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COMPENDIO 

En este artículo se revisa el estado del conocimiento sobre el metabolismo del almidón en las plantas superiores y específicamente los mecanis​mos de control y regulación de las rutas de síntesis y degradación. Se considera que para obtener almidones, mediante manipulación genética, es necesario conocer los mecanismos bioquímicos que intervienen en la formación del gránulo de almidón y las enzimas participantes. Se discuten los mecanismos de la regulación hormonal y circadiana de los azúcares y la genética individual de las principales enzimas implicadas. Se revisan en particular los métodos empleados en la caracterización bioquímica y fisico química y el estado del conocimiento actual de la producción de almidones modificados.
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ABSTRACT

Regulation of starch biosynthesis in higher land plants: new avenues for modifying starch. This article reviews current knowledge of starch metabolism in higher plants, and especially the control and regulation of the biosynthetic and degradative pathways. The possibility of designing starches for industrial uses by genetic manipulation requires understanding of the biochemical mechanism of starch granule formation and the control of enzymes and protein complexes. The regulation by hormones, sugars and circadian rhythms is discussed as well as the genetic of key enzymes of this pathway. In particular, the review focuses on the methods for biochemical and physiochemical starch and production of modified starches.
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INTRODUCCIÓN

El almidón es el carbohidrato de reserva más abundante en las plantas y se encuentra en hojas, diferentes tipos de tallos y raíces así como en flores, frutos y semillas en los cuales se utiliza como fuente de energía durante periodos de dormancia, estrés o reinicio del crecimiento. Los órganos que almacenan almidón son productos alimenticios de importancia; estimativos del Instituto Internacional de Investigación sobre Políticas Alimentarias (IFPRI) indican que el valor de la producción de raíces y tubérculos en el año 2020 representará el 11% del valor total de cereales, soya y carne y que las tasas de crecimiento futuras de yuca, papa y ñame excederán las de arroz y trigo (Scott et al., 2000, Baguma et al., 2003; Tester et al., 2004). De manera creciente, el almidón es utilizado como recurso energético renovable después de su conversión a etanol y para muchas aplicaciones industriales por su versatilidad, bajo costo y la facilidad con que se alteran las propiedades físico químicas, ya sea mediante modificaciones químicas, enzimáticas o tratamientos físicos (Jobling, 2004).

El almidón es una molécula compuesta por dos tipos de polímeros: la amilosa y la amilopectina. La amilopectina está formada por unidades de glucosyl unidas por enlaces α-1,4 y altamente ramificadas en la posición α- 1,6 en intervalos de 10nm a lo largo del eje de la molécula y constituye entre el 85-70% del almidón. La amilosa es una cadena fundamentalmente linear de glucanos α-1,4 con limitados puntos de rami​ficación en la posición α- 1,6 y constituye entre 15-30 % del almidón. La amilopectina es más estable que la amilosa debido a los limitados enlaces de hidrógeno, que le confieren fluidez, alta viscosidad y elasticidad a las pastas y espesantes. Las proteínas, lípidos y mine​rales son componentes cuantitativamente menores del almidón ( Mclauchlan et al., 2001). 

        La distribución polimodal de cadenas de glucanos de diferentes longitudes, el agrupamiento de puntos de ramificación dentro de la amilopectina permiten la formación de cadenas en doble hélice, que pueden empaquetarse en arreglos organizados para formar la estructura semicristalina de la matriz del gránulo en el que se alternan regiones de material amorfo (amilosa) y semicristalino (amilopectina) que se conocen como ani​llos de crecimiento presentes en el almidón de las plan​tas superiores (Munyikawa, et al., 1997; Smith, 2005). La longitud de las cadenas de glucano, proporción de amilosa-amilopectina y el grado de ramificación de esta última definen drásticamente el tamaño, estructura del gránulo y utilidad del almidón particular de cada especie (Tabla1). Una característica determinante del almidón es la cristalinidad que puede medirse por la amplitud de la dispersión del ángulo de difracción de los rayos X y hace referencia a los almidones tipo A (encontrado en la mayoría de los cereales), tipo B (encontrado en la mayoría de los tubérculos) y tipo C (mezcla de ambas formas encontrada en las legumbres) (Tabla 2).Otras características asociadas al gránulo como la forma, tipo de superficie y cantidad de grupos fosfatos también influyen en sus propiedades y usos (Bertoft, 2002; Baguma, et al, 2003; Tetlow, et al., 2004; Mclauchlan et al., 2001 Singh et, al., 2005).
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En años recientes, gracias a la utilización de las herramientas de la biología molecular y de la inge​niería genética, se ha incrementado la comprensión de la estructura del almidón y del funcionamiento del intrincado mecanismo de regulación de las enzimas de la biosíntesis. Tales herramientas hacen posible la obtención de diversos tipos de almidones modificados para la industria y la alimentación (Tetlow, et al., 2004). 

En este artículo se revisa el estado del conoci​miento sobre la biosíntesis del almidón, sus transforma​ciones y la metodología de investigación y se discuten las perspectivas de los almidones modificados. 
AVANCES EN EL ESTUDIO DE LA SÍNTESIS DE SACAROSA

Los fotoasimilados generados en el ciclo de las pentosas (PCR), se acumulan temporalmente en las hojas, durante el día, en forma de sacarosa en las va​cuolas o de almidón en el estroma de los cloroplastos de las células del mesófilo y durante la noche son utilizados para suplir el requerimiento de carbono del metabolismo no fotosintético (Santacruz et al., 2002). El transporte de los fotoasimilados hacia los vertederos se efectúa en forma de sacarosa o de compuestos de la serie rafinosa, dependiendo de la especie de planta y del tipo de carga y descarga en el floema (vía sim​plasto o apoplasto). En esta forma, el metabolismo del almidón en el vertedero (semillas, raíces, tubérculos, hojas en desarrollo) está asociado con la relación de síntesis almidón/ sacarosa en la fuente, la eficiencia de exportación, transporte de sacarosa y con la prioridad y potencia del vertedero (Schöning y Kollman, 1997; Minchin y Lacointe, 2005).

La síntesis de sacarosa se realiza en el citosol a partir de glucosa y fructosa fosforiladas (Hopkins y Huner, 2004). En plantas mutantes de Arabidopsis se observó que la expresión de la enzima UDP- glucosa pirofosforilasa (Ugp), responsable de la síntesis de UDP-glucosa, depende de la interacción de señales derivadas de la disponibilidad de fósforo, el contenido de sacarosa y el ciclo circadiano (Ciereszco, et al., 2005; Alonso et al., 2005).

La conversión de fructosa y glucosa a sacarosa es catalizada por las enzimas sacarosa fosfatosintasa (SPS) y sacarosa fosfato-fosfatasa (SPP). El comporta​miento de las enzimas asociadas con la conversión de sacarosa a almidón se describió en fríjol mungo y otros cultivos como caña de azúcar, papa, tabaco, tomate, yuca, manzana y arroz (Ishimaru et al., 2005; Cheng, et al., 2005; Lytovchenko et al., 2005; Shuai Chen, et al., 2005; Chopra et al., 2005; Wei-Liang Chen, et al., 2001). Otra enzima citoplásmica capaz de sintetizar sacarosa es la sacarosa sintetasa (SSS). Las enzimas invertasa (SI), sintetasa fosfatada (SPS) y sintetasa (SuSy) son fundamentales en las transformaciones de la sacarosa y aportan capacidad al vertedero (Baguma et al., 2003; Schäfer, et al., 2005; Gutiérrez et al., 2005; Dendooven, 2005).

La relación entre la síntesis de sacarosa y almidón es particular en cada especie vegetal y requiere un ba​lance con la producción de fotosintatos para mantener la provisión de esqueletos carbonados que regeneren ribu​losa 1,5 bifosfato, el aceptor primario de CO2. Mientras que la enzima sintetasa de la sacarosa fosfatada (SPS) determina la capacidad máxima de síntesis de sacarosa, la otra enzima implicada en la síntesis de esta molécula, la fructosa- 1,6- bifosfato fosfatasa (FBPasa) desempe​ña un papel determinante en el balance del fracciona​miento del carbono entre sacarosa y almidón. En plantas de arveja transformadas con un gen de Arabidopsis con bajos niveles de actividad de FBPasa se presentaron altos niveles foliares de carbohidratos y asimilación del carbono en la fotosíntesis además de cambios en la relación sacarosa/almidón(Mustroph et al., 2005; Sahrawy, et al., 2004; Dubos et al.,2005;Casanova et al., 2005;Chen, et al., 2005). 

FUNCIONAMIENTO DE LAS ENZIMAS INVOLUCRADAS EN LA SÍNTESIS Y DEGRADACIÓN DEL ALMIDÓN

Aparentemente la ruta postulada para la biosíntesis de almidón es relativamente simple e involucra tres enzimas: la ADP- glucosa pirofosforilasa (AGPasa), la sintetasa de almidón (SS) y la enzima de ramificación del almidón (SBE). Sin embargo, se ha demostrado la participación de varias isoformas de estas enzimas y otras enzimas adicionales que están de alguna manera involucradas en el proceso. Las isoformas difieren en su expresión tisular y temporal, en las propiedades ci​néticas y en los productos (Tabla 3) (Dennis y Blakeley, 2000; Santacruz et al.,2002).
ADP- glucosa pirofosforilasa (AGPasa)

En las plantas las AGPasas son codificadas por diferentes genes que muestran una fuerte especifici​dad en su perfil de expresión, por ejemplo algunas se expresan solo en hojas, otros en raíces y otros en el endospermo como en trigo y cebada. La AGPasa es una enzima heterotetramérica y el análisis de mutantes demostró que tanto las dos subunidades grandes como las dos pequeñas son necesarias para la actividad; las subunidades grandes actúan en la regulación y las pe​queñas en la catálisis. Se han clonado tres cDNAs en yuca que codifican para las subunidades B, S2 y S3 de la AGPasa. El producto de la actividad de AGPasa es la ADP-glucosa que actúa como precursor inmediato de la síntesis del almidón ( Zhou y Cheng, 2005).

Sintetasas de almidón (SS)

Uno de los adelantos importantes en la compren​sión de la biosíntesis del almidón, es la explicación de la aparente simultaneidad en la síntesis de los dos polímeros constituyentes del almidón. Las sintetasas del almidón están asociadas con el alargamiento de las cadenas de glucano y se pueden clasificar en dos grupos de acuerdo con la localización; una (GBSSI) se encuentra firmemente ligada a los gránulos de almidón y cataliza la conversión de ADP-glucosa a cadenas lineales de ∝ (1-4) -glucosa (amilosa) y la otra (SSS) es una forma soluble localizada en el estroma de los amiloplastos y cloroplastos y actua específicamente en la biosíntesis de amilopectina. Sin embargo, GBSSI res​ponsable de la síntesis de amilosa también contribuye con la síntesis de amilopectina. Aún se desconocen los factores que determinan la partición de la actividad de la enzima en los dos procesos (Denyer, et al., 2005; Smith, 2005).

Se han determinado diversas isoformas de GBSS y SSS. En Arabidopsis se han identificado las isofor​mas SS II y III que actúan en la formación del almidón foliar transitorio. La SSIII actúa directamente en el ensamblaje del almidón y además puede inhibir su bio​síntesis. En arroz se encontraron las isoformas III y IV. Adicionalmente, en el endospermo del trigo hexaploide se encontró una isoforma similar a SSIII de maíz. Las alteraciones fisicoquímicas observadas en el mutante sugary2 de maíz se atribuyeron a la actividad de la sintetasa del almidón IIa que incrementó las cadenas de glucanos cortos en la amilopectina (Dian et al., 2005; Zhongy, et al., [image: image3.png]Tabla 3. Localizacién y tipo de actividad de las enzimas constituyentes del niicleo de la ruta biosintética del almidén
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2005). 

Enzima de ramificación del almidón (SBE) 

La enzima ramificadora SBE también presenta múltiples isoformas que varían entre especies y su ac​tividad entre genotipos debido a cambios en el extremo N y C terminal de la proteína. En yuca, se encontró una isoforma similar en 70-75% a SBEI (foliar) pero con alta expresión en las raíces. La actividad de SBE es importante en la calidad y cantidad de almidón. La ausencia de esta enzima ocasiona varios efectos como bajas concentraciones de amilopectina y almidón pero elevada cantidad de azúcares (Baguma et al., 2003; Baguma, 2004). 

La deficiencia en la enzima SBEI en el endos​permo de mutantes de arroz (sbe1) altera la estructura fina de la amilopectina (disminuye tanto las cadenas largas como el grado de polimerización) sin alterar el nivel normal del almidón (Kim, et al., 2005; Satoh et al., 2005). La función de SBEIIb no se suplió por otras isoformas, lo cual indica el papel específico de esta enzima en la transferencia de cadenas cortas en la ami​lopectina del endospermo de arroz y en la morfología de la semilla de arveja (Nishi, et al., 2005).

El estado de desarrollo de la planta regula la ex​presión de las enzimas ramificadoras del almidón I y II por lo cual se pueden observar granos de almidón de forma diferente con el transcurso del tiempo. Mu​tantes defectuosos demuestran que se requieren ambas isoformas para el desarrollo completo de los granos de almidón (Baguma, et al., 2003).

Biosíntesis de amilosa

El aumento en longitud de la cadena de amilosa se realiza mediante GBSSI en los órganos de alma​cenamiento y por GBSSII en las hojas y otros tejidos que acumulan almidón transitorio. En yuca la enzima GBSSII presenta 30% de similaridad con la enzima GBSSI (Baguma et al., 2003). La isoforma GBSSI es estimulada por los malto oligosacáridos (MOS) cuando sintetiza amilosa. Experimentos in vivo demuestran que a partir de la amilopectina se puede producir amilosa y que la síntesis previa de la cadena lineal de glucano no se requiere para la formación de gránulos semicris​talinos (Tetlow et al., 2004).

Biosíntesis de amilopectina y formación del gránulo de almidón

La amilopectina se forma por la acción de SBE y SS. SBE introduce sitios ramificados en la molécula de amilopectina por hidrólisis de cadenas α (1, 4) gluca​no a 15-20 unidades del extremo no reductor. Cuando cataliza la formación de enlaces α (1-6) une el extremo reductor de cadenas adheridas con otros residuos de glucosa. SS sintetiza cadenas de glucanos de diferente longitud de acuerdo con la isoforma que esté actuando. El estudio de mutantes del endospermo de maíz y arroz, que acumulan fitoglicógeno, condujo a la descripción del modelo de “proceso simultáneo”, el cual postula que la síntesis de amilopectina y su incorporación en el gránulo de almidón resulta de la “poda”, por la DBE, de los glucanos altamente ramificados sintetizados por la SS y la SBE (Baguma, 2004).

La molécula de amilopectina se auto-organiza en arreglos regulares en la fase soluble de la superficie del gránulo en crecimiento y al cristalizarse constituye la nueva matriz del material. Se ha encontrado que el trabajo de la DBE está asociado con la acción de otro grupo de enzimas ISA1, ISA2 e ISA3 (Mukerjea y Robyt, 2005; Smith, 2005) y que se requiere la acción concertada de otras enzimas como la almidón fosfo​rilasa (enzimaP), la lucanotransferasa (enzimaD), la UDPglucosa (amilogenina), la isoamilasa 1, la proteí​na RI y la ADP-glucosapirofosfatasa. Recientemente se ha demostrado que varias enzimas relacionadas con la degradación del almidón como β amilasa, α amilasa, enzimas D, α glucosidasa (maltosa), a-1,4 glucanotransferasa, glucano – H2O dikinasa (GWD) y α glucano fosforilasa actúan también en la síntesis de almidón (Tabla 3) (Baguma et al., 2003; Jobling, 2004; Smith, 2005). 

Degradación del almidón en los plastidios

De manera similar al proceso de síntesis del almi​dón, en la degradación realizada tanto en los plastidios foliares como en los de los vertederos, se conoce la casi totalidad de las enzimas implicadas pero se desconocen los detalles de la regulación del funcionamiento de las mismas (Tabla 3). Recientemente se ha encontrado que las diferencias en el dominio de ligamiento entre el almi​dón y las enzimas degradativas influencian su capacidad amilolítica (Tetlow et al., 2004; Rodríguez et al., 2005). 

La amilasa apoplástica (β- amilasa) presente en las paredes celulares de los órganos en crecimiento de gramíneas cataliza la hidrólisis y remoción de unidades sucesivas de maltosa del extremo no reducido de la cadena de glucanos. La α-amilasa hidroliza los enlaces glucosil α-(1-4) del almidón, genera malto oligosacári​dos lineales y ramificados que a su vez producen glu​cosa, maltosa y un amplio rango de α-dextrinas límite. La fosforilasa del almidón también puede degradar los enlaces glicosílicos. La GWD controla putativamente la tasa general de rompimiento del almidón. A partir del estudio de mutantes de Arabidopsis se sugiere que la proteína D es fundamental en la degradación del almi​dón al igual que la proteína R1 y su producto (residuos glucosil fosforilados de amilopectina). El análisis del metabolismo del almidón en el mutante de la enzima fosforilasa del almidón (enzima P) de Arabidopsis indi​ca que se requiere fosforilación previa para la degrada​ción del almidón. Recientemente se ha evidenciado la preponderancia de la β- amilasa y la GWD en la ruptura del almidón transitorio (Uno-Okamuraa, et al., 2004; Lloyd et al., 2005).

ASPECTOS PRINCIPALES DEL CONTROL REFINADO DE LAS RUTAS METABÓLICAS DEL ALMIDÓN.

La regulación de la síntesis del almidón está re​lacionada con una red flexible pero compleja de reac​ciones catabólicas y anabólicas altamente interactivas que ocurren en el citosol y los plastidios. Por otro lado existe evidencia que sugiere que la totalidad de la red de regulación de la síntesis se sustenta en la genética, el estado metabólico celular y en factores ambientales (Baguma, 2003; Mukerjea, et al., 2005).
Regulación del metabolismo del almidón por el estado de desarrollo de la planta 

La regulación de los genes de la síntesis de almi​dón durante el desarrollo de la planta está gobernada por el interjuego entre control genético, actividad mitótica, histodiferenciación y estado metabólico celular (Tabla 3). En cebada, haba, trigo y maíz se ha demostrado que la expresión de los genes asociados con el alma​cenamiento está influida por los cambios en los niveles de sacarosa dependientes de la histodiferenciación y presenta perfiles de expresión específicos de acuerdo con la isoforma (Baguma et al., 2003; Mukerjea, et al., 2005; Muñoz et al., 2005).
Regulación del metabolismo del almidón por la luz

Se ha registrado que la expresión de algunos ge​nes relacionados con el metabolismo del almidón está ajustada al ritmo circadiano de la planta mediante un mecanismo de control por luz similar al encontrado en la fotosíntesis en el sistema del fitocromo. Este meca​nismo común permite la activación simultánea por la luz de la fotosíntesis y el metabolismo del almidón para garantizar el balance entre el carbono fijado durante la fase bioquímica de la fotosíntesis y el metabolismo del almidón.En papa se han registrado mecanismos de regulación diurna del contenido de una gama amplia de metabolitos primarios y carbohidratos (Urbanczyk-Wochniak et al., 2005). Se han identificado elementos G, GT1 y GATA que responden a la luz para promover la transcripción de algunos genes de la síntesis de almidón. Adicionalmente se han descrito elementos, que también actúan en forma cis, los cuales se ligan a factores de transcripción específicos en el promotor gbssI de Antirrrhinum majus y sbe2-1 en Arabidopsis. La oscilación diurna conjunta de AGPasa en Chlamydo​monas, GBSSI y SSII en A. majus sugiere que hay efec​to regulatorio circadiano. En análisis de micro arreglos se ha encontrado que varios genes de Arabidopsis que codifican para enzimas de síntesis y degradación del almidón [por ejemplo isoformas cloroplásticas de α- y β- amilasa, maltosa, glucano- H2O dikinasa (GWD), sbe2-1], están bajo la influencia del reloj circadiano al igual que el suministro del carbono desde la ruta del almidón hacia la ruta de la lignina (Tabla 3) (Baguma, 2004; Tetlow et al., 2004;Smith et al., 2004; Rogers, et al., 2005; Lu et al., 2005). 
Señalización por azúcares de la biosíntesis del almidón

La señalización por azúcares es un fenómeno bien establecido en muchas plantas, está relacionada con tres pasos críticos: percepción del azúcar/señal, trans​ducción de señales y la acción en los genes objetivo. Por ejemplo, los genes de la síntesis de almidón, el promotor de la patatina y el gen Aτβ-Amy que codifica la β amilasa son activados por la sacarosa. Contra​riamente, la expresión de la α- amilasa es reprimida por ésta. Se ha registrado en Arabidopsis el activador transcripcional ASML1/WRI1, asociado a los genes sensibles al azúcar y al control del flujo de carbono en la semilla. A pesar de esta evidencia no se sabe cómo los efectos del azúcar son percibidos y/o transducidos a los genes objetivo, aunque los HXK (hexokinasas) se han identificado e implicado en el proceso (Baguma et al., 2003). Sin embargo, recientemente, fue identificado un sensor de sacarosa que funciona putativamente como un transportador activo de sacarosa o como una señal metabólica derivada. Por otro lado, se han identificado y clonado en muchas especies los genes (SUT11, SUC2) implicados en la codificación del transportador saca​rosa- H+ que actúa en el transporte activo de sacarosa al floema. El modo de transporte de la sacarosa y la naturaleza de los transportadores están relacionados con los cambios en pH extracelular y del potencial de la membrana. En este punto se presenta activación de la H+ - AT Pasa de la membrana plasmática (Tabla 3) (Muñoz et al., 2005; Rogers et al., 2005; Sasaki et al., 2005; Masaki et al.,2005).

Por otro lado, la AGPasa, una enzima clave en la regulación del almidón en los plastidios de los tu​bérculos de papa, está sujeta a modificaciones redox postraduccionales en respuesta a la luz y los azúcares. Algunos de los componentes de la ruta de señales oca​sionan cambios en el nivel de azúcar citosólico de los plastidios (Geigenberger et al., 2004). 
Señalización hormonal en la biosíntesis del almidón

Se ha demostrado que el ácido abscísico (ABA) incrementa el papel inductivo de los azúcares sobre la expresión de los genes Apl3 y sbe2.2 en Arabidopsis. Algunos mutantes insensibles al ABA son también de​fectuosos en la percepción de azúcares y viceversa. Lo anterior indica que una ruta de transducción específica relacionada con el ABA participa en la percepción de los azúcares (Baguma, 2004; Tetlow et al., 2004). Otros fitorreguladores que afectan el metabolismo del almidón son las giberelinas y las citocininas. Las giberelinas actúan en el desarrollo de las semillas de Arabidopsis, mediante la inducción de los genes de α-amilasa. Algu​nos investigadores sugieren que las citocininas también juegan un papel crucial en la partición de la biomasa y en la moderación de la potencia relativa del vertedero (Tabla 3) (Kim et al., 2005a).
Modulación alostérica de la biosíntesis del almidón por diversos metabolitos.

Las actividades de gran número de enzimas im​plicadas en la biosíntesis del almidón presentan modu​lación por moléculas efectoras que con frecuencia son metabolitos intermediarios. Por ejemplo, la AGPasa en las plantas superiores es estimulada por el 3- fosfogli​cerato (3-PGA) e inhibida por el ortofosfato inorgánico. La sensibilidad relativa a estos metabolitos depende de la clase de tejido, del tipo de plastidio o de la ubi​cación subcelular de la enzima. La isoforma Pho1 de la enzima almidón fosforilasa es inhibida fuertemente por concentraciones fisiológicas de ADP glucosa. La enzima de ramificación del almidón (SBE) es controla​da por un gran número de metabolitos; en particular, la forma SBEI en trigo es estimulada por Pi. En mutantes de maíz se observa que las altas concentraciones de sacarosa actúan inhibiendo la actividad de la enzima SBE tipo polulonasa (Tabla 3) (Tetlow et al., 2004; Walters et al., 2004; Zhou y Chen, 2005).
Modificaciones postraduccionales en las enzimas de la biosíntesis del almidón

Las modificaciones postraduccionales en el meta​bolismo del almidón están relacionadas con mecanismos de fosforilación, ajuste mediante el potencial redox, formación de complejos multiproteínicos y la actividad de las proteínas tipo 14-3-3. Las modificaciones postra​duccionales posibilitan el balance entre los componentes del metabolismo general de la planta de acuerdo con el estado de desarrollo y las fluctuaciones ambientales. Ade​más permiten la regulación del nivel metabólico entre compartimientos celulares. Por ejemplo, la trehalosa, que se produce en el citosol estimula la síntesis de almidón dentro de los plastidios al participar en la activación de la ADP- glucosa pirofosforilasa mediante modificación redox en respuesta al nivel de azúcar citosólico. La luz también induce modificaciones similares en la enzima (Tabla 3) (Kolbe et al., 2005).
Ajuste del metabolismo del almidón mediante el potencial redox.

Existe evidencia de que la reducción de enlaces disulfido puede regular el almacenamiento y la partición del almidón en las plantas. La síntesis foliar de almidón en un amplio rango de plantas es controlada por la re​gulación redox de la enzima DBE del tipo pululonasa como se ha hecho evidente en hojas de espinaca y en el endospermo de cebada y maíz. Estudios in vitro de β- amilasa sugieren la existencia de actividad reversible vía intercambios disulfídicos. En papa la modificación post traduccional de AGPasa involucra la tioredoxina que ocasiona la inactivación reductiva de la enzima al suministrar sacarosa a los tubérculos. El sitio de regu​lación puede ser una cisteína en el sitio 82 (Cys82) de la subunidad pequeña de la enzima (Geigeberger et al., 2004;Tetlow et al., 2004).
Fosforilación proteínica

Estudios preliminares con plastidios heterotróficos sugieren un papel probable para este mecanismo de regulación. En amiloplastos aislados del endospermo de trigo se han identificado numerosas fosfoproteínas, algunas de ellas implicadas en el metabolismo del carbono, lo cual sugiere que algún aspecto de la biosíntesis de amilopectina puede controlarse por la fosforilación proteínica. Las isoformas estromales de SBE y SP (Pho1) presentaron fosforilación en uno o más residuos de serina por proteína kinasas en los amiloplastos. In vivo la defosforilación de las fosfo​proteínas reduce la actividad de SBEIIa y SBEIIb en amiloplastos y SBEIIa en cloroplastos. Las fosfopro​teínas también se detectaron en gránulos de almidón de amiloplastos del endospermo de trigo (Ritte et al., 2004;Tetlow et al., 2004; Lee et al., 2005; Mustroph et al., 2005).
Formación de complejos multiproteínicos

Un mecanismo potencialmente importante para la coordinación de múltiples acciones de las proteínas involucradas en la síntesis de almidón es la interacción proteína-proteína. Los efectos pleiotrópicos producidos por algunas mutaciones en genes individuales asociados a la biosíntesis del almidón pueden atribuirse a asocia​ción proteínica. Se han observado efectos pleiotrópicos asociados al mutante de Arabidopsis con deficiencia en el transportador TPT como producción excesiva de almidón, agotamiento de las hexosas del cloroplasto, restricción del transporte electrónico, reducción en la tasa de fotosíntesis y del crecimiento general de la planta (Walters et al., 2004).

Otros ejemplos de disrupciones de asociaciones proteínicas en el metabolismo del almidón incluyen al mutante de amilosa extender (ae), que pierde la activi​dad de SBEII, pérdida de actividad de SBEI y también alteraciones de las propiedades de DBE (sul-st) tipo isoamilasa. Adicionalmente, en los mutantes ZPUL-204 SUL-ST el polipéptido acumulado de la enzima SBEIIa, es inactivo en niveles normales, lo cual sugiere la posibilidad de modificaciones postraduccionales e interacciones alteradas con DBEs. Por otro lado, las isoformas III y IV de SS influenciaron la expresión de las enzimas GBSS, SSII, ADP- glucosa pirofosforilasa y la enzima de ramificación (Dian et al., 2005). 

La mutación ae en el endospermo de arroz causa reducción significativa en la actividad de la enzima soluble sacarosa sintetasa I. El mutante sex 6 de SSIIa en cebada sugiere que las proteínas asociadas al gránulo de almidón forman complejos proteínicos cuya ruptura ocasiona desligamiento del SSI, SBEIIa y SBEIIb den​tro de la matriz del gránulo, sin deterioro de la afinidad por la amilopectina (Tetlow et al., 2004).

La inactivación de un gene de la subunidad grande de la AGPasa reduce el nivel de almidón y aumenta el contenido de amilopectina. La fosforilación de SBEI, SBEIIb y SP por la proteinaquinasas plastídicas conso​lida un complejo proteínico.La formación de complejos de las enzimas del metabolismo del almidón mediante la interacción proteína-proteína puede alterar directa​mente las propiedades cinéticas de los componentes individuales (Tetlow et al., 2004; Dauville ́e et al., 2001). 
Ajuste asociado con el efecto de las proteínas tipo 14-3-3

La regulación directa de la actividad enzimática o de series de reacciones por la formación de complejos proteínicos involucra, en algunos casos, la fosforilación de proteínas objetivo seguida por la formación de un complejo con proteínas 14-3-3. Se han identificado isoformas de estas proteínas en los cloroplastos de las hojas de arveja y en el almidón del polen de maíz inmaduro.La supresión de estas proteínas ligadas al gránulo en Arabidopsis ocasiona la acumulación de almidón foliar y se especula que un posible blanco para ellas es SSIII, debido a la fosforilación de un motivo de ligamiento conservado 14-3-3 putativo que ocasiona la inactivación de la enzima. Las isoformas, T14-3d y T14-3g, interactúan con la SPS en tabaco con afinidad y especificidad funcional diferente asociada a la varia​bilidad de su extremo C Terminal (Tetlow et al., 2004; Börnke, 2005).

ALMIDONES ESPECIALES PARA LA INDUSTRIA Y LA ALIMENTACIÓN

La industria de almidones genera mundialmente riqueza económica y social (valor estimado de US$20 mil millones).En el caso del maíz existe una amplia variabilidad de mutaciones que dan lugar a diferentes tipos de almidón (ceroso, dulce, opaco, tipo crispeta, etc) las cuales han sido ampliamente explotadas. En otros cultivos, entre ellos la yuca, no se han identifi​cado mutaciones naturales del almidón ( FAO/FIDA, 2000).
Almidones con alto contenido de amilosa

La producción de niveles elevados de amilosa (70-90%) por algunos genotipos de maíz y otros cereales se debe a una mutación en el gen que codifica para (SBE I y II) “amilosa extender”. Investigaciones en papa indican que los contenidos de amilosa superiores al 60%, se deben a la inhibición tanto en SBEI como en SBE II. En cebada un mutante sex6, deficiente en la actividad de la enzima SSIIa, ocasiona el aumento del contenido de amilosa. Este tipo de almidón especial es importante para la fabricación de golosinas debido al alto poder de gelificación. Se ha identificado otro tipo de almidones especiales, por ejemplo una nueva línea de papa dulce, debido a la mutación de almidón sintetasa y raíces de yuca con alto contenido de azúcar libre asociadas a la disrupción en las actividades de las enzimas ADPG pirofosforilasa y de ramificación (Castelo Branco et al., 2004; Jobling, 2004).
Almidón tipo ceroso

El almidón ceroso (waxy) de bajo contenido de amilosa es de bajo contenido de grasa y de alta digesti​bilidad, por lo cual es de importancia en la producción de alimentos. Este almidón se produce por transforma​ción y mutagénesis del gene (GBSS) especialmente en cereales. También es útil en la industria de películas y adhesivos por su baja retrogradación (Jobling, 2004). Las consecuencias fisiológicas y fisicoquímicas de esta mutación se han caracterizado en diversas espe​cies como en líneas deficientes de trigo con diferentes combinaciones de presencia y ausencia de las proteínas: Wx-A1, Wx-B1 y Wx-D1. Adicionalmente, en alelos nulos Wx de sets de líneas recombinantes de sustitución (cromosomas 7A, 4A y 7D) no se afectó el grado de ramificación de la amilopectina. De manera similar se observó que la ausencia de algunos de los tres genes estructurales de GBSS en trigo de pan ocasiona la reducción parcial o ausencia de amilosa en el almidón (Boggini et al., 2001; Miura, et al., 2002). 

METODOLOGÍAS PARA LA CARACTERIZACIÓN DEL ALMIDÓN Y SU METABOLISMO
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La importancia del almidón en la alimentación y la industria hace necesario el desarrollo de técnicas nuevas y baratas para la evaluación cualitativa y cuan​titativa de características determinantes de la utilidad potencial como la afinidad por el yodo (IA), la longitud promedio de la cadena, el grado de polimerización, el peso promedio y la distribución molecular, entre otras. El avance en el estudio del metabolismo y caracteri​zación del almidón requiere la integración de análisis genómicos, bioquímicos y físicos. Por ejemplo, los análisis basados en espectrometría/purificación por afinidad en tándem (TAP-MS) facilitan la identificación in vivo de los componentes de los complejos proteínicos de las enzimas implicadas en el metabolismo del almi​dón, así mismo las técnicas basadas en espectrometría de masas (MS) permiten la identificación de modifi​caciones post traduccionales de las enzimas como la fosforilación. Las diferentes técnicas de microscopía y difracción de rayos X, se utilizan para la caracteri​zación de la microestructura del gránulo de almidón y la distribución de las moléculas que lo componen. Por otro lado, el análisis de control de flujo metabólico, es una herramienta importante en el estudio de la regula​ción de la conversión de sacarosa a almidón (Tabla 3) (Blennow et al., 2002; Salomón et al., 2003; Bornke, 2005; Kolbe et al., 2005; Geigenberger et al., 2004; Korban, 2005; Demiate et al., 2001). En la (Tabla 4) se relacionan algunos trabajos desarrollados para la identificación y caracterización de las enzimas, las moléculas involucradas en la ruta biosintética del al​midón y su interacción en la dinámica de la formación del gránulo.
MUTAGÉNESIS E INGENIERÍA GENÉTICA EN EL MEJORAMIENTO DEL ALMIDÓN 

Mundialmente se han producido, en los últimos 70 años, más de 2250 variedades de diferentes espe​cies vegetales por medio de mutaciones inducidas con modificaciones en rasgos como la cantidad y calidad de aceites, proteínas y almidón (Ahloowalia et al., 2004; Micke, 1999). En yuca con el desarrollo de la variedad mutante “TekBankye”, se mejoraron las cualidades culinarias del clon original por el cambio de las pro​piedades del almidón (Maluszynski et al., 2000).

Además se han desarrollado plantas transgénicas y mutantes como: ae, amf, sug, wx, shr1, shr2 y flo con características alteradas de almidón en las especies cultivadas: cebada, maíz, pera, arroz, papa y trigo. En papa se ha incrementado en 30% el rendimiento de al​midón debido a la alteración de la actividad de la enzima AGPasa por la expresión de un heterólogo de E. coli y por el incremento de los niveles de un transportador plastídico ATP-ADP (Chen et al., 2005; Korban, 2005). Otras modificaciones notables en papa y arroz incluyen plantas transgénicas con SBEI antisentido y alteracio​nes simultáneas de la actividad de la SS. En el último caso se modificaron características como el contenido de almidón, la longitud de las cadenas de glucano, la morfología de los gránulos y las propiedades del almi​dón. Mediante la inhibición antisentido simultánea de los genes para 3 isoformas de sintetasa de almidón se obtuvo almidón con amilopectinas de cadena corta y baja amilasa (Satoh et al., 2005; Tetlow et al., 2004).

La transformación por Agrobacterium en arroz, generó lineas con alta expresión de SBE de E. coli con amilopectina de mayor ramificación y predominio de cadenas cortas en comparación con los genotipos salvajes (Kim et al., 2005). También en arroz se han en​contrado diferencias estructurales debido a la mutación de SSII en el tipo japónica. En el genotipo de cebada Hymalaya 292, derivado de un cambio individual en ssIIa, se encontró un mayor porcentaje de amilosa que en el genotipo original. En avena se han obtenido 17 lineas transgénicas con baja amilosa mediante la inhi​bición antisentido del gene gbssI. En trigo la alteración de la actividad de SBE produce baja amilosa, mayor proporción de gránulos del tipo A y la pérdida de uno o dos de sus genes gbssI. En el mutante EM557 que carece de la proteína BEI se afectó la estructura fina de la amilopectina. Adicionalmente, la reducción en la actividad de la proteína ISO1 del endospermo altera notablemente la amilopectina transformándola en par​cialmente insoluble en agua (Ahloowalia et al., 2001; Jobling,2004).

Más recientemente se asoció el mutante deficiente para la isoamilasa notch2 en cebada con un aparente in​cremento en fitoglicógeno al igual que en STA8 y STA7 de clamidomonas y su1 de maíz.Estos presentan cam​bios en la estructura del almidón y en la expresión de otras enzimas como la isoamilasa. En maíz la alteración de la actividad de la AGPasa condujo al incremento del 18% en el almidón (Dauville ́e et al., 2001). 

CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS FUTURAS DE INVESTIGACIÓN

El funcionamiento del metabolismo del almidón en la planta intacta aún no se ha develado totalmente, debido, en esencia, a su compleja interacción con las respuestas a las fluctuaciones ambientales, a la diver​sidad de mecanismos de regulación enzimática y la presencia putativa de asociaciones proteínicas entre las enzimas involucradas. Los principales avances en el entendimiento de los aspectos moleculares de la síntesis y degradación del almidón se han obtenido a partir del análisis del genoma completo de arroz y Arabidopsis que ofrece una visión global de los genes involucrados en el metabolismo del almidón y las principales dife​rencias entre los dos sistemas modelo en términos del número de isoformas, especificidad tisular y temporal (Ciereszko, 2005). Adicionalmente, se han observado efectos pleiotrópicos asociados con la modificación de un solo gen lo cual plantea la posibilidad de dis​rupciones putativas de varios complejos proteínicos o sus asociaciones y por consiguiente la existencia de muchas más interacciones entre enzimas de la ruta de la biosíntesis del almidón de las que se han identificado a la fecha. Una complejidad mayor del metabolismo del almidón se desprende de la variación en la importancia relativa de cada enzima en la formación del gránulo de acuerdo con el nivel de crecimiento de los anillos, cantidad y estructura de este polímero. Adicionalmente, las características de algunas enzimas se alteran con​tinuamente tanto en el funcionamiento individual en el gránulo como en el comportamiento dentro de los diferentes complejos multienzimáticos en respuesta a la genética, estado metabólico celular de la planta y la fluctuación de factores ambientales. El siguiente paso para el entendimiento del metabolismo in vivo del almidón es el enfoque multidisciplinario en el que se combinen el análisis bioquímico de los complejos enzimáticos putativos de las enzimas relacionadas con el metabolismo del almidón; la ingeniería metabólica y la bioinformática para identificar los dominios de interacción comunes entre especies y genotipos como por ejemplo, los motivos de ligamiento de las proteínas 14-3-3 (Bornke, 2005; Kolbe et al., 2005; Geigenberger et al., 2004; Ritte et al., 2004; Korban, 2005).
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