulfdénico 10 mM en metanol al 10% (v/v), PpH
11,0). La membrana PVDF fue lavada con metanol al 100% y
mantenida en tampdén de transferencia antes de ponerla en contacto
con el gel. El gel se dispuso entre la membrana PVDF y varias
hojas de papel filtro y se realizd la transferencia a 6 volts por
1 hr y posteriormente a 12 volts por 4 horas.

Después de la electrotransferencia, 1la membrana PVDF
conteniendo las proteinas fue lavada con agua desionizada por 5
minutos y tefiida con azul de Coomassie R-250 al 0,5% (p/Vv) en
metanocl al 50% (v/v) por 5 minutos, para luego ser destefiida con
una solucién de metanol al 50% (v/v) conteniendo &cido acético al
10% (v/v). Finalmente se lavé en agua desionizada por 5—10
minutos.

Para obtener los aminodcidos, las bandas de las isoenzimas
de la o-amilasa visualizadas en la membrana, fueron cortadas en
tiras de 4 x 9 mm. Los andlisis fueron realizados por la Monsanto
Corporate Research, Chesterfield, MO. Para ello cada tira se
colocd en un tubo al que se hizo llegar vapores de HCl 6 N, luego
fue sellado al vacio y mantenido por 24 hrs a 1159C. Les
amino&cidos liberados fueron extraidos con 2 lavados de 200 pl de

una solucién de metanol al 30% (v/v) conteniendo HC1l 0,1 N, los

cuales fuercon llevados a sequedad.
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Los aminodcidos extraidos fueron resuspendidos en 90 ul de
citrato de sodio 0,2 M, pH 5,4. Cincuenta pl de esta solucién
conteniendo los aminodcidos fueron inyectados en un analizador de
amino&cidos Beckman 6300. El analizador separa los amino&cidos
por cromatografia de intercambio iénico sobre una columna de
poliestireno sulfonado. Los aminodcidos son cuantificados
mediante determinacidén colorimétrica aplicando ninhidrina. La

lectura de la absorbancia a 540 y 440 nm permitid cuantificar los

a-aminodcidos y la prolina, respectivamente.

2.2.13 Andlisis de la secuencia aminoacidica NHz-terminal

Las isocenzimas de la a~-amilasa purificadas (10 ug de cada
una) fueron separadas en un gel nativo de poliacrilamida al 7% de
una solucidén de acrilamida: bis-acrilamida 30:0,8, usando como
amortiguador de electroforesis Tris-borato 0,045 M, pH 8,0.
Después de la electroforesis, las 1isocenzimas fueron
electrotransferidas a una membrana PVDF de acuerdc al método de
Matsudaira (1987), tal como se describid en la seccidén 2.2.12.

Para obtener la secuencia aminoacidica NH,-terminal, las
bandas de las isoenzimas de la a-amilasa visualizadas sobre la
membrana PVDF con la tincidén de azul de Coomassie, fueron

seccionadas en tiras de 4 x 9 mm. Los andlisis fueron realizados
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por la Monsanto Corporate Research, MO., de acuerdo al método de
degradacidén de Edman, usando un secuenciador automidtico equipado
con un analizador de feniltiohidantoineos usando el programa
O3RPTH. Los amino&cidos 1liberados, como derivados

feniltiohidantoineos, fueron identificados por an&lisis en
cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC) en fase inversa
sobre una columna C-18 Brownlee (150 x 3.9 mm). La absorcidén de

los derivados feniltiohidantoineos fue monitoreada a 254 nm.

2.2.14 Deteccidén inmunoldgica de la c-amilasa inmovilizada en

papel de nitrocelulosa (Western blotting)

2.2.14.1 Electrotransferencia de las proteinas a la membrana de

nitrocelulosa

Las isoformas de la a-amilasa obtenidas de semillas
quiescentes de A, araucana y purificadas por cromatografia de
afinidad, fueron separadas en un gel de poliacrilamida al 10%
conteniendo 0,1% de SDS, wusando el sistema de amortiguador
discontinuo de Laemmli (Laemmli, 1970). Se cargaron 2 geles: en
el primero de ellos se colocdé en un carril 0,135 pg de a-amilasa
de cebada como control y en el otro carril 40 pg de a-amilasa de

A. araucana. El segundo gel se cargd con cantidades crecientes de
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a-amilasa de A. araucana de 20, 25, 30 y 35 ug. Después de
efectuada la electroforesis se realizdé la electrotransferencia de
la proteina del gel al papel de nitrocelulosa de acuerdo al
método de Towbin y col. (1979). Para é&sto, se cortaron 2 hojas de
papel filtro Whatmann y una hoja de nitrocelulosa de acuerdo al
tamafio exacto del gel. El1l papel de nitrocelulosa humedecido en
agua desionizada se colocd sobre el gel y las hojaé de papel
filtro, embebidos en amortiguador de transferencia (Tris 25 mM,
glicina 192 mM, metanol 20% (v/v) a pH 8,3) cubrieron por cada
lado al gel con el papel de nitrocelulosa. Luego, este sistema
fue dispuesto en una grilla pléastica y colocado en la cémara de
electrotransferencia con el amortiguador anteriormente sefialado.
La hoja nitrocelulosa se ubicd hacia el &nodo de la camara y la

electroforesis se realizd a 180 mA durante 8 hrs a 10°cC.

2.2.14.2 Deteccidén de proteinas electrotransferidas
Después de la electrotransferencia todas las incubaciones

del papel de nitrocelulosa se efectuaron a temperatura ambiente,

de acuerdo al siguiente procedimiento:
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a - Se lavdé el papel de nitrocelulosa durante 10 minutos en Tris
0,1 M, azida de sodio 0,05% (p/v), Tween-80 0,04% (v/v), a pH
8,0.
b - Se sumergidé por 1 hora en amortiguador de bloqueo [Tris 0,1
M, azida de sodio 0,05% (p/v), albGmina sérica de bovino 0,25%
(p/v), gelatina 0,25% (p/v) y Tween-80 0,04% (v/v) a pH 8,0].
Cc - Se incubd el papel de nitrocelulosa con el anticuerpo de
reaccidén cruzada generado contra c-amilasa de alto y bajo pI de
cebada (gentilmente cedido por el Dr. David Ho).

Para ello se usd una dilucién de 1/5000 para detectar ca-

amilasa de cebada y de 1/500 para detectar a-amilasa de A.

araucana.

d - Se lavé el filtro de nitrocelulosa 3 veces durante 15 minutos
cada vez, con Tris 0,1 M, azida de sodio 0,05% (p/v), Tween-80
0,04% (v/v) a pH 8,0.

e - Se incubd luego con anticuerpo de cabra originado contra
inmunoglobulinas (IgG) de conejo y conjugado con fosfatasa
alcalina usandose una dilucién de 1/20000 y 1/7500'para revelar
la ea-amilasa de cebada y A. araucana, respectivamente.

f -Se lavd 3 veces el papel durante 10 minutos cada vez, con Tris
0,1 M, azida de sodio 0,05% (p/v), Tween=-80 0,04% (v/v), SDS
0,05% (p/v) a pH 8,0.

g - Se lavdé una vez mas con amortiguador veronal sdédico 0,15 M,

acetato de sodio 0,15 M, pH 9,55.
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h - La reaccidén de color se realizd aplicando amortiguador

veronal 0,15 M, pH 9,55 que contiene MgCl, 4 mM, azul de nitro-
tetrazolio 0,1 mg/ml y S5-bromo-4-cloro-indolil-fosfato 0,5 mg/ml.
i - Finalmente, se detuvo la reaccién sumergiendo el papel de

nitrocelulosa en agua desionizada y se dejé secar sobre papel

filtro Whatmann.

2.2.15 Tratamiento con bromuro de cianégeno

Las isocenzimas purificadas por cromatografia de afinidad de

Sefarosa-CHA, fueron separadas en un gel de poliacrilamida-SDS al

" 10%.

Después de la electroforesis, 1las proteinas fueron
visualizadas por tincién con azul de Coomassie R-250 de acuerdo
al método descrito en la seccidn 2.2.9. El gel fue cortado en
tiras de 3 x 10 mm, conteniendo cada una de éstas, una isoenzima
diferente. Cada tira del gel conteniendo la proteina fue
liofilizada y tratada con 0,5 ml de &cido férmico al 70% (v/Vv)
conteniendo 50 mg de CNBr por 16 horas a 25°C de acuerdo al
método de Jahnen y col. (1990). Después del tratamiento con CNBr,
las bandas fueron lavadas brevemente en un amortiguador de
equilibrio de Tris-HC1l 0,125 M, pH 6,8 y SDS al 0,1% (p/Vv).

Luego, fueron calentados a 68°¢c por 4 minutos en un amortiguador
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de carga de Laemmli en presencia de B-mercaptoetanol. Se hizo un
control para cada isoenzima, incubando la proteina en &cido
férmico al 70% (v/v) sin CNBr, bajo las mismas condiciones que la
proteina tratada. Cada banda fue colocada en un carril de un gel
de 1,2 mm de grosor de poliacrilamida-sSDS al 15% usando una
solucién de acrilamida: bis-acrilamida en proporcién 37:1 de
acuerdo al método de Fling y Gregerson (1986). Para la
electroforesis se usd un amortiguador discontinuo de Laemmli
modificado, para lo cual el gel separador se prepard con una alta
concentracién de Tris 0,75 M. El amortiguador de electroforesis
fue Tris de 0,05 M con glicina 0,19 M y SDS 0,1%, pH 8,5. La alta
concentracién de Tris en el gel separador (0,75 M) y en el
amortiguador de corrida (0,05 M), mejord la resolucidén de
péptidos y proteinas (Fling y Gregerson, 1986).

Las proteinas estandares de alta y baja masa molecular
fueron separadas en el mismo gel usando 2 ug de cada proteina.
Las proteinas estandares de alta masa molecular fueron
fosforilasa (94.000 daltons), albtGmina (67.000 daltons),
ovoalbGmina (43.000 daltons), anhidrasa carbdénica (30.000
daltons), inhibidor de tripsina (20.100 daltons), mioglobina I y
II (14.600 daltons). Las proteinas estdndares de baja masa
molecular fueron péptidos de mioglobina cuyas masas moleculares

son 14.400, 10.670, 8.160 y 2.510 daltons.
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Después de 1la electroforesis el gel fue tefiido con el

reactivo de plata de acuerdo al método de Nielsen y Brown (1984),

descrito en la seccién 2.2.7.

2.3 Regulacidén de la expresidén génica de las isoenzimas de 1la

a- amilasa

2.3.1 Efecto de un retardante de crecimiento sobre la actividad

de la ac-amilasa de plantulas de A. araucana

Tres grupos de semillas fueron usados. Un grupo fue incubado
en vermiculita y regadas con 20 mM de cloruro de
B-cloroetiltrimetilamonio (CCC) durante 90 horas. Un segundo
grupo que correspondid al experimento control, fue regado con
agua. Un tercer grupo de semillas fue un segundo control en que
las semillas fueron embebidas en presencia CCC de 20 mM y de
dcido giberélico 10732 M.

Después de las 90 hrs de imbibicién, las plé&ntulas con sus
cotiledones y los megagametofitos de los tres tratamientos se
esterilizaron en hipoclorito de sodio 5% (v/v) por 15 minutos y
se enjuagaron repetidas veces con agua destilada. Cada uno de los
tejidos por separado fue homogeneizado en amortigquador de

extraccién, a 5°9c, compuesto por acetato de sodio 0,05 M a pH
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4,8, cCaCl, 0,02 M, NaCl 0,06 M y PMSF o TPCK o TLCK 1 mM como
inhibidores de proteasas. Los seis diferentes homogenizados se
centrifugaron a 10.000 rpm (8.000 x g, rotor SS 34) en una
centrifuga Sorwvall RC-5B por 15 minutos. Los sobrenadantes
obtenidos, los cuales contienen la totalidad de las proteinas, se
calentaron a bafio Maria a 709 por 15 minutos. Después de
calentados, fueron enfriados en un bafio de hielo y se
centrifugaron a 8.000 rpm (5.000 x g, rotor SS 34) por 5 minutos,
descartindose el precipitado. El sobrenadante fue precipitado con
sulfato de amonio [(NH,),S0,] a 0°C hasta un 20, 40, 60 y 80% de
saturacidén. Las proteinas de los seis extractos que fueron
precipitadas usando (NH,),S0, hasta un 60% de saturacidn, fueron
resuspendidos en amortiguador de extraccién y dializados durante
40 hrs a 7°C‘con repetidos cambios del amortiguador. Los
extractos dializados fueron centrifugados a 5.000 rpm (2.000 x g,
rotor SS 34) durante 10 minutos para remover la proteina no
disuelta. La actividad de e-amilasa fue cuantificada en todos los
extractos de acuerdo al método de Jones y Varner (1967), y las
proteinas totales fueron cuantificadas de acuerdo al método de
Bradford (1976). Para ello, a una alicuota de 100 pl de extracto
enzimdtico, se le agregd 5 ml de reactivo de Bradford y el

contenido fue agitado. La absorbancia a 595 nm fue medida después
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de 2 minutos y antes de 1 hora. La curva de calibracién de 10 a
100 pug de proteina se realizd con una solucidn de albimina sérica
de bovino de 1 mg/ml.

Los extractos enzimdticos obtenidos de las pléantulas y de
los megagametofitos tratados y de los controles, fueron. sometidos
a electroforesis en gel nativo de poliacrilamida al 7% (soluciédn
acrilamida: bis-acrilamida, 30:0,8) y la actividad amilolitica
fue determinada en el gel, de acuerdo al método de Juliano y

Varner (1969), descrito en la seccién 2.2.7.

2.3.2 Efecto del &cido abscisico socbre la actividad de a-amilasa

en plantulas de A. araucana

Dos grupos de semillas fueron embebidos durante 90 hrs en
presencia de &cido abscisico a una concentracién de 104 y 107> M
y en forma paralela un tercer grupo de semillas fue regado con
agua destilada permaneciendo durante este tiempo a 28°c. Al cabo
de las 90 hrs 1las pléntulas con sus cotiledones y 1los
megagametofitos fueron esterilizados con hipoclorito de sodio 5%
(v/v) durante 15 minutos y enjuagadas con agua destilada 5 veces.

La extraccidén de la enzima de cada uno de ellos se realizd de
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acuerdo al método de Nyman (1971) y con los inhibidores de
proteasas como ha sido descrito anteriormente en la seccién
2.2.6.

La actividad de la a-amilasa y el contenido de proteinas
totales de los diferentes extractos fue cuantificada de acuerdo
al método descrito por Jones y Varner (1967) y al método de
Bradford (1976), descritos previamente en la seccidn 2.2.5 y'
2.3.1, respectivamente.

La actividad de c-amilasa de los extractos obtenidos de las
plantulas y de 1los megagametofitos sometidos al tratamiento
hormonal, como asimismo agquéllos del control, fueron
cuantificados en un gel nativo de poliacrilamida. Se cargaron
49,2 pg y 531 pg de la enzima a-amilasa, obtenida del tejido
correspondiente a la plantula y del tejido gametofitico
respectivamente, en los diferentes carriles del gel. Después de
la electroforesis los geles fueron tefiidos de acuerdo al método
de Juliano y Varner (1969), para detectar la actividad a-amilasa

como se describidé previamente en la seccién 2.2.7.
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3. RESULTADOS

3.1 Caracterizacién de la a-amilasa de semillas quiescentes de

Araucaria araucana

3.1.1 Purificacidén de la a-amilasa

La primera etapa de purificacién de la enzima a-amilasa de
semillas de A. araucana se logrdé por calentamiento del
sobrenadante, obtenido del homogeneizado de semillas quiescentes,
a 70° durante 15 minutos, lo cual permitié la eliminacién de 1las
proteinas termoléabiles.

La segunda etapa de purificacién de la enzima consistid en
adicionar al sobrenadante obtenido de la centrifugacién del
extracto calentado en la etapa anterior, etanol absoluto a 0°c,
hasta alcanzar una concentracién final de 40%. El etanol permitid
precipitar a otras proteinas contaminantes presentes en el
extracto crudo de la enzima. A continuacién, la ce-amilasa fue
precipitada del sobrenadante con la adicién de glicdégeno de
ostra, ya que a-amilasa se une al glicdgeno y el glicdgeno es
insoluble en etanol al 40%. La co-precipitacién de la enzima
a-amilasa con el glucano altamente ramificado, permitid separar

la enzima de otras proteinas contaminantes. También permitid
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reducir la posible inactivacién de la proteina en la columna de
afinidad, etapa posterior de 1la purificacién, debido a 1la
oxidacién de los fenoles presentes en el sobrenadante después de

la precipitacidén con el etanol.

La Tabla 1 resume el procedimiento de la purificacidén de 1la
enzima a-amilasa de semillas de A. araucana. El extracto crudo,
usado para la precipitacidén con glicdgeno, tuvo una actividad
especifica de 0,02 U mg_l, mientras el precipitado con glicégeno
tuvo una actividad especifica de 1,32 U mg~l, obteniéndose en
esta etapa 37,86 mg de proteina y una purificacién de 66,00
veces. El rendimiento de la actividad después de precipitar con
glicdégeno fue de 72,10%.

La tercera etapa de purificacién implica el uso de una
cromatografia de afinidad en la cual el ligando B-ciclodextrina,
sustrato artificial de la a-amilasa, estd unido a Sefarosa 6B.
Las particulas de sefarosa presentan entonces una afinidad
especifica por la ae-amilasa y no por la R-amilasa; por lo tanto,
en una cromatografia de afinidad se retendra la a-amilasa. La
actividad de 1la a-amilasa después de 1la cromatografia de
afinidad a través de la columna CHA-sefarosa fue de 47,20 U mg-l,

lo que significd una purificacién de 2.360 veces, con un

rendimiento de 6,13% de la actividad de a-amilasa ' respecto al

extracto crudo.
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TABLA 1

Purificacién de la a-amilasa de semillas quiescentes de A.
araucana por precipitacién con glicégeno y cromatografia de

afinidad CHA-Sefarosa.

Fraccién Concentracién Proteinas Actividad Unidades Purifi- Rendi-
de proteinas totales especifica totales cacién miento

mg/ml mg U*/mg %

Extracto crudo 3,27 4333,80 0,02 69,34 1 100
Precipitado 2,22 37,86 1;32 49,97 66,00 72,10

con glicdgeno

CHA-Sefarosa 0,13 0,09 47,20 4,25 2360,00 6,13

6B

o e S e D S S e S S S D D D D S S D S S e S D D S D S D S S N D D N D D N S T S

Unidad: mg de almidén degradado por minuto por ml de enzima.
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La Figura 2 muestra el perfil de elucién del extracto de la
enzima obtenido después de la purificacién con glicégeno al
eluirla desde la columna CHA-sefarosa. El1 perfil de elucién
muestra un primer pico de proteinas, que corresponde al volumen
de vacio en el cual no se detecté actividad de a-amilasa. Después
de la elucién de estas proteinas, se agregd ciclohepta amilosa al
amortiguador de elucidn obteniendo una fraccidn proteica con
actividad de a-amilasa.

La identificacidén de esta fraccidén proteica con actividad de
a-amilasa se hizo por electroforesis en un gel nativo de
poliacrilamida. Se observan 6 isoenzimas aungue en otras
electroforesis pueden observarse bandas menores con actividad de
a-amilasa (Figura 3). las 6 isoenzimas se corresponden con
las 6 bandas de proteinas reveladas en gel tefiido con reactivo de
plata. Cada una de ellas presenta una movilidad relativa (Rm)

caracteristica de 0,28; 0,35; 0,43; 0,49; 0,53 y 0,55.
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FIGURA 2. Perfil de elucidn de las isocenzimas de la a-amilasa de

semillas quiescentes de A. araucana desde una columna de afinidad
CHA-Sefarosa equilibrada con el amortiguador acetato de sodio

0,05 M pH 4,8. La flecha indica la posicién donde CHA (8 mg/ml)
fue adicionado al amortiguador.
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FIGURA 3. Patrdédn electroforético de las isoenzimas nativas de
a-amilasa de semillas quiescentes de A. araucana. Zimograma (1) y
gel tefiido con el reactivo de plata (2) después de haber sido
purificadas por cromatografia de afinidad CHA-Sefarosa.
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3.1.2 Cromatografia de intercambio idénico en DEAE-celulosa

Con el objeto de separar las isoformas de la c-amilasa de A.

araucana entre si, éstas fueron fraccionadas en una columna de
intercambio iénico, DEAE-celulosa aplicando un gradiente lineal
salino. De acuerdo a la primera condicién de elucién aplicada, se
obtuvieron 3 picos con actividad de a-amilasa, logradndose en el
segundo pico la completa separacién de una de las dos isoenzimas
con mayor actividad que presenta un Rm de 0,43 sefialado en el
zimograma de la Figura 3. Esta isoenzima eluyd al adicionar el
amortiguador de elucidn CaCl, 10 mM y un gradiente salino entre 0
y 70 mM de NaCl. En la Figura 4, se observa el perfil de elucidn
obtenido y en la Figura 5 el zimograma realizado con las
fracciones concentradas de cada pico con actividad de a-amilasa.
La segunda iscenzima fraccionada corresponde a aquélla con
Rm de 0,49 visualizada en un gel nativo (Figura 3). Esta
isocenzima eluyd® de 1la columna DEAE-celulosa usando el
amortiguador Tris-HC1l 20 mM, pH 8,0. conteniendo CaCl, 10 mM, y a
una concentracién de NaCl comprendida entre 30 y 120 mM. El
perfil de elucién y el zimograma obtenido se observa en 1las

Figuras 6 y 7, respectivamente.
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FIGURA 4. Perfil de elucién de las isoenzimas de la a-amilasa de

A. araucana desde una columna de intercambio iénico DEAE-celulosa
usando el amortiguador Tris-HCl 20 mM, pH 8,0.

realizé aplicando una solucién de cacl
10 mM (indicado por las flechas) y con un gradiente lineal

CcacCl
de 0?0-0,6 M de NaCl aplicado desde la fraccidén namero 56 (=-=--).

La actividad de a-amilasa (-) esti expresada en U/ml.
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FIGURA 5. Patrén electroforético de las fracciones con actividad

de c-amilasa obtenido de la cromatografia de intercambio iénico
DEAE-celulosa. Los nidmeros 1, 2, 3 y 4 corresponden a las
fracciones sefialadas en el perfil de la Figura 4.
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FIGURA 6.

Perfil de elucidédn de las isocenzimas de la a-amilasa
A.

de
araucana desde una columna de intercambio idnico

en
DEAE-celulosa equilibrada con el amortiguador Tris-HC1l 20 mM,
8,0 vy CaCl2 10 mM.

pH

Elucién con un gradiente de 0,0 a 0,6 M de
NaCl aplicado desde la fraccién nGmero 42 (---). La actividad de
a-amilasa (-) esta expresada en U/ml.
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FIGURA 7. Patrdn electroforético de las fracciones centrales de
cada pico con actividad de a-amilasa obtenido de la cromatografia
de intercambio idnico DEAE-celulosa. Los nGmeros 1, 2, 3 y 4
corresponden a las fracciones con actividad amildsica seflaladas
en el perfil de elucidén de la Figura 6.
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3.1.3 Extraccién de la a-amilasa de A. araucana en presencia de

inhibidores de proteasas

La extraccién de la enzima realizada en presencia de dos
inhibidores de proteasas PMSF y TPCK, permitié descartar 1la
posibilidad que las mGltiples isoformas de ac-amilasa obtenidas
por electroforesis fuese causado por la accidén de proteasas
presentes en el extracto crudo, sobre una forma Gnica de
a—-amilasa de la semilla.

Estos resultados se observan en el zimograma de la Figura 8.
En ella se comparan las bandas con actividad de o«a-amilasa
presente en los extractos obtenidos en presencia de inhibidores
de proteasas, de PMSF (Figura 8B) y TPCK (Figura 8C) respecto a
aquél obtenido en ausencia de inhibidor, control (Figura 8A). En
los tres casos se puede observar la presencia de las 6 isoenzimas
y otras bandas menores con actividad de a-amilasa. La movilidad
relativa de cada una de las bandas observadas en el zimograma

fueron de igual valor a los observados en la Figura 3.
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FIGURA 8. Patrdén electroforético de las isoenzimas nativas de la
a-amilasa de semillas quiescentes de A. araucana extraidas en
presencia de inhibidores de proteasa. A: a-amilasa obtenida en
ausencia de inhibidor. B y C: a-amilasa obtenida en presencia
de inhibidores de proteasa, de PMSF (8B) y TPCK (8C).
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3.1.4 Masa molecular de las isocenzimas de la a-amilasa

El grado de pureza de la enzima c«c-amilasa obtenida por
cromatografia de afinidad y la masa molecular de las isoenzimas
fue determinado por electroforesis en gel de poliacrilamida-SDS.
En la Figura 9 se observan 5 de las isocenzimas de la a-amilasa de
A. araucana cuyos M.M. son: 47,0; 50,2; 52,0; 53,5 y 55,2 kDa.
La determinacidén de las masas moleculares de las bandas menores
se obtuvo por deteccidén inmunolégica de la a-amilasa inmovilizada
en papel de nitrocelulosa (analizados en seccidén 3.1.10),

permitiendo sefialar que los M.M. de estas bandas son de 45,7 y

51,2 kDa.

3.1.5 Determinacidén del punto isoceléctrico de las isoformas de la

a-amilasa y su relacién con la masa molecular

Andlisis de las proteinas por IEF reveld que las semillas de
A. araucana, presentan 6 bandas cuyos pI son: 6,0; 5,8; 5,6; 5,1;
5,0 y 4,8 (Figura 10). La transferencia de estas proteinas a un
segundo gel de poliacrilamida-SDS, permitié determinar que

aquéllas con pI'de 5,8; 5,6; 5,1 y 5,0 presentan un M.M. de 53,5;
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FIGURA 9. Electroforesis en gel de poliacrilamida-SDS de las
isoenzimas de la a-amilasa puras de semillas quiescentes de A.
araucana. El canal de la izquierda muestra proteinas de masa
molecular estandar y el de la derecha muestra las isoenzimas de
la a-amilasa y 1la determinacién de sus respectivas masas
moleculares.
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FIGURA 10. Patrdn de las isoenzimas de la a-amilasa de semillas
quiescentes de A. araucana obtenido por isoelectroenfoque.

63



50,2; 47,0 y 52,0 kDa, respectivamente (Figura 11). Debido a la
baja concentracién de las otras tres isoformas de M.M. 55,2; 51,2

y 45,7 kDa no se pudo correlacionar el pI con su respectivo M.M.

3.1.6 Correlacién entre la movilidad relativa de las isoenzimas

de la a-amilasa en gel nativo y su pI

Para determinar el pI de cada una de las isoenzimas
separadas por electroforesis en un gel de poliacrilamida
realizado bajo condiciones nativas, se hizo una electroforesis
bidimensional. Puede observarse en la Figura 12 que las isoformas
con movilidad relativa de 0,28; 0,35; 0,43, 0,49 y 0,53 presentan
un pI de 5,8; 5,6; 5,1, 4,8 y 5,0 respectivamente. A la otra
isoforma con Rm de 0,55 no fue posible determinar su pI dada la

baja actividad que presenta esta isoenzima.

3.1.7 Andlisis de glicosilacidén de las isoformas de la c—amilasa

Numerosos informes han revelado gque las isoenzimas de
a-amilasa de gramineas estan parcialmente glicosiladas (Rodaway,
L9787 , por ésta razdédn se usd el reactivo

peryodato-dansilhidrazina a las isoenzimas de la a-amilasa de A.

64



kD
— 106

% . — B0
= ® — 495
- — 325

7 '— 215

FIGURA 11. Punto isoeléctrico de las isoformas de la a-amilasa y
su masa molecular.
Electroforesis bidimensional en gel de poliacrilamida-SDS de

isoenzimas de la a-amilasa de A. araucana separadas previamente
por isoelectroenfoque.
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FIGURA 12. Correlacidén entre la movilidad relativa de las
iscenzimas de la a-amilasa en gel nativo y su pI. Una seccién de
gel de poliacrilamida conteniendo las isoenzimas nativas de
laa-amilasa de A. araucana separadas por electroforesis fue
girado en un &ngulo de 90° sobre un segundo gel con anfolitos de
rango de pH 4-6 y 5-8. El gel fue tefiido con KI-I,.
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araucana separadas por electroforesis en geles de
poliacrilamida-SDS. E1 andlisis de esta tincién, reveld que las
6 isoenzimas de a-amilasa de A. araucana reaccionan con el

reactivo peryodato-dansilhidrazina, lo que sugiere que son

glicoproteinas (Fig. 13).

La tincién fluorescente de las isoformas se logrd por
oxidacién del carbohidrato presente en la proteina con &cido
peryédico, lo cual generd grupos aldehidos que reaccionaron con
el reactivo dansilhidrazina formando hidrazonas fluorescentes

(Estep y Miller, 1986).

3.1.8 Composicidn de aminodcidos de la a-amilasa

Se obtuvo la composicién aminoacidica de sélo tres
isocenzimas, gque fueron separadas por electrotransferencia
preparativa a una membrana de PVDF. Estas tres isoenzimas de la
a-amilasa analizadas corresponden a las isoformas de masas
moleculares de 53,5; 50,2 y 47,0 kDa, de puntos isoceléctricos de
5,8; 5,6 y 5,1 y de Rm de 0,28; 0,35 y 0,43 respectivamente; las
otras isoenzimas no fueron analizadas debido a la baja cantidad
de proteina presente en la membrana de difluoruro de

polivinilideno (Tabla 2).
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FIGURA 13. Analisis de glicosilacién de las isoformas de 1la
a-amilasa de A. araucana en gel de poliacrilamida-SDS.

A la derecha: gel tefiido con azul de Coomasie

A la izquierda: gel tefiido con a&cido peryddico-dansilhidrazina
Ccarril A : 10 pg de lectina de papa(control)

Carril B: 10 pug de a-amilasa de A. araucana

68



TABLA 2

Composicién de aminodcidos de tres isoenzimas de la a-amilasa de

Araucaria araucana

Aminoédcidos Nimero de residuos por molécula

a-amilasa de A. araucana

Isoenzima Isocenzima Iscenzima
53,5 kD 50,2 kD 47 kD
pI 5,8 plL 5,6 pPI 5,1
*ASX 49 (9,9) 68 (15,1) 67 (15,8)
THR 17 (3,4) 19 (4,2) 19 (4,5)
SER 53 (10,8) 42 (9,3) 40 (9,4)
*GLX 45 (9,1) 40 (8,9) 31 (7,3)
PRO 20 (4,1) 10 (2,2) 14 (3,3)
GLY 155 (31,4) 120 (26,6) 85 (20,0)
ALA 45 (9,1) 53 (11,8) 51 (12,0)
VAL 17 (3,4) i85 (3,3) 23 (5,4)
MET 3 (0,6) 3 {(09,7) 3 (0,7)
ILE 13 (2,6) 10 (2,2) 17 (4,0)
LEU 25 (5;1) 17 (3,8) 23 (5,4)
TYR 7 (1,4) 6 (1,3) 8 (1;9)
PHE 9 (1,8) 8 (1,8) 11 (2,6)
HIS 8 (1,6) 8 (1,8) T {1,7)
LYS 23 (4,7) 28 (6,2) 21 (5,0)
ARG 4 (0,8) 4 (0,9) 4 (0,9)
**TRP N.D. N.D. N.D.
**CYS N.D. N.D. N.D.

- e o e e e S S S S D

* Asparragina y glutamina durante la hidrélisis fueron desaminados a los
respectivos aminoicidos &acidos.

** No determinado, se destruye por la hidrélisis A&cida.
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La composicién aminoacidica de las tres isocenzimas es muy
similar. El1 andlisis reveld que éstas son ricas en glicina,
presentando ademds un contenido relativamente alto de A&cido
aspirtico/asparragina, 4&cido glutamico/glutamina, serina,
alanina, prolina. Los aminodcidos menos representados y en orden
decreciente son fenilalanina, histidina, tirosina, érginina y
metionina.

Al comparar la composicién aminoacidica de las isocenzimas de
A. araucana entre si, se observa que la isoenzima de 53,5 kDa
presenta un nGmero menor de residuos de asparragina/&acido
aspartico y un nGmero mayor de residuos de serina y prolina
respecto a las otras dos isoenzimas y aproximadamente dos veces
el nGmero de residuos de glicina respecto a la isocenzima de 47,0
kDa.

Durante la hidrélisis, asparragina y glutamina fueron
desaminados a &cido aspéartico y glutamico respectivamente.
Solamente triptdéfano y cisteina no pudieron ser determinados por
este procedimiento porque se degradaron durante el andlisis. La
cuantificacién de 1los residuos de metionina se obtuvo por
andlisis peptidico de estas tres formas cuando estas proteinas
fueron tratadas con bromuro de cianégeno, en conjunto con el
anilisis de la secuencia aminoacidica del extremo aminoterminal

que se hizo de cada uno de ellos (seccién 3.1.9).
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La Tabla 3 compara la composicién amincacidica de 1la

isoenzima de a-amilasa de semillas de A. araucana de M.M. de 47,0

kDa con las de Hordeum vulgare. En esta tabla puede apreciarse
gue las isoenzimas de las semillas de esta graminea presentan un
alto contenido de metionina, leucina y tienen aproximadamente dos
veces el contenido de tirosina, cuatro veces el contenido de
arginina y la mitad de los residuos de serina respecto a las
isoenzimas de la c-amilasa de A. araucana. El1 nmero de residuos
de glicina presente en las isocenzimas de H. vulgare es

considerablemente menor respecto al cuantificado en la a-amilasa

de A. araucana.

3.1.9 Secuencia de la regidén amino-terminal de la a-amilasa de

Araucaria araucana

Otro andlisis quimico gque permitid caracterizar a las
isoenzimas de la a-amilasa de A. araucana fue determinar 1la
secuencia aminoacidica del extremo amino-terminal, con 1la
finalidad de establecer alglin grado de similitud o relacién entre
ellas y entre éstas y las isoformas de gramineas. Entre 25 a 28
aminodcidos del extremo NH, terminal fueron secuenciados en las
mismas isoenzimas de la ae-amilasa analizadas anteriormente.

Andlisis de las secuencias aminoacidicas obtenidas, muestra que
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TABLA 3
Comparacién de la composicién aminocacidica de la a-amilasa de A.

araucana con las isoenzimas de la a-amilasa de Hordeum vulgare

S s D e S S T T S S S S

Aminodcidos Nimeros de residuos por molécula
a—-amilasa de Hordeum vulgare a-amilasa de A. araucana
pI 4,6-5,2 pI 5,9-6,4 pI 5,1

ASX 58 (12,86) 60 (14,1) 67 (15,8)
THR 17 ( 3,9) 20 ( 4,7) 19 ( 4,5)
SER 22 ( 5,0) 15 ( 3,5) 40 ( 9,4)
GLX 25 ( 5,7) 34 ( 8,0) 31 & F.3)
PRO 17 ( 3,9) 17 ( 4,0) 14 ( 3,3)
GLY 48 (11,0) 55 (12,9) 85 (20,0)
ALA 47 (10,7) 40 ( 9,4) 51 (12,0)
cYs 8 (1,8) 8 (1,9) N.D.

VAL 28 ( 6,4) 28 ( 6,6) 23 ( 5,4)
MET 13 ( 3,0) 6 (1,4 3 (6.7
ILE 23 ( 5,3) 28 ( 6,6) 17 ( 4,0)
LEU 34 ( 17,8) 32 ( 7.5) 23 ( 5,4)
TYR 16 ( 3,7) 17 ( 4,0) 8 (1,9)
PHE 16 ( 3,7) 19 ( 4,4) 11 ( 2,6)
HIS 13 { 3;0) 9 ( 2,1) 7 (1,7
LYS 23 ¢ %55 16 ( 3,7) 21 ( 5,0)
ARG 17 ( 3,9) 12 ( 2,8) 4 (0,9
TRP 16 ( 3,7) 11 ( 2,6) N.D.

[ ————————————————————————————— S T

*Los valores entre paréntesis corresponden al niimero de residuos expresados
en porcentaje.
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éstos son idénticos en las tres isoformas analizadas (Tabla 4).
Este fragmento amino terminal no presenta un sitio probable de
glicosilacién tal como Asn-X-Ser/Thr.

Al comparar esta secuencia aminoacidica del extremo
NH,-terminal de las isoformas de la a-amilasa de A. araucana con
secuencias de otras proteinas mantenidas en el banco de datos
(NBRF de Monsanto Corporate Research, Chesterfield, MO) no se
encontrd ninguna secuencia homéloga.

En la Tabla 5 se compara la secuencia aminoacidica del

extremo amino terminal de la a-amilasa de A. araucana con la

a-amilasa de H. vulgare (cebada) y Oriza sativa (arroz). Se puede

observar que no hay homologia entre ellas.

3.1.10 Andlisis inmunolégico

Con el objeto de establecer si existe una homologia entre
las iscenzimas de la a-amilasa de A. araucana y de los cereales,
anticuerpos policlonales originados contra las iscenzimas de alto
y bajo punto isoceléctrico de cebada fueron utilizados para
establecer el grado de inmunoreaccidédn cruzada entre los
anticuerpos y las isocenzimas de la a-amilasa de A. araucana. En

este ensayo se encontrdé que estos anticuerpos generados contra la
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TABLA 4

Secuencia aminoacidica del extremo NH2-terminal de tres

isoenzimas de a-amilasa de semillas de Araucaria araucana .

Isoenzima 53,5 kDa

NH2Z-XEVIVTFAMNQRTVFGRVFKIVGNSYVEL

Glu Val De Val Thr Phe Ale Mel Aen Glu Arg Thr ¥al Phe Gly Arg Val Phe Lye DNleu Yal Gly Asn Ber Vol Glu Leu

Isoenzima 50,2 kDa

NH2ZXEVIVTFAMNQRTVFGRVYVFKIVGNSVEL

Isoenzima 47 kDa

NH2-XEVIVTFAMNQRTVFGRVFKIVGNSVEL
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TABLA S

Comparacion de la secuencia aminoterminal de una isoenzima de c-amilasa de semillas de
Araucaria araucana con otras a-amilasas

a-amilasa de A. garaucana

NH2XEVIVTFAMNQRTVFGRVFKIVGNS

Gb Val Tl Val ThrPhe Al Mt Asn Gl Arg Thr Val Phe Giy Arg Val Phe Lys Tlew Val Gly Asn Ser

a-amilasa de O. sativa

NH2-QVLFQGFNWESWKENGGWYNFLMGK

Gln Val L PheGlnGly Phe Aan Trp Giu Set Trp Ly |Gl Asq Giy GlyTrp Tyr Asn |Pha Len|Met Giy Ly

«-amilasa de H. vidgare

NH2-2-QVLFQGFNWESWKQSGGWY MMIMGK

Gln Se
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a-amilasa de cebada dan inmunoreaccién cruzada con las
isocenzimas de semillas de A. araucana, siempre que se utilice
una concentraciétn mayor del anticuerpo primario (1/500) y una
concentracidén superior del antigeno (40 pug) respecto al control
en que la dilucién del anticuerpo fue de 1/5000 y con una
concentracién del antigeno de 0.135 pg (Figura 14).

Resultados similares se obtuvieron al incrementar 1la
concentracidén de la enzima a-amilasa de A. araucana desde 20 a
35 pg de proteina (Figura 15). En esta figura se observa ademés
que el grado de reaccién de los anticuerpos de la a-amilasa de
cebada es mayor con las isoenzimas de la c-amilasa de A. araucana

de 55,2 y 50,2 kDa.

3.1.11 Ruptura de las isocenzimas de la ac-amilasa de A. araucana

con bromuro de ciandgeno

Con la finalidad de averiguar las diferencias en la
estructura primaria entre las isoenzimas de la a-amilasa de A.
araucana éstas proteinas fueron tratadas con CNBr in situ en
secciones del gel, en medio Acido durante 16 horas. El bromuro de
ciandégeno escinde la cadena polipeptidica solamente en aquel
enlace peptidico donde metionina aporte el grupo carboxilo. El

reactivo reacciona con el azufre de la cadena lateral de 1la
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Prot . (ug) 0.135 40
Ac. 1 1/5000 1/500
Ac.2 1/20000

177500

FIGURA 14. Western blot de las isoenzimas de la «e-amilasa de
Araucaria araucana incubadas con anticuerpos policlonales
generados contra la e¢—-amilasa de cebada.

Carril A : 0,135 ug de la ac-amilasa de cebada (Control)
Carril B: 40 ug de la a-amilasa de A. araucana
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Prot. [ug ) 20 25 30 35
Ac. 1 11500
Ac. 2 117500

FIGURA 15. Western blot con diferentes concentraciones de
isoenzimas de la oe-amilasa de A. araucana incubado con
anticuerpos policlonales generados contra la a-amilasa de cebada.
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metionina y se forma una mezcla de lactona de la homoserina,
homoserina y metiltiocianato. En la Figura 16 y 17 se muestra el
patrén de fragmentaciédn o ruptura obtenida de las isoenzimas de
55,2 kDa, 53,5 kDa, 52,0 kDa, 50,2 kDa y 47 kDa de la a-amilasa.
El tratamiento de cada isocenzima con CNBr genera 3  péptidos
ademds de un péptido que contiene nueve aminodcidos. Este péptido
de 9 aminoAcidos fue deducido del andlisis de 1la secuencia
aminoacidica del extremo NH,-terminal realizado de tres
isoenzimas, en el cual no es posible ver en el gel debido a su
masa pequefia que 1lo hace migrar fuera del gel. Las masas
moleculares de los fragmentos obtenidos de tal digestidén, son
diferentes, excepto el péptido de 26 kDa que es comn a la
isoenzima de 55,2 y 50,2 kDa; el de 25 kDa que es comGn a la
isocenzima de 53,5; 52,0 y 47,0 kDa y el de 5,9 kDa que es comin a

la iscenzima de 55,2 y 53,5 kDa tratadas con CNBr (Tabla 6).
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FIGURA 16. Mapas peptidicos de isoenzimas de la a-amilasa de A.
araucana digeridas con 50 mg de bromuro de ciandgeno y analizadas
en gel de poliacrilamida-SDS al 10%.

A, B, y C isoenzimas de a-amilasa no tratadas, cuyas masas
moleculares corresponden a 55,2; 53,5 y 52,0 kDa.

A*, B* y C* péptidos generados por digestidén con bromure de
cianbgeno de las isoformas de la a-amilasa de A. araucana.

A la izgquierda del gel de proteinas estadn sefialados los

marcadores de masa molecular de 94,0; 67,0; 43,0; 30,0; 20,1 vy
14,6 kDa.
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FIGURA 17. Mapas peptidicos de isocenzimas de la a-amilasa de
Araucaria araucana digeridas con 50 mg de bromuro de ciandégeno y
analizadas en gel de poliacrilamida-SDS al 10%.

D, E isoenzimas de la c-amilasa no tratadas, cuyas mesas
moleculares corresponden a 47,0 y 50,2 kDa.

D*, E* péptidos generados por digestién con bromuro de
cianégeno de las isoformas de la a—-amilasa.

A la izquierda del gel de proteinas estidn sefialados 1los

marcadores de masa molecular de 94,0; 67,0; 43,0; 30,0; 20,1 y
14,6 kDa.
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TABLA 6

Digestidén con bromuro de cianégeno de las isoenzimas de

a-amilasa de semillas de Araucaria araucana

Masas moleculares de los fragmentos (kDa)

la

Iscenzima Iscenzima Isoenzima
55,2 kDa 53,5 kDa 52,0 kDa
26,0
25,0 25,0
23,0
22,0
21,0
5,9 5,9
5,4
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Isocenzima Isocenzima
50,2 kDa 47,0 kDa
26,0
25,0
20,0
17:0
5,2
5,0



3.2 Regulacidén hormonal de la expresién génica de las isoenzimas

de la a-amilasa de pl&ntulas de Araucaria araucana

3.2.1 Efecto fisiolégico del &cido giberélico sobre la actividad

de a-amilasa de plantulas de A. araucana

La actividad amilolitica del tejido embrionario de semillas
embebidas por 60 hrs con AMO 1618, un inhibidor de la sintesis de
giberelinas fue de un 37,3% respecto a la actividad determinada
en semillas controles. Estos antecedentes motivaron a investigar
cudles eran las formas isocenzimdticas que eran dependientes de la
presencia de giberelinas endégenas de 1las semillas. Con la
finalidad de dar respuesta a esta interrogante, se trataron
semillas de A. araucana durante 90 hrs (estado de desarrollo de
la plantula, Figura 1B) con CCC, un inhibidor de la enzima
kaurenc sintetasa, que participa en la via de sintesis de
giberelinas. E1 efecto de CCC 20 mM se reflejd en la actividad de
la a-amilasa, ya que ésta disminuydé en un 71,8% en el extracto
obtenido de 1la plantula y en un 8,7 en aquel obtenido del
megagametofito, respecto a la actividad cuantificada en 1los
extractos enzimidticos de semillas embebidas en agua. La actividad

fue restaurada a un 79,5% en la plantula y a un 91,3% en el
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megagametofito, respecto del control cuando las semillas fueron
embebidas por 90 hrs con CCC 20 mM y una concentracién
fisiolégica de GA, 1072 mM (Tabla 7).

El tratamiento anterior se reflejé en el patrén de
iscenzimas obtenido en el zimograma (Figura 18). Las intensidades
de las bandas de las isoenzimas revelan la actividad relativa de
cada banda. En el patrén electroforético en geles no denaturantes
realizado con los extractos enzimidticos de las pléntulas tratadas
con CCC 20 mM, se observd que desaparecen 3 bandas de actividad
de a-amilasa de las 8 observadas en el control, las demds bandas
disminuyen en actividad.

En las semillas tratadas con CCC y GA5 se restablece la
actividad de la c-amilasa presente en la plantula, reapareciendo
las bandas afectadas en el tejido tratado con el inhibidor.

Los extractos enzim&ticos obtenidos de los megagametofitos
embebidos separadamente en agua, CCC y CCC + GA, fueron
analizados también en geles nativos. En el patrdén electroforético
se observan 7 bandas de actividad en los 3 extractos enzimdticos
obtenidos de las semillas, disminuyendo levemente la actividad de
las bandas de los extractos obtenidos de semillas tratadas con

CCC, como de aguellos embebidos en CCC y GA4 exdégeno.
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TABLA 7

Efecto del CCC en la actividad de 1la a=-amilasa y en 1la
concentracién de proteinas totales de plantulas y megagametofitos

con 90 hrs de tratamiento

Tratamiento  Actividad total
mg almidén deg.
de peso

min~

Concentracidén de

proteinas

mg prot x g
de peso seco

Act.especifica

U* x mg_l prot.

Act.relativa

x g
geco X
Plantula
H,0 0,28
CCC 20 mM 0,07 #

CCC 20 mM +

GA; 107° M 0,21 %
Megagametofito
H20 0,07 %

CCC 20 mM 0,06 ¢

CCcC 20 mM +
GA, 107° M 0,06 #

0,004

0,002

0,003

0,004

0,004

0,30

0,28

0,004

0,004

0,004

* 0,004

0,004

0,39 =+ 0,003

0,11 + 0,002

0,31 £ 0,005

0,23 £ 0,010

0,21 ¢ 0,012

100,0

28,2

7945

100,0

91,3

Unidad: mg de almidén

degradado por minuto por gramo de
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FIGURA 18. Patrdén electroforético de las isoenzimas nativas de
a-amilasa de semillas de A. araucana tratadas durante 90 horas
con CCC

(1) Extracto de tejido gametofitico de semillas embebidas en 20
mM de CCC y 10> M de GA,.

(2) Extracto de tejido gametofitico de semillas embebidas en 20
mM de CCC

(3) Extracto de tejido gametofitico de semillas embebidas en
agua.

(4) Extracto de plantulas con sus cotiledones embebidas en
presencia de 20 mM de CCC y 10”2 M de GA5.

(5) Extracto de plantulas con sus cotiledones embebidas en
presencia de 20 mM de CCC.

(6) Extracto de plantulas con sus cotiledones embebidas en agua.
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3.2.2 Efecto del Acido abscisico sobre la actividad de a-amilasa

en pléntulas de A. araucana

El &cido abscisico act@ia como un antagonista en numerosos
procesos inducidos por GA,, por consiguiente, se investigé el
efecto del ABA sobre la actividad de a-amilasa. Andlisis de las
actividades relativas de la a-amilasa cuantificadas en 1los
extractos enzimadticos obtenidos de 1las plantulas con sus
cotiledones tratados con la hormona a una concentracién de 107> M
y 104 M, muestra una disminucidén de 19,1% y en un 33,4% de la
actividad, respecto al control (Tabla 8). En cambio, la actividad
de la a-amilasa cuantificada en 1los extractos enzimiticos
obtenidos de 1los megagametofitos tratados con la hormona no
disminuydé respecto al tejido control.

El zimograma realizado con la a-amilasa extraida de 1las
plantulas tratadas con ABA (Figura 19) revela la disminucién en
actividad de la enzima, siendo afectada principalmente agquella
con Rm de 0,51. En cambio, no se observa variacién en 1la

actividad de la a-amilasa obtenida de los megagametofitos

tratados con la hormona.
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TABLA 8

Efecto del &cido abscisico en la actividad de c-amilasa y en la

concentracién de 1las proteinas totales de 1las pléantulas vy
megagametofitos con 90 hrs de tratamiento

Tratamiento Actividad total Concentracién de Act.especifica Act.relativa

mg almidén deg. proteinas
x g - de peso mg prot x g-l U* x mg-l prot. %
geco x min~ de peso seco
Plantula
H20 1,38 + 0,008 6,46 + 0,005 0,21 + 0,006 100,0
ABA 1070 M 1,09 + 0,008 6,35 + 0,005 0,17 + 0,003 80,9
ABA 10“4 M 0,88 £ 0,008 6,19 ¥ 0.005 0,14 * 0,001 66,6
Megagametofito
H20 0,54 * 0,006 6,27 * 0,006 0,09 + 0,004 100,0
ABA 10-5 M 0,54 + 0,005 6,25 + 0,002 0,09 + 0,006 100,0
ABA 1074 M 0,53 + 0,005 6,20 + 0,000 0,09 *+ 0,003 100, 0

e e e e e e 3 5 S S S 5 G -

Unidad: mg de almidén degradado por minuto por gramo de peso seco de tejido.
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PLANTULA MEGAGAMETOFITO

ABA | ABA H,0
o4 5

FIGURA 19. Patrén electroforético en condiciones nativas de 1las
isocenzimas de la a-amilasa de semillas de A. araucana tratadas

durante 90 horas con acido abscisico.

(1) Extracto enzimdtico de plantulas con sus
embebidas en presencia de 10"~ M de ABA.

(2) Extracto enzimdtico de plantulas con sus
embebidas en presencia de 10 ° M de ABA.

(3) Extracto enzimdtico de plantulas con sus
embebidas en agua.

(4) Extracto enzimatico de tejido gametofitico
presencia de 10" * M de ABA.

(5) Extracto enzimdtico de tejido gametofitico
presencia de 10 ° M de ABA.

cotiledones
cotiledones
cotiledones
embebido en

embebido en

(6) Extracto enzimiatico de tejido gametofitico embebido en aqua.
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DIBSCUSION

Caracterizacién de a-amilasa de semillas gquiescentes de A.

araucana

En esta tesis se ha logrado purificar las isoenzimas de la
a-amilasa de semillas guiescentes, para una ulterior
caracterizacién, bas&ndose en la propiedad de termoestabilidad
que la enzima posee a 70°C, otorgada por la presencia de calcio
en la proteina, como ha sido demostrado por Salas y Cardemil
(1986). El1 calcio tiene un rol importante, pues otorga 1la
estabilidad de la estructura terciaria de la proteina. Bush y
col. (1989) han sefialado que la remocién de calcio de la
a-amilasa de cebada provoca la inactivacién de la proteina debido
a cambios en la estructura secundaria y terciaria lo cual también
ha sido sefialado respecto de a—-amilasa pancredtica de porcino
(Steer y col., 1973; Hsiu y col., 1964). Ademds, se ha encontrado
que el calcio tiene un efecto estimulatorio sobre la secrecién de
proteinas. Esto es un fendémeno ubicuo en las células
eucaridticas. Bush y col. (1986) demostraron gque el calcio
promueve la secreciédn de la a-amilasa de cebada afectando el
transporte celular, mds que facilitando el movimiento de 1la

enzima a través de la pared celular. El1 calcio estimula
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selectivamente la secrecidén de las moléculas de la a-amilasa tipo
R (resistente a la degradacidén hidrolitica por endo-B-N-acetil
glucosaminidasa H), sin afectar la forma S de 1la enzima
(susceptible al atagque de la endo-B-N-acetilglucosaminidasa H)
como se ha informado en las semillas de arroz (Mitsui y col.,

1985). E1l rol del calcio en la a-amilasa de Araucaria araucana,

esti relacionado con la actividad y estabilidad de la holoenzima,
porque pierde su actividad cuando el calcio es removido del medio
con &acido etilendiamino-tetra acético (Salas y Cardemil, 1986).
El calcio aparentemente no tendria ninguna funcién en 1la
secrecién de la a-amilasa de A. araucana ya que la enzima no es
secretada ni movilizada de un tejido a otro (Reinero y Cardemil,
1983).

La purificacién mayor de 1la enzima se obtuvo por
precipitacién de 1la cae-amilasa con glicbégeno en presencia de
etanol permitiendo la separacidén de la enzima de otras proteinas.
Esta primera purificacién incrementé la actividad especifica de
la a-amilasa respecto al extracto crudo. La obtencién de la
enzima purificada se logrd con el uso de la cromatografia de
afinidad sefarosa-CHA con lo cual se obtuvo la elucidén selectiva
de la enzima. Thoma y col. (1971), sugieren que el sitio activo
de la enzima es complementario al tamafio de la ciclohepta-amilosa
(B-ciclodextrina). Sin embargo, este sustrato no puede ser

digerido por 1la enzima, ya que ésta hidroliza enlaces con
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isomeria a. Ademés, éste es un ligando especifico para permitir
la adsorcidén selectiva o unién especifica de la a—-amilasa, no asi
de B-amilasa la cual se une a ciclohexamilosa (a=-ciclodextrina).
De esta manera, la preparacidén enzimitica obtenida presenta una
alta actividad especifica respecto a la purificacién lograda con
glicégeno. E1 perfil de elucidn mostrd que la principal actividad
adsorbida sobre la columna corresponde a la a-amilasa, definida
por su requerimiento de calcio y su estabilidad al calor.

La ausencia de proteinas contaminantes en la preparacién
enzimdtica purificada es corroborada por el andlisis de los geles
nativos realizados con el extracto puro y tefiidos con el reactivo
de plata, los cuales permiten detectar seis bandas de proteinas.
Estas bandas se correlacionan con las seis bandas de actividad
presentes en el mismo tipo de andlisis electroforético,
presentdndose ademd&s un nGmero similar de bandas cuando se
realiza una electroforesis de las proteinas desnaturadas. Los
zimogramas realizados con la a-amilasa extraida y purificada de
semillas de distinta procedencia (Chillan y Malalcahuello)
siempre presentaron el mismo patrén electroforético.

Cada una de estas seis isoformas detectadas en semillas a
tiempo 0 de imbibicién poseen un pI caracteristico, dado por
diferencias en sus cargas eléctricas. Las isoformas de 1la
a=-amilasa de A. araucana presentan un pI de 6,0; 5,8; 5,6; 5,1;

5,0 y 4,8; cinco de ellas demostradas por Salas y Cardemil
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(1986) . Los distintos pI pueden explicarse por las diferencias
entre las estructuras primaria, secundaria y/o terciaria de 1las
iscenzimas.

Esto significa que en las formas mds aniénicas hay una mayor
exposicidn de los grupos carboxilicos al medio, generando una
carga superficial m&s negativa que las menos aniénicas. En
cebada, las isoenzimas de la c-amilasa estan clasificadas en dos
grupos. Esta separacidén radica en la diferencia en el pI que
presenta un grupo respecto al otro; sin embargo, en A. araucana
todas ellas presentan un pI muy prdéximo que fluctGa entre 4,8 y
6,0 no permitiendo una separacidén en grupos gque pudiesen
clasificarse como de alto y bajo pI.

La electroforesis bidimensional realizada bajo condiciones
nativas, permitid correlacionar el punto isoeléctrico con 1la
movilidad relativa de cada isoforma. El1 niGmero de isoenzimas de
la a-amilasa de A. araucana observadas en el zimograma se
corresponde con el nGmero de isoformas observadas en el patrén
obtenido por isoelectroenfoque.

La M.M. de las isoformas de la a-amilasa de A. araucana son
de 45,7; 47,0; 50,2; 51,2; 52,0; 83,5 y 55,2 kDa. Estas
isoenzimas presentan una M.M. superior al informado para la
a-amilasa de Gramineas, cuya M.M. oscila entre 40 y 45 kDa

(Rodaway, 1978; Koshiba y col., 1981; Jacobsen y col., 1982;

Beers y col., 1990).
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En la actualidad no existen antecedentes sobre
caracterizacién de otras a-amilasas en plantas que evolutivamente
estén mAs prdédximas a A. araucana, por consiguiente, en este
trabajo la mayoria de las comparaciones se realizan con la
a-amilasa de Gramineas que han sido las mas estudiadas (Akazawa y
col., 1985; Akazawa y col., 1988). La electroforesis
bidimensional permitié correlacionar el pI con la M.M. de
algunas de las isoformas.

La heterogeneidad de las isoformas de la a-amilasa de A.
araucana observada en los respectivos zimogramas no se puede
atribuir a un artificio producido por una accidén proteolitica
sobre la a-amilasa porgque durante el proceso de extraccién y
purificacién de 1la enzima el extracto se calenté a 70°c,
temperatura a la cual las proteasas se destruyen y se usaron
diversos inhibidores de proteasas que inhiben a distintas clases
de proteasas, lo cual permite rechazar la posibilidad de
degradacién parcial de la forma original. Ademés, de acuerdo al
andlisis de la composicidén de aminodcidos obtenida de las
iscenzimas de M.M. de 53,5; 50,2 y 47,0 kDa, se observd una
apreciable diferencia entre ellas en el nGmero de residuos de
asparragina/4cido aspértico, glicina, serina, prolina vy
glutamina/acido glutamico presente. Esta diferencia en el nGmero
de los aminodcidos anteriormente mencionados, es un argumento més

para sefialar que se trata de isocenzimas de la o- amilasa.
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La cromatografia de intercambio iénico en DEAE-celulosa
permitié separar las isoformas de mayor actividad bajo
condiciones de elucién diferente. La isoenzima de Rm 0,43 cuyo pI
es 5,1 y M.M. 47,0 kDa eluyd a una fuerza iénica inferior
adicionando al amortiguador de elucién CaCl, 5 mM vy
posteriormente una solucién de CaCl, 10 mM, diferente a la
condicién de elucidén aplicada para separar aquella con Rm de 0,49
con pI 4,8, la cual es obtenida pura cuando el medio de elucién
presenta 10 mM de CaCl, y la fuerza iénica del amortiguador de
elucidén es mayor en la fraccidén recogida. Esto permite sefialar
que una determinada concentracidén de calcio ejerce una eluciédn
selectiva reflejando diferencias en la distribucién de carga
sobre la superficie de cada una de estas isoenzimas. Esta
diferencia en la carga podria afectar la ubicacidén topografica de
estas iscenzimas sobre el amiloplasto o al interior de éste, vya
que la ubicacién de la a-amilasa en diferentes compartimentos
celulares probablemente es posible por la distribucidén especifica
de cargas en la superficie de la molécula. Un cambioc en la
distribucidén de 1la carga produciria diferentes asociaciones
macromoleculares y, por consiguiente, alteraria la ubicacién en
la célula. Adem&s, la estabilidad de la enzima dentro de 1la
célula puede depender de asociaciones estables con otras

moléculas, que pueden ser controladas por la distribucidén de

cargas (Markert, 1975).
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Para obtener mayor informacién de la estructura primaria de
estas isoenzimas, se evalud la composicidn aminoacidica de las
isoformas de 53,5; 50,2 y 47,0 kDa. La proteina de 53,5 kDa cuyo
pI es de 5,8 presenta un 7,1% de aminoAcidos basicos (lisina,
histidina y arginina) y un 19% de amino&cidos &cidos (aspartico y
glutdmico). La proteina de 50,2 kDa con pI de 5,6 presenta un
8,9% de aminodcidos bésicos y un 24% de aminodcidos &cidos y la
proteina de 47,0 kDa la ma&s anidénica respecto a las otras dos,
con un pI de 5,1 contiene un 7,6% de aminoicidos b&sicos y 23,1%
de aminodcidos &cidos, 1lo que podria ser la causa de la
diferencia encontrada en los pl de estas isoenzimas, porque
difieren en el contenido de amino&cidos con grupos ionizables.
Ademds, podria haber una diferencia entre ellas respecto a la
exposicién de los grupos carboxilicos, presentando una mayor
exposicién de estos grupos en aquélla con M.M. de 47,0 kDa y pI
5,1. Asi mismo, se debe considerar la diferencia de amidas de los
residuos de acido glutdmico y &cido aspértico que cada una de las
formas presenta. Esta diferencia podria estar influyendo en la
carga de la proteina y, por consiguiente en su pI. El grado de
amidacidén presente en cada isocenzima no se puede conocer, porgue
al hidrolizar las proteinas para realizar este andlisis, las
amidas se hidrolizan transformi&ndose en los 4&cidos

correspondientes. Los resultados de estos andlisis, sin embargo,

96



no permiten establecer cuidntas amidas o &cidos carboxilicos de
asparragina/acido aspértico y glutamina/4cido glutamico existen
en la estructura nativa de las isoformas.

La composicidédn aminoacidica de las tres isoformas
analizadas, revela un alto contenido en glicina y de residuos de
prolina, los cuales pueden influir en la conformacién de cada una
de las cadenas polipeptidicas, ya que la glicina determina
conformacién de lamina plegada y la prolina determina torsiones
angulares. La presencia de treonina y lisina pueden jugar un rol

similar porque estos aminodcidos desestabilizan la configuracién
de a-hélice.

La composicién aminocacidica de la c-amilasa de A. araucana
muestra contenidos relativamente altos de aspartato/asparragina y
de glicina y esta tendencia también es hallada en la a-amilasa de
cebada (Rodaway, 1978) y trigo (Tkachuck y Kruger, 1974). El alto
contenido de aspartato/asparragina encontrado en la a- amilasa de
A. araucana (9,9 a 15,8%) es una caracteristica propia de todas
las a-amilasas. En todas ellas se ha encontrado un valor superior
al 9,8% hallado para estos dos aminodcidos, segGn una
recopilacién de datos y andlisis realizado por Davhoff y col.
(1978) sobre 314 proteinas diferentes.

Aunque la composicidén aminocacidica no permite concluir sobre

la estructura secundaria y terciaria, como lo permite la

determinacién de la secuencia, 1la composicién aminoacidica
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analizada por la relacién de Cornish-Bowden (1983) permite saber
el grado de relacidén que puede tener una proteina respecto a

otra. Con tal finalidad, Cornish-Bowden ha propuesto utilizar la

siguiente relacién:

SAn = 1/2 I(Njp - njp)?
en que A y B son dos proteinas gque contienen Np ¥ Ng residuos
aminoacidicos totales, respectivamente. Cada una de ellas
presenta n;, en A,njg en B correspondiendo al tipo de amino&cido,
para valores de i=1-18 (18 tipos de aminodcidos comGnmente
distinguidos en 1las determinaciones de 1las composiciones
aminoacidicas).

De acuerdo a la ecuacidn anterior, considera que si:

1 - SAn es menor que 0,42 N, las proteinas analizadas estan muy

relacionadas.

2 - SAn presenta un valor entre 0,42 N y 0,93 N la relacién
entre las proteinas es débil.

3 - SAn es mayor que 0,93 N la composicién aminocacidica no
proporcionaria las bases para pensar que entre ellas existe
algn grado de relaciédn.

El valor SAn para las isoenzimas de A. araucana de 50,2 y

53,5 kDa y el correspondiente para las isoenzimas de 47,0 y 53,5

kDa son de 1,1 y 1,2 respectivamente, indicando que la

composicidn aminoacidica no permite sostener gque existe una
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relacién entre ellas. En cambio, la composicién de amino&cidos
indica que hay un grado de relacién entre la isoenzima de 47,0 y
50,2 kDa de A. araucana ya que SAn da un valor de 0,47. Ahora si

este indice es comparado entre las isoenzimas de la a-amilasa de

A. araucana de 47,0; 50,2 y 53,5 kDa con la a-amilasa de Vigna

radiata de 45 kDa (Dicotileddnea) los valores oscilan entre 2,1 y
3,0. Por otro lado, el andlisis entre las isoenzimas de la
a-amilasa de A. araucana y las isoformas de alto y bajo pI de
Hordeum vulgare (Monocotiledénea) los valores obtenidos varian
entre 1,9 y 3,6. Por consiguiente, las tres isoenzimas de la
a-amilasa de A. araucana por estos andlisis no parecieran estar

relacionadas a las a-amilasas de Vigna radiata, ni a las de

Hordeum vulgare.

El andlisis inmunolégico de la a-amilasa de A. araucana
realizado con anticuerpos policlonales generados contra ambos
grupos de isoenzimas de la a-amilasa de cebada demuestra que hay
inmunoreaccidén cruzada entre ellos y todas las isoformas de la
a-amilasa de A. araucana siempre y cuando se aumente 1la
concentracién de las isoformas de A. araucana y del anticuerpo
primario. Esto demuestra gque ambas a-amilasas presentan
similitudes antigénicas. Esta inmunoreaccién cruzada obtenida
permite sefialar que la a-amilasa de A. araucana y cebada son
parecidas en la proteina o en la porcién oligosacarida que tiene

cada una de las enzimas. Dicho andlisis demuestra la presencia de
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regiones o dominios conservados en ambas enzimas a pesar de
existir entre ambas especies vegetales una gran distancia
filogenética. Esta distancia filogenética por lo demas, es
corroborada porque hay treinta veces més identidad entre 1los
anticuerpos de cebada con sus respectivas enzimas que con las
a-amilasas de A. araucana.

ea-amilasa de A. araucana incubada con anticuerpos
especificos contra las isoenzimas de cebada de bajo pI y con
anticuerpos especificos contra las isoenzimas de alto pI
(resultados no mostrados), confirma que las a-amilasa de A.
araucana estan relacionadas inmunoquimicamente con ambos grupos
de a-amilasa de cebada. Este experimento sustenta ademas 1la
presencia de las mdltiples isoenzimas de la a-amilasa presentes
en las semillas de A. araucana, las cuales no son producto de las
técnicas de aislamiento ni tampoco se deben a la accidén de una
proteasa existente en el extracto.

Comparaciones realizadas entre 1las secuencias de 1la
a-amilasa de insectos y mamiferos muestran gque éstas enzimas
presentan un alto grado de conservacidén evolutiva respecto a
otros genes analizados, tal como rodopsina (Zucker y col., 1985)
alcohol deshidrogenasa (Kreitman, 1983) y ribonucleasa informada

recientemente por Beintema y col. (1986).
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Todas las a«a-amilasas de animales, insectos, plantas vy
bacterias contienen regiones pequefias de homologia, sugiriendo
que éstos genes estdn lejanamente relacionados y que hay fuertes
restricciones sobre los residuos del sitio activo de la enzima
(Hickey y col., 1987).

La secuencia aminoacidica del extremo amino terminal de las
isoenzimas de M.M. de 53,5; 50,2 y 47,0 kDa es idéntica tal cual
ocurre con la regién NH, terminal de las isoenzimas de la
a-amilasa de cebada (0'Neill y col., 1990). Este resultado indica
gue la secuencia NH, terminal en cada uno de estos grupos:
a-amilasa de A. araucana (Gimnospermas) y la a-amilasa de cebada
(Angiosperma) es conservada. Si bien existe una gran disimilitud
al comparar las secuencias NH, terminal de las iscenzimas de A.
araucana con las de Gramineas, en ambas se halla aproximadamente
un 50% de aminodcidos hidrofébicos. Esta disimilitud es obvio que
esté restringida a la regidn NH, terminal entre las a-amilasas de
gramineas y las de A. araucana, pues estos dos grupos estéan
evolutivamente distantes. Las secuencias cominmente conservadas
entre organismos evolutivamente lejanos son las regiones
criticas, las cuales son funcionalmente importantes para estas
proteinas.

Rogers (1985) analizd las secuencias aminocacidicas de las a-
amilasas de tres grupos de organismos evolutivamente distantes,

tales como mamiferos, plantas y bacterias. El encontré que todas
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las a-amilasas contienen tres segmentos diferentes con secuencias
bien conservadas presentes en intervalos similares a lo largo de
la cadena polipeptidica; 1la comparacidén de estos segmentos
realizada usando un programa de alineamiento sugiere que las
similitudes entre las diferentes secuencias no son debidas al
azar. El1 primer segmento en las enzimas de cebada contiene un
sitio de unién para el calcio. Los otros segmentos comunes
podrian representar regiones funcionales importantes,
relacionadas quizds con el sitio activo. Seria interesante a
futuro saber si en las isoformas de la a-amilasa de A. araucana
se hallan estas secuencias altamente conservadas, aungque se
podria especular que el segmento que contiene el sitio de unién
para el calcio puede estar también presente en A. araucana, ya
que es una enzima cuya actividad es dependiente de calcio.

Las seis isoenzimas de la a-amilasa de A. araucana dan
reaccién positiva con peryodato-dansilhidrazina sugiriendo que
éstas podrian ser glicoproteinas. Las isoenzimas que presentan
mayor marca de dansilhidrazina incorporada, corresponden a
aquellas de M.M. de 53,5 y 52,0 kDa. El tratamiento de 1las
isoenzimas de la a-amilasa con SDS y B-mercaptoetanol, previo a
la electroforesis, despliega por completo cada cadena
polipeptidica, 1lo cual permite sefialar gque solamente los
carbohidratos unidos covalentemente al polipéptido reaccionan con

el reactivo dansilhidrazina.
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Actualmente existe informacién contradictoria con respecto a
la presencia de carbohidratos unidos covalentemente a 1la
proteina. SegGn Mitchell (1972) y Rodaway (1978) la a-amilasa de
cebada contiene carbohidratos. Mitchell estimé que la a-amilasa
de cebada contenia aproximadamente un 3% de carbohidratos, 1lo
cual incluye cantidades no determinadas de glucosa, manosa,
xilosa, fucosa y glucosamina. En el caso de la a-amilasa de
cebada de la variedad Himalaya se ha informado la presencia de
N-acetilglucosamina, glucosa y manosa. SegGn Tkachuck y Kruger
(1974) informaron que la c—-amilasa de trigo no contiene residuos
de carbohidratos, pero en cambio presenta niveles significativos
de trimetilacidén de los residuos de lisina (Motojima y col.,
1982), mientras el sorgo tiene un 2% de carbohidratos en 1la
molécula (Fischer y Stein, 1960).

Se ha propuesto que el oligosacdrido podria permitir que 1la
enzima glicosilada sea transportada y se localice en un lugar
especifico dentro de la célula. Por lo tanto, se podria especular
que la glicosilacidén que presenta la a-amilasa de A. araucana
permitiria posiblemente el transporte de la enzima al amiloplasto
y su ubicacidén en una regién especifica de este organelo, por
consiguiente, podria estar relacionada con la adhesién sobre este

organelo (Markert, 1975; Wold, 1981).
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Las cinco isoenzimas de la ac—-amilasa de A. araucana de M.M.
55,2; 53,5; 52,0; 50,2 y 47,0 kDa dan fragmentos peptidicos
diferentes generando tres péptidos: un fragmento mas grande con
un M.M. entre 26 y 25 kDa, un segundo fragmento més pequefio
presenta un M.M. dque oscila entre 17 y 23 kDa y un tercer
segmento, alin mas pequefio, con un M.M. entre 5,0 vy 5,9 kDa. Sin
embargo, pese a que la ruptura quimica de cada una de las
isoenzimas de la a-amilasa de A. araucana genera un patrén de
fragmentacién Gnico, las isocenzimas de 55,2 y 50,2 kDa presentan
un péptido en comin de 26,0 kDa y las isoenzimas de 53,5; 52,0 y
47,0 kDa presentan un péptido similar de 25 kDa. En cambio, el
segundo fragmento obtenido del tratamiento de cada una de las
isoenzimas con CNBr, es el que presenta una mayor variabilidad en
cuanto al tamafio del péptido obtenido, registrandose valores de
23, 21, 22, 20 y 17 kDa en las cinco isocenzimas tratadas.
Respecto al tercer fragmento obtenido, se puede sefialar que las
iscenzimas de 55,3 y 53,5 kDa podrian presentar una metionina a
igual distancia del aminodcido C-terminal o dos residuos de
metionina en idéntica posicién, pues presentan un péptido de
igual tamafio y las otras tres isocenzimas 52,0; 50,2 y 47,0 kDa
tratadas generaron péptidos con pequefas diferencias en tamafioc de
8,4 5,2 y S,d kDa respectivamente. Adem&s, es preciso sefialar
que de acuerdo al andlisis de la secuencia amino terminal las

isoformas de 53,5; 50,2 y 47,0 kDa presentan una metionina en
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posicién 9, de tal manera que entre ellas habria un segmento en
comn de 1 kDa. En este andlisis se muestra que cada isoenzima
genera un patrén de fragmentacién Gnico, lo cual permite sefialar
gque cada uno de los polipéptidos difieren en su estructura
primaria en 1la posicién de los residuos de metionina. Esto
refleja un cambio en la posicidn del coddén que codifica para 1la
metionina a nivel del DNA. Por consiguiente, estas proteinas
deben generarse a partir de diferentes mRNAs producidos por
expresién de diferentes genes (como en el caso de la a-amilasa de
Gramineas).Sin embargo, 1los resultados no permiten descartar
definitivamente que exista un procesamiento diferencial de un
hnRNA derivado de ﬁn Ginico gen (en a¢-amilasa de higado de ratén y
de glandulas salivares) (Young y col., 1981). Entre estas dos
posibilidades y apoydndose en el andlisis de la composicidn
aminocacidica y en el patrén peptidico obtenido al tratar las
isoenzimas con CNBr se favoreceria la primera de las alternativas
planteadas.

Las pruebas experimentales gque permiten concluir 1la

presencia de las mGltiples isoenzimas de la a-amilasa en semillas

de A. araucana son:

a. Las a-amilasas extraidas en presencia de inhibidores de

proteasas presentan un patrén electroforético igual a aquel
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obtenido al realizar 1la extraccién en ausencia de 1los
inhibidores. Por consiguiente, estas proteinas no son el
resultado de una accidén proteolitica.

b. La composicién aminoacidica de las tres isoenzimas analizadas
revela que las isoformas de 53,5 y 50,5 kDa presentan diferencias
cuantitativas en el nGmero de los residuos de asparragina/acido
aspértico, serina y glicina. Las isocenzimas de 53,5 y la de 47,0
kDa, ademds se diferencian en el nGmero de residuos de
glutamina/dcido glutamico y prolina. Esta diferencia en el ntGmero
de los residuos mencionados anteriormente es siempre igual o
mayor a 10, lo cual es un argumento a favor de que se trata
isocenzimas diferentes y no corresponde a un artificio del proceso
de purificacién o del andlisis mismo que no podria explicar estas
diferencias tan significativas.

c. El analisis de los mapas peptidicos obtenidos del tratamiento
con CNBr demuestra que cada proteina tiene una estructura
primaria distinta. Por consiguiente, 1las diferencias
estructurales que estas proteinas presentan estin condicionadas
genéticamente, es decir, podrian ser el resultado de la expresidn
de genes diferentes.

d. E1 efecto regulatorio que ejercen el GA; y el ABA sobre

algunas de las isoenzimas de la a-amilasa presentes durante el
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crecimiento temprano de la plantula, también sugiere que las
isoenzimas de la a-amilasa pueden ser codificadas por diferentes
genes.

Las enzimas involucradas en el metabolismo del almidén
representan ejemplos clésicos de la heterogeneidad de una
actividad enzim&tica compuesta de varias proteinas separables,
que catalizan la misma reacién. A estas mdltiples formas se les
denomina isocenzimas. De acuerdo a las recomendaciones de 1la
IUPAC-IUB, este término estaria restringido a esas formas
enzimdticas, de las cuales surgen diferencias determinadas
genéticamente en 1la estructura primaria. Dicha definicidén o
terminologia es aplicable a la a-amilasa de A. araucana, pues los
diferentes patrones peptidicos obtenidos al tratar las isoenzimas
con CNBr y la diferencia en la composicién aminocacidica permite
sefialar que las iscenzimas de la a=-amilasa de A. araucana tienen
secuencias primarias diferentes. Por consiguiente, 1la
heterogeneidad de la a-amilasa presente en semillas de A.
araucana estd basada aparentemente sobre la existencia dé
isoenzimas (en un sentido estricto), las cuales son codificadas
por distintos genes o familias multigénicas.

El reconocimiento de la presencia de las isocenzimas de la
a-amilasa en la semilla y en la pléntula de A. araucana lleva a
plantearse la pregunta acerca de la importancia fisiolégica que

éstas tendrian durante la germinacién de la semilla y en el
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crecimiento temprano de la plantula. La respuesta no se conoce,
sin embargo, uno puede especular que el almidén es un sustrato
complejo el cual se halla en el amiloplasto. La degradacién
enzimdtica de las moléculas de almiddédn dependera del acceso de
las enzimas al sustrato. Reinero y col. (1983) han establecido
que la a«a-amilasa de A. araucana estid en el citosol, por
consiguiente, la adsorcidén de las formas enzimidticas sobre el
amiloplasto debe preceder para realizar la hidrélisis del
sustrato. La superficie de 1los granulos de almiddén puede
presentar una barrera a algunas formas enzimaticas, posiblemente
debido al ordenamiento fisico que pueden tener las cadenas de
amilosa y amilopectina cercana a la superficie de éstos. Marsh y
col. (1982) han demostrado las diferencias en cargas eléctricas
presentes en la superficie del organelo.

Cardemil y Reinero (1982) han establecido diferencias en el
tamafio de 1los amiloplastos en 1los diferentes tejidos que
constituyen al embrién, encontrando que los amiloplastos, segin
el tejido que sea, fluct@an entre 4,3 y 7,5 um. En cambio, los
amiloplastos del megagametofito miden 13,5 um. Por consiguiente,
la presencia de las diferentes formas enzimdticas de la a-amilasa
halladas en las semillas gquiescentes permitiria explicar la
degradacidén de los amiloplastos de tamafios diferentes encontrados

en distintos tejidos, que posiblemente no solamente difieren de
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tamafio sino que é&stos podrian presentar diferencias fisicas
atribuidas al contenido de amilopectina y amilosa, accesibilidad
al agua y grado de cristalizacién del almidén.

Ademds, en una etapa del desarrollo, algunas de las formas
tendrian una mayor afinidad por los granulos con diferentes
cantidades de amilopectina o amilosa y otras por gréanulos
parcialmente digeridos que contienen oligosacaridos de tamafio
relativamente grande, los cuales son productos de la degradacién
inicial del almidén (Bertoft y col., 1982). Debido a la accién de
las enzimas amiloliticas y de otras enzimas hidroliticas que
participan en las diferentes etapas del desarrollo ocurren
cambios en la conformacién del amiloplasto, por consiguiente, es
razonable la aparicién de nuevas formas enzimlticas las cuales se
adsorben mejor sobre los amiloplastos parcialmente digeridos que
sobre esos intactos o se adsorben mejor sobre esos que cambian de

amiloplasto a cloroplasto.

Efecto del &cido giberélico y &cido abscisico sobre la expresidn

génica de la a-amilasa

El control ejercido por GA; sobre la produccidén de a-amilasa
ha sido ampliamente investigado en las células de la capa de

aleurona de cebada y ha sido empleado como un sistema modelo para
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explicar su modo de accidn (Yomo y Varner, 1971; Ho y Varner,
1974; Rodaway, 1978; Mozer, 1980; Ho y Shih, 1980; Bernal-Lugo y
col., 1981). La accidédn de la hormona también ha sido estudiada en
otros cereales tales como arroz y trigo (Eastwood y col., 1969;
Bilderback, 1974; Okamoto y Akazawa, 1979; Okamoto y col., 1980;
Lowy y col., 1981). Sin embargo, el conocimiento relacionado con
el control de la movilizacidén del almiddn por GA3 en otras
semillas es limitado (Juliano y Varner, 1969; Van der Wilden y
col., 1980; Leung y col., 1982; Chrispeels y col. 1982). En las

coniferas los Gnicos datos aportados son en A. araucana, Pinus

ponderosa y Pinus sylvestris. En A. araucana se ha informado 1la

presencia de un factor con caracteristicas de hormona extraido de
los embriones de la semilla (Cardemil y Jordan, 1982). Este
factor estimula los cambios morfolégicos y aumenta alguna de las
enzimas presentes en el megagametofito en cultivo cuando el
extracto embriénico es aplicado al medio. Sin embargo, en P.
ponderosa este factor no parece ser la giberelina porque 1la
aplicacién de GA; no reemplaza al embrién o al eje embrionario
(Bilderback, 1974). En P. sylvestris, Nyman (1971) también ha
investigado la influencia del embrién sobre la actividad de la
a-amilasa del tejido gametofitico y encontréd que la aplicacién de

GA; no puede sustituir la presencia del embridn.
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Reinero y col. (1983) han sefialado que hay una correlacién
entre el aumento en la actividad de e¢-amilasa y el aumento en los
niveles de giberelinas durante las 40 hrs de imbibicién de 1la

semilla.

En esta tesis se observd que CCC, inhibidor de la sintesis
de giberelinas, afecta la produccién de la a-amilasa de plantulas
de A. araucana respecto a las plantulas controles regadas con
agua durante este tiempo. La ausencia de giberelinas afectd 1la
expresidén de tres de las ocho isocenzimas presentes en la pléantula
Y el resto de las isoenzimas disminuyé su actividad. Por
consiguiente, la expresidn de las isoenzimas de la a-amilasa de
la plantula es dependiente de la presencia de giberelinas. En
cambio, CCC no afectd la actividad de la a-amilasa extraida del
megagametofito embebido en dicho inhibidor y no se observaron
cambios en el patrén electroforético realizado con los diferentes
extractos enzimaticos obtenidos de los megagametofitos tratados y
los no tratados con el inhibidor. El1 tejido megagametofitico,
posee una epidermis cutinizada y presenta mucha reserva de
almidén. Debido a las caracteristicas de este tejido, es factible
que la absorcién de CCC y de la hormona aplicada al medio sea
limitada. |

Debido a que GA3 y ABA son regquladores antagénicos de un
namero de respuestas en capas de aleurcona (Johnson y col., 1971;

Nolan y col., 1988), es posible que los efectos de ABA sobre la
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expresién de la a-amilasa pueden ser andlogos a la remocién de
GA5. Sin embargo, el tratamiento de semillas de A. araucana con
ABA durante 90 hrs afectd la produccién principalmente de 1la
iscenzima con Rm de 0,51 teniendo un efecto leve sobre las formas
restantes presentes a este tiempo. En cambio, la remocidén de GA,
provoca la desaparicién de tres isoformas viéndose afectada 1la
actividad de la misma isoenzima de Rm 0,51 durante el tratamiento
con ABA. Estos resultados llevan a concluir que GA, y ABA ejercen
un control sobre la expresidén génica de las isoenzimas de 1la

-a—-amilasa presentes en la plantula de A. araucana. La actividad

enzimdtica de la c-amilasa del megagametofito no se vio afectada
por el inhibidor de la sintesis de giberelinas ni por A&cido
abscisico. Esto podria deberse a que la regulacidén de 1la
expresién en el megagametofito es diferente a aquella encontrada
en el embrién. Las diferencias en la regulacidén de la expresién
génica podrian deberse a las diferencias fisiolégicas que se
empiezan a establecer entre ambos tejidos por diferenciacién de
los tejidos embrionarios durante el proceso de germinacién.
Ademis, es preciso sefialar que el megagametofito contiene una
gran cantidad de material de reserva, razdén por la cual es un

tejido muy compacto, 1lo que podria impedir el acceso del

inhibidor y de la hormona.

112



Las plantulas que emergen de las semillas tratadas con ABA
son més-pequeﬁas que aquéllas regadas durante ese tiempo con
agua. Por consiguiente, la elongacidén del eje embrionario es
dependiente de la sintesis de GAj.

En las semillas de cebada, segGn Higgins y col. (1982) y
Mozer (1980) han informado que el &dcido abscisico produce efectos
inhibitorios tanto a nivel de la sintesis del mRNA como a nivel
de la sintesis de proteinas. Ho (1985) ha propuesto que el ABA
induce una(s) proteina(s) que puede(n) estar encargada(s) de la
conversién metabélica de ABA a &cido faseico, el cual puede
inhibir 1la produccién de la c-amilasa estimulada por GaA,.
Hejgaard y col. (1983), Mundy (1984), Mundy y col. (1983) han
propuesto que el ABA induce la sintesis de un inhibidor. Ellos
proponen que el inhibidor puede funcionar como un regulador
activo de la actividad de la a-amilasa durante la germinacién y
crecimiento temprano de la pléntula. Sin embargo, existen muchos
antecedentes que permiten afirmar que el efecto antagbénico entre
giberelina y &4cido abscisico en capas de aleurcna es a nivel
transcripcional del gen de a-amilasa. Los resultados obtenidos
del tratamiento de las semillas A. araucana con cada una de estas
hormonas no permite afirmar si se trata de un control
transcripcional o traduccional o sobre los dos procesos.

Las conclusiones obtenidas en esta tesis permiten sefialar

que:
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1 - Las semillas gquiescentes de A. araucana presentan seis
isoenzimas de a-amilasa, cuyos puntos isoeléctricos son de 6,0;
5,8; 5,6; 5,1; 5,0 y 4,8.

2 - Las masas moleculares de las isoenzimas, fluctGan entre 45,7
y 55,2 kDA.

3- Estas isoenzimas son ricas en glicina, dcido
aspdrtico/asparragina, alanina, serina, prolina y &cido
glutédmico/glutamina.

4 - Las secuencias aminoacidicas NH, terminal de 1las tres
isoenzimas analizadas son idénticas entre ellas y distintas a 1la
a-amilasa de Gramineas.

5 - Anticuerpos policlonales contra las a-amilasas de alto y bajo
PI de cebada dan inmunoreaccién cruzada con las isocenzimas de la
a-amilasa de A. araucana, existiendo una menor reaccién de
identidad del anticuerpo por la proteina de A. araucana gue con
las de cebada, lo que permite deducir que hay partes conservadas
de la molécula.

6 - Andlisis de los mapas peptidicos obtenidos al tratar las
isoenzimas con CNBr sugiere que hay similitudes y diferencias
genéticas cntre cllas.

7 = Las seis isoenzimas de 1la a-amilasa de A. araucana

reaccionan con peryodato-dansilhidrazina, sugiriendo que estas

podrian ser glicoproteinas.
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8 = Inhibidores de 1la sintesis de giberelinas inhiben 1la
expresidn génica de tres de las isocenzimas de la a-amilasa de la
plantula y disminuye significativamente la expresién de las otras
presentes en ella. Acido giberélico agregado al medio de
incubacidén de 1las semillas tratadas con CCC, permitid 1la
recuperacién de la actividad amilé&sica y la expresidén de todas
las isoformas presentes a esa edad de la plantula. De ésto se
concluye que la expresidén génica de estas iscenzimas es regulada
por &cido giberélico.

9 - Acido abscisico afecta la expresién génica de todas las
isoenzimas de a-amilasa de la pléantula de A. araucana.

La actividad enzimdtica de la a-amilasa del megagametofito

no se vio afectada por el inhibidor de la sintesis de giberelinas
ni por ABA.
10 - Los experimentos realizados no permiten sefialar si GA; y ABA
afectan la expresidén génica de la ae—-amilasa en la plantula de A.
araucana a nivel transcripcional o traduccional, ya que solamente
se cuantificé una disminucidén de su actividad, que podria ser
reflejo de un control a nivel de uno o de los dos procesos
sefialados anteriormente.

Los resultados relacionados con la caracterizacidn parcial
de la estructura de las isoenzimas de la a-amilasa presente en el
embrién y en el megagametofito de la semilla de A. araucana junto

a aquéllos que indican que tanto GA; y ABA controlan la expresidn

115



de c-amilasa, permiten apoyar las dos hipdétesis planteadas. La
existencia de las isoenzimas de la a-amilasa en semillas de A.
araucana es dependiente de la presencia de diferentes genes o
grupos de dJenes estructurales y la regulacién de éstos en la
plantula estaria bajo control hormonal.

Experimentos adicionales deberian realizarse para dilucidar
la posible existencia de diferentes poblaciones de mRNAs
codificados por varios genes estructﬁrales y diferencialmente
afectados por las hormonas, &cido giberélico y acido abscisico.
Para este propdésito, la obtencién de cDNA especificos para los
diferentes mRNAs de la a- amilasa seria particularmente Gtil.
Ademéds del andlisis del nGmero de genes que codifican para las
a-amilasas presentes en el embrién de las semillas de A. araucana
y consecuentemente la existencia de diferencias en los mRNAs de
la a-amilasa, deberian realizarse experimentos adicionales con
la finalidad de analizar la contribucién gque tienen las
modificaciones postraduccionales en la presencia de las
diferentes iscenzimas de la c-amilasa. Estudios de este tipo nos
permitird un andlisis méds detallado de la expresidén de las
isocenzimas de la ae—-amilasa de A. araucana y del efecto de 1las

hormonas sobre las isoenzimas especificas de la o- amilasa.
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