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RESUMEN

Todas las células vegetales sintetizan y degradan almidon en algun punto de su
desarrollo; no obstante, existen notables diferencias con relacion al destino del almidén
producido. En las hojas se sintetiza y acumula durante el dia mientras que en la noche
se degrada. Esto permite proveer de carbono y mantener diferentes procesos celulares.
La regulaciéon de esta via por lo tanto, debera estar controlada de tal manera que quede
integrada al metabolismo de la planta. La degradacion del almidon es un proceso que
depende de la estructura del granulo, de la participacion de diversas enzimas y su
asociacion con el granulo. Estudios recientes muestran que la degradacion del almidon
en hojas es diferente a lo que sucede en endospermo y por lo tanto, es necesario
construir un modelo particular para este sistema. Los estudios con mutantes y plantas
transgénicas muestran que la -amilasa es responsable de la hidrdlisis de la mayor parte
del almidén acumulado en hojas y la participacion de la a-amilasa parece depender de la
especie. Adicionalmente, en este trabajo se propone que las caracteristicas del granulo
son muy importantes para definir la interacciéon con las proteinas que van a participar en
su degradacion.

Palabras clave: granulo de almidén, degradacion de almidén, amilasa, amilopectina,
asociacion proteina-granulo de almidon.

ABSTRACT

All plant cells synthesize and degrade starch in determined stage of their development.
There are, however, important differences related to its use. In leaves, starch is produced
and accumulated at day while it is degraded at night to provide carbon maintaining
cellular processes. This means that the pathway regulation is integrated to the whole
plant metabolism. Starch degradation is a process that depends on the starch granule
structure, the action of several enzymes and the association of these to the starch
granule. Recent research reveals that starch degradation in leaves is significantly
different from starch endosperm breakdown and these new data have led to build a
particular model of this pathway. Studies with mutants and transgenic plants suggest that
B-amylase has a major role in the hydrolysis of the accumulated starch in leaves, while
the participation of a-amylase is probably species-dependent. Additionally, in this paper
is suggested that starch granule characteristics are especially important in regulating the
starch interaction between granule and proteins involved in starch metabolism.
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INTRODUCCION

El almidon es un polimero de glucosa que constituye el principal producto de
almacenamiento en semillas y otros 6rganos (43). Representa el 80% de la ingesta
caldrica mundial, se utiliza como alimento animal y es una importante materia prima para
la industria (10). La importancia econdémica y social que adquirieron durante el siglo
pasado las bebidas alcohdlicas producidas a partir de cereales, llevd a una mayor
investigacion cientifica dirigida a conocer la naturaleza y regulacion del proceso de
degradacion de almidon en el endospermo, el cual actualmente se entiende con
profundidad tanto a nivel bioquimico como molecular (38). Sin embargo, la degradacién
del almidén en endospermo de cereales puede ser muy diferente a la forma en que este
proceso ocurre en otras especies y 6rganos vegetales.

Todas las células vegetales sintetizan y degradan almidén en algin punto de su
desarrollo; no obstante, existen notables diferencias con relacion al destino del almidén
producido. En 6rganos de almacenamiento como tubérculos, raices y embriones puede
acumularse por periodos muy largos, en meristemos y o6rganos en desarrollo la
acumulacion puede prolongarse por dias o semanas, mientras que en las hojas se
acumula durante el dia y se degrada en la noche. En todos los casos la sintesis y
degradacion del almidon se llevan a cabo en los plastidios, pero ambos procesos en cada
organo, pueden regularse de manera muy diferente: mientras que el endospermo, al
momento de la germinacién, puede asemejarse a una bolsa repleta de almidén que
recibe a las enzimas hidroliticas, en las células de las hojas el almidén se degrada y
provee de carbono para el mantenimiento de diferentes procesos dentro de la misma; por
lo que esta via debe estar perfectamente integrada a todo el metabolismo. La cantidad
de almiddn presente en un 6rgano representa un balance entre los procesos de sintesis y
degradacion. Si bien existen dudas acerca de algunos puntos criticos del proceso de
sintesis, comparativamente se conoce menos acerca del proceso de degradacion y de su
regulacion.

Actualmente se sabe que multiples isoformas de las enzimas que degradan el
almidon, como son a- y p-amilasas, enzimas desramificadoras, almidon fosforilasa,
glucosidasas y enzima desproporcionadora estan presentes en la mayoria de los 6rganos
estudiados (44). En los Uultimos afos los recursos genomicos disponibles para
Arabidopsis thaliana y la posibilidad de generar mutantes y plantas transgénicas han
contribuido a establecer el papel que cada una de esas enzimas tiene en el proceso.

El objetivo de este trabajo es abordar y discutir el tema de la degradacion de almidén
desde tres puntos de vista diferentes: el granulo de almidon, las enzimas involucradas en
el proceso y el papel de la interaccion granulo de almidén-enzimas hidroliticas. Muchos
aspectos de la degradacion del almidon son comunes a todos los érganos en donde este
proceso se ha estudiado; sin embargo, dada la importancia que tiene la degradacién del
almidén acumulado en las hojas para el desarrollo de las plantas, se buscara hacer
énfasis en la regulacion de ese proceso en particular.

EL GRANULO DE ALMIDON

El almidon es una mezcla de polimeros de glucosa (amilosa y amilopectina) que las
plantas producen y acumulan en forma de granulos insolubles que presentan formas y
tamafios diversos. Los granulos son estructuras altamente organizadas cuyas
dimensiones y caracteristicas varian entre especies, los granulos de tubérculos de papa
miden 100 um (40), mientras que existen otros de 1-3 um como los de raiz de taro o
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los de hoja de A. thaliana (33, 51). Algunos granulos tienen forma esférica o son
esferoides aplanados con un surco ecuatorial, mientras que otros son poligonales (46).

La amilosa

Es un polimero lineal formado por cadenas de glucosas unidas por enlaces a-1,4, que
constituyen el 20-30% del granulo de almidén en los érganos de almacenamiento y 4-
20% en los granulos provenientes de las hojas (51, 11). Su peso molecular se encuentra
en el orden de 10°-10° (17). La localizacion exacta de la amilosa en el granulo no ha sido
determinada de manera concluyente, pero se ha sugerido que se encuentra
principalmente en la regién menos cristalina, la parte amorfa (15, 8). Se sabe que la
amilosa se sintetiza por medio de la accion catalitica de la isoforma de almiddn sintasa,
que esta unida al granulo (GBSS), pues mutantes que carecen de GBSS en maiz (36),
arroz (33, 45), trigo (24), papa, sorgo, amaranto, cebada y chicharo (17), sintetizan
granulos de almiddn sin amilosa. Ademas, los estudios realizados en papa y arroz en los
que se logro reducir la expresion de GBSS por medio de la expresion de RNA antisentido
produjeron granulos de almidon con contenido de amilosa considerablemente reducido.
Estas mutantes en cereales se denominan “cerosas” debido a que dan como resultado
endospermos opacos, los cuales son mas susceptibles a la degradacion, mientras que
los almidones de papa y de maiz con alto contenido de amilosa son mas resistentes (8).

No se sabe como la GBSS cataliza la sintesis de amilosa, ni que es lo que impide
que las enzimas ramificadoras actuen para generar cadenas laterales, pues aunque la
GBSS se encuentra siempre unida al granulo, existen otras enzimas involucradas en el
metabolismo del almidén que tienen capacidad de asociarse con él. Por ello no puede
atribuirse la sintesis de amilosa al hecho de que las enzimas ramificadoras no se
encuentren permanentemente asociadas al granulo. Se ha especulado que
probablemente la GBSS es la Unica enzima que mantiene su actividad asociada a los
granulos mientras que las enzimas ramificadoras no lo hacen, o que probablemente
existen zonas en los granulos donde la GBSS si tiene actividad mientras que las otras
enzimas no (17).

Por otro lado, se han encontrado enzimas ramificadoras bacterianas que si son
capaces de actuar en regiones del granulo de almidéon donde las ramificadoras de
plantas no lo hacen, generando un material ramificado considerado como un compuesto
intermedio entre la amilosa y la amilopectina (16). Sin embargo, aun no se sabe cuales
son las caracteristicas de estas enzimas bacterianas que definen su capacidad para
mantenerse activas en la region de la amilopectina. Ofra de las preguntas aun sin
resolver en la biosintesis del almidén se relaciona con la generacién, recambio e
incorporacion en los granulos de almidén de los intermediarios que estan entre ADP-
glucosa y el almidén. Estos se sintetizan in vitro, pero se han encontrado sélo
escasamente in vivo, mientras que es imposible sintetizar almidon in vitro. En
experimentos en donde, los granulos de almiddén se incubaron con ADP-(MC) glucosa se
encontré que en periodos cortos (una hora) la marca era incorporada en la amilopectina
[6], pero después de periodos largos (24 horas) la marca se encuentra principalmente en
la amilosa. De estos resultados se concluyé que la GBSS primero extiende las cadenas
de las moléculas de amilopectina y que a partir de estas, por hidrdlisis, se obtengan
cadenas que constituyen la amilosa (17). Existen varias posibilidades que podrian liberar
las cadenas de amilosa; una de ellas es que las endoamilasas hidrolicen a la
amilopectina y den lugar a cadenas de amilosa y otra que la GBSS tenga una segunda
actividad mediante la cual las cadenas de glucanos se liberan después de una
elongacion progresiva. Dado que todas las mutantes que se han descrito como libres de
amilosa presentan reduccion de la actividad de GBSS, la ultima opcion seria la mas
probable (17).
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La amilopectina

La amilopectina es un polisacarido semicristalino, altamente ramificado, con un esqueleto
de enlaces a-1,4 y 4-5% de puntos de ramificacion a-1,6 (3). La amilopectina es una
molécula de mayor tamafio que la amilosa y su peso molecular se encuentra entre 10’-
10%. El peso molecular y el grado de ramificacion de la amilopectina varia ampliamente y
esta variedad estructural contribuye a las diferencias en las propiedades quimicas y
fisicas del almidén proveniente de diferentes fuentes (10). El analisis estructural de los
granulos muestra que las cadenas laterales de la amilopectina forman dobles hélices y
estan arregladas de tal manera que se forman paquetes que contienen entre 9 y 17
cadenas laterales en intervalos regulares de aproximadamente 9-10 nm de largo sobre el
eje de la molécula y dan lugar a las lamelas cristalinas, que se encuentran alternadas con
lamelas amorfas formadas por las regiones donde se localizan los puntos de ramificacion
y por los espacios entre los agregados de dobles hélices (figura 1) (8). El modelo de
“empaquetamiento” (figura 2), considera que la amilopectina se constituye de diferentes
tipos de cadenas y esto se apoya por las observaciones de tres diferentes clases de
cadenas, A, B, y C, que varian en longitud y que se asocian para formar los paquetes.

Figura 1. Esquema del empaquetamiento de las cadenas laterales de amilopectina en
las lamelas. Cada empaquetamiento contiene entre 9 y 17 cadenas laterales. Las zonas
amorfas se localizan entre las lamelas cristalinas y entre cada paquete de cadenas
laterales. A, lamelas amorfas (zona de ramificacion) de aproximadamente 4nm de largo;
C, lamelas cristalinas (paquetes de cadenas laterales de amilopectina) de 6 nm de largo
en promedio; a, regiones amorfas entre los paquetes cristalinos. Tomado de Gallant,
1997.
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Figura 2. Estructura del granulo de almidon
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Los patrones de difraccion de rayos X que se obtienen de almidones de diferentes
plantas se pueden agrupar en dos tipos principales. El tipo A es caracteristico del
almiddén de cereales y se distingue por el denso empaquetamiento de las dobles hélices y
el tipo B, en el que las dobles hélices estan arregladas de tal manera que permiten que
moléculas de agua queden incluidas en el arreglo. En algunos almidones principalmente
del tipo A, se ha observado la presencia de canales amorfos o poros que podrian estar
relacionados con la mayor o menor susceptibilidad del almidon a la degradacion
enzimatica, pues los almidones cuyos granulos presentan estas estructuras tienden a ser
mas facilmente degradados (17). La variacién en la susceptibilidad a la degradacion de
los granulos de almidon también depende del origen botanico, lo cual evidencia algunas
diferencias estructurales (90). Durante la a-amilolisis del almidén, las regiones menos
cristalinas, son mas facilmente degradadas que las regiones cristalinas (8). Se ha
sugerido que la velocidad de hidrolisis del almidén depende, en gran medida, de la
distribucién de las zonas cristalina y semi-cristalina, asi como del tamafio e interaccion de
sus componentes.

La amilopectina se sintetiza predominantemente en la superficie del granulo y
participan por lo menos nueve isoformas de enzimas, entre las que se encuentran la
enzima almidén sintasa (SS) y las enzimas ramificadoras. Se han identificado
numerosas isoformas de SS en plantas (10) y se conoce poco con relacion a su funcion y
especificidad. Para entender la funcién de la enzima SS en la biosintesis de almidon es
necesario también conocer cual es su interaccion con las enzimas desramificadoras pues
multiples isoformas actian de manera concertada para sintetizar la amilopectina y
determinar su estructura (17).

Otros componentes del granulo

Ademas del peso molecular, la amilosa y la amilopectina presentan diferencias en la
capacidad para asociarse con otras moléculas. La naturaleza quimica de la amilosa
provoca que forme asociaciones con pequefias moléculas hidroéfobas, por lo que es
comun que a la fraccién de amilosa se encuentre asociada una proporcion alta de lipidos
(23), mientras que la amilopectina contiene grupos fosfatos unidos de manera covalente.
El nivel de fosforilacién varia con el origen botanico del almidén, encontrandose que el
almidén que proviene de cereales presenta niveles de fosforilacidn apenas perceptibles
(<0.01%), mientras que el almidon de papa esta altamente fosforilado (0.5%) (21). En las
hojas el almidén transitorio presenta aproximadamente 0.1% de residuos de glucosas
fosforiladas (49). Los grupos fosfato estan unidos como monoésteres en las posiciones
C-3 y C-6 de las unidades de glucosa y esta fosforilacion parece que ocurre tanto durante
la sintesis como durante la degradacion del almidéon (25, 28). La fosforilacion en la
posicion C-3 principalmente, puede modificar el empaquetamiento de las dobles hélices
(3) y esto de alguna manera puede alterar el ordenamiento del granulo y cambiar la
interaccion con las proteinas que se asocian con el almidon para llevar a cabo su
degradacion, pues se tienen evidencias de que si se disminuye el grado de fosforilacion
también la degradacion se ve disminuida (2, 49, 52).

ENZIMAS INVOLUCRADAS EN LA DEGRADACION DEL ALMIDON

Durante el dia las células de las hojas toman carbono que se convierte a partir de la
fotosintesis en sacarosa y almidén. La sacarosa se exporta a los tejidos no fotosintéticos
y el almidon se almacena en el cloroplasto. En la noche este almidén se degrada para
proveer a la célula y a otros érganos de carbono, energia y poder reductor. El suministro
de carbono a partir del almidén degradado en la noche es esencial para el desarrollo de
la planta.
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La degradacion del almidon involucra la asociacién temporal de los granulos con
muchas enzimas (30). EIl primer paso en este proceso debe ser catalizado por una
enzima capaz de actuar en la superficie semicristalina del granulo. Aunque existen
varias enzimas capaces de degradar los granulos de almidén in vitro la Unica enzima que
se ha encontrado que puede hacerlo in planta es la a-amilasa (1); esta endoenzima
hidroliza los enlaces glicosidicos a-1,4 en polimeros de glucanos (47). En el genoma de
Arabidopsis, existen tres genes que pueden codificar tres isoformas de a-amilasa, una de
las cuales (AMY3) se encuentra en el cloroplasto (tabla 1) (19); sin embargo, Yu, et al.
[48] mostraron que en ausencia de AMY3 la degradacion del almidon ocurre de manera
normal. Esto sugiere que el ataque inicial en la superficie de los granulos no requiere
una endoamilasa, o que A. thaliana posee otra endoamilasa cuya secuencia de
aminoacidos es muy diferente, por lo que no ha sido identificada como tal. Mientras que
Asatsuma et al. (1) encontraron evidencias de la participacion de la isoforma I-1 de o-
amilasa en la degradacion de almidén de hoja en arroz. Por lo que aun cabe la duda de si
es la a-amilasa la enzima responsable de iniciar la degradacion del granulo de almidén y
si este evento depende de la especie.

Tabla 1. Enzimas que se sabe actuan 6 podrian actuar en Arabidopsis sobre enlaces
glicosidicos a-1,4 6 a-1,6.

Enzima Gen Localizacion en plastidios
(predicha)?
a-Amilasa 1 AMY1 No
a-Amilasa 2 AMY2 No
a-Amilasa 3 AMY3 Si
B-Amilasa 1 BAM 1 Si
B-Amilasa 2 BAM2 Si
p-Amilasa 3 BAM3 Si
B-Amilasa 4 BAM4 No
B-Amilasa 5 BAMS5 No
B-Amilasa 6 BAM6 No
B-Amilasa 7 BAM7 No
B-Amilasa 8 BAMS8 No
B-Amilasa 9 BAM9 No
Glucan agua dicinasa GWD1 Dudoso
Fosfoglucan agua dicinasa PWD Si
Almidén fosforilasa cloroplastica PHS1 Si
Almidén fosforilasa citosoélica PHS2 No
Enzima desproporcionadora DPE1 Si
Transglucosidasa DPE2 Si
Isoamilasa 1 ISA1 Dudoso
Isoamilasa 2 ISA2 Si
Isoamilasa 3 ISA3 Si
Pululanasa LDA1 Si

a-glucosidasa

Modificada de Lloyd J, 2005.

3La prediccion se hizo mediante los programas TargetP (Emanuelsson, 2000)
(http://www.cbs.dtu.dk/services/TargetP) y Predatar (http://www.inra.fr/predotar/). El
término dudoso se aplicé cuando los resultados en ambos programas eran
contradictorios.
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Por otro lado, independientemente de cual es la enzima que inicie el ataque,
actualmente se sabe que la enzima glucan, agua dicinasa (GWD) es necesaria en el
proceso de degradacion de almidén (4, 49, 52]. En papa, se mostré que la enzima GWD
transfiere el p-fosfato del ATP a los carbones 3 o 6 de los glicosilos que forman la
amilopectina (22, 29) y aparentemente esta fosforilacion in vivo ocurre tanto durante el
periodo de sintesis como en el periodo de degradacion (25, 28). La funcion de la
proteina GWD en la degradacion se podria explicar con base en que los grupos fosfato
influyen en el empaquetamiento del granulo y, de esta manera, modifican la
susceptibilidad de la superficie al ataque enzimatico; o bien, que la proteina, a través del
dominio que esta en el extremo N-terminal y cuya funciéon es hasta ahora desconocida,
promueva la actividad de alguna enzima ya sea interaccionando con la superficie del
granulo o bien con la misma proteina (37). El descubrimiento de que una segunda
dicinasa (PWD, fosfoglucan, agua dicinasa), se requiere en la degradacion del almidon
ha incrementado la complejidad de este proceso. Se ha sugerido que GWD actua junto
con PWD generando un patron de fosforilacion de la amilopectina en la superficie del
granulo que lo hace accesible al ataque enzimatico, sin embargo, la informacién al
respecto es incompleta (18).

Una vez iniciada la degradacion del granulo del almidén, se generaran glucanos
solubles en el estroma del cloroplasto, que pueden metabolizarse a través de fosforolisis
por la enzima glucan fosforilasa cloroplastica, generandose glucosa 1-fosfato (53) o por
la enzima B-amilasa que cataliza la produccion de p-maltosa a partir del extremo no
reductor de a-1,4-glucanos. Los estudios que se han realizado indican que la f-amilasa
es responsable de la hidrdlisis de la mayor parte del almidon acumulado en hojas de
papa (35) y en cloroplastos de A. thaliana (50) y que la maltosa producida se exporta al
citosol por medio de un transportador especifico (26).

Las enzimas a-amilasa y p-amilasa hidrolizan los enlaces a-1,4, pero no los a-1,6;
esto significa que existen otras enzimas para romper los enlaces que dan lugar a las
ramificaciones, mismas que se han nombrado enzimas desramificadoras, que pueden
dividirse en isoamilasas o dextrinasas limite, dependiendo de su especificidad por el
sustrato. El genoma de A. thaliana contiene cuatro genes de enzimas desramificadoras,
tres isoamilasas (ISA1, ISA2 e ISA3; tabla1) y una dextrinasa limite. Sin embargo,
aparentemente esta ultima no esta involucrada en la degradacion de almidén en hojas de
A. thaliana, pues existe una mutante knockout sin actividad de dextrinasa limite que no
mostré6 cambio en su velocidad de degradacion del almidon (37). El papel de las
isoamilasas no es claro, pues se ha visto que también estan involucradas en la sintesis
de almidén. En hojas de A. thaliana, tubérculos de papa y endospermo de cereales
existe evidencia que al reducir o suprimir la actividad de estas enzimas se altera la
sintesis de almiddn, incrementandose el numero de granulos, reduciéndose su tamano y
promoviendo la sintesis de fitoglucdégeno, un polimero soluble de glucosas con enlaces
a-1,4y a-1,6 (37, 19). Aunque ISA1 e ISA2 son necesarias en la sintesis de almidon en
hojas de A. thaliana, estas enzimas no parecen ser necesarias en la degradacion de
almidon durante la noche, pues las mutantes isaf e isa2 (dbe) presentan una
degradacion total del almidon y del fitoglucdégeno (19, 37).

Dado que ni la dextrinasa limite ni las enzimas ISA1 e ISA2 parecen participar en la
degradacion del almidon en hojas, podria sugerirse que la hidrdlisis de los puntos de
ramificacion del almidén se cataliza por ISA3, sin embargo, no existen mutantes en las
que se haya reprimido la actividad de esta enzima que pongan de manifiesto la
importancia de su participacién, pero estudios recientes en los que se utilizaron
microarreglos, mostraron que el patron de expresiéon de ISA3 es similar al de otras
enzimas involucradas en la degradacién del almidon (39). No obstante, debe
considerarse la posibilidad de que estén involucradas otras enzimas todavia no
identificadas.
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Otro grupo de enzimas que también participan en la degradacion del almidon son las
enzimas desproporcionadoras o enzimas D. La enzima B-amilasa es incapaz de actuar
sobre cadenas de menos de cuatro glucosas por lo que genera maltotriosas que seran
sustrato de estas enzimas. La enzima D transfiere dos de los glucosilos de la maltotriosa
a una cadena mayor de glucanos, permitiendo de esta manera que la molécula generada
esté disponible para la hidrdlisis de p-amilasa y la glucosa restante puede exportarse al
citosol, a través del transportador de glucosa localizado en la membrana interna (43).
Ademas de la isoforma plastidica de la enzima D, existe una isoforma citosdlica llamada
DPE2. Los estudios en una mutante de DPE2 sugieren que esta enzima utiliza la
maltosa liberada por el cloroplasto (5). La maltosa producida por la enzima p-amilasa
podria ser hidrolizada a glucosa a través de una a-glucosidasa y después por medio de
una hexocinasa convertida en glucosa 6-fosfato, sin embargo, parece ser que se
metaboliza a través de una reaccién de transglicosilacion con la enzima DP2,
transfiriendo una de las glucosas de la maltosa a un poliglucano ramificado y liberando
una glucosa que la hexocinasa puede transformar en hexosa fosfato (37). El esquema
que describe la accién de las enzimas involucradas en la degradacién de los granulos de
almidon se presenta en la figura 3.
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Figura 3. Via propuesta para la degradacion del almidén de hojas en Arabidopsis.
Tomado de Smith 2005.

LA INTERACCION GRANULO DE ALMIDON-ENZIMA

Las plantas acumulan almidén en sus hojas durante el dia como una fuente de energia
para la noche siguiente, lo que sugiere que debe existir un proceso altamente regulado.
Como se menciond anteriormente, aun no se sabe con exactitud que enzima inicia la
degradacion del almiddén; sin embargo, es razonable asumir que las reacciones
involucradas tendran lugar en la interfase del granulo de almidén y el estroma. Por ello,
la asociacién de diferentes proteinas a la superficie del granulo constituira un paso
esencial en el metabolismo de degradacién del almidén (30). Los factores que definen la
interaccion proteina-almidon aun se encuentran en estudio; no obstante, se sabe que la

Rev. del Centro de Inv. (Méx.) Vol. 7. Nim. 25. Ene..- Jun. 2006 85



asociacion de algunas proteinas depende del estado metabdlico de la célula como es el
determinado por los periodos de luz-oscuridad.

En el caso de la proteina GWD (anteriormente llamada R1) se ha mostrado que su
asociacion a los granulos de almiddn es reversible y que la asociaciéon es una interaccion
proteina-carbohidrato, que no involucra a otras proteinas, al menos in vitro (30). En
hojas de A. thaliana, papa, chicharo y frijol, aparentemente la cantidad de la proteina
GWD permanece constante (30, 49); sin embargo, para las Ultimas tres especies se ha
mostrado que la proporcion de proteina GWD asociada al granulo se incrementa
considerablemente durante el periodo de degradacion (2, 28). Los estudios anteriores
muestran que existe una coincidencia entre la union de GWD y el grado de fosforilacion,
pero no se han definido aun las modificaciones que ocurren en la superficie del granulo
durante su degradacion que llevan a una mayor asociacion de proteinas e incrementan
su actividad. Existen evidencias que muestran que en condiciones in vitro, los granulos
de almidén con mayor grado de fosforilacién son mejores sustratos para la proteina GWD
y ademas son mas susceptibles a la degradacion amilolitica (2, 28), lo que podria estar
sugiriendo que la fosforilacion de la superficie del granulo facilita también la asociacion
de otras enzimas y que caracteristicas del granulo como el nivel de fosfato son
relevantes en este proceso.

También se ha reportado que la proporcion de amilosa y amilopectina, asi como el
largo de las cadenas de amilopectina, contribuyen en la degradacion del almidon. Los
almidones que presentan altos contenidos de amilosa tienen mayor resistencia a la
degradacion enzimatica que los almidones con niveles bajo (8), no se conoce cual es la
razon de esta relacion pero cabria la posibilidad de que dado que la proporcién de
amilopectina en estos granulos es menor, entonces la capacidad de fosforilaciéon que sélo
se da en esta fraccion, también serd menor y en consecuencia la asociaciéon de proteinas
se vera reducida. Por otro lado, existen evidencias de que la actividad de la proteina
GWD se ve favorecida por cadenas largas de amilopectina (DP 30-100) (22); sin
embargo, en los estudios reportados por Ritte et al. (28) no se observaron cambios
relevantes durante el ciclo luz-oscuridad en el largo de la cadena de las moléculas
periféricas de amilopectina, lo que sugiere que aparentemente este factor no contribuye a
la mayor interaccién proteina-almidon.

Ademas, se sabe que varias de las proteinas que estan involucradas en el
metabolismo de almidon poseen mdédulos de unidén a almidén diferentes del dominio
catalitico (32). Una de las funciones de estos dominios es unir a la enzima a la superficie
insoluble del granulo de almidén y existen evidencias de que la actividad de estas
enzimas sobre sustratos insolubles se pierde si el dominio se remueve, mientras que su
actividad hacia sustratos solubles se mantiene (14). Se ha sugerido que estos dominios
también modifican la superficie del granulo (41), lo que probablemente permitiria la union
al almidon de otras proteinas que no poseen estos dominios pero que estan involucradas
en la degradacion del almidon. Se ha reportado la presencia de estos dominios en a-
amilasa, p-amilasa y pululanasas de microorganismos y plantas como maiz y cebada (13,
31, 32, 42).

CONCLUSIONES

El avance en el conocimiento del genoma de A. thaliana ha permitido lograr un mayor
entendimiento del proceso de degradacion del almidon acumulado en las hojas y hace
posible proponer un modelo como el de la figura 3. Sin embargo, no se puede
generalizar ni a otros 6rganos ni a otras especies. AUn no se sabe quién inicia la
degradacion del granulo de almiddn ni se conoce con exactitud como se da la asociacion
de las proteinas con el granulo por lo que se requieren otras investigaciones que
permitan conocer la relacion entre la fosforilacion y la asociacion de las proteinas con el
granulo. Por otro lado, es poco lo que se conoce acerca de la regulacion de este proceso
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y aunque recientemente se han mostrado evidencias de que la actividad de las enzimas
biosintéticas se controla post-traduccionalmente (regulacion REDOX vy fosforilacion) y se
ha propuesto que el proceso de degradacién requiere activacion post-traduccional y/o la
formacién de complejos proteicos, aun se esta lejos de poder entender como se controla
el flujo a través de esta via.
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