UNIVERSIDAD DE LAS PALMAS DE GRAN CANARIA

i Fisiologia ¥ Biotecnhologia Yegetal Marina

Universidad de Las Palmas de Gran Canaria

ACTIVIDAD TRANSGLUTAMINASA ASOCIADA AL FICOBILISOMA
GARCIA-JIMENEZ PILAR, ROBAINA R. RAFAEL

DEPARTAMENTO DE BIOLOGIA. FACULTAD DE CIENCIAS DEL MAR.
CAMPUS UNIVERSITARIO DE TAFIRA S/N. 35017 LAS PALMAS DE GRAN CANARIA.
pgarcia@pas.ulpgc.es

INTRODUCCION

La unién covalente de las poliaminas (PAs) y macromoléculas (e.g.
proteinas) esta catalizada por las transglutaminasas (TGasas, R-
glutamil peptido:amino y-glutamil transferasa, EC.2.3.2.13). Estas
uniones reversibles indican un posible mecanismo de regulaciéon de
los procesos basicos de crecimiento y desarrollo.

Las algas rojas poseen una antena captadora de luz con una
estructura muy particular, denominada FICOBILISOMA (FBS), la cual
esta constituida por complejos de proteinas y proteinas-pigmentos
(ficobiliproteinas, FBP) capaz de aclimatarse a los cambios
ambientales de luz. El tipo de union entre estas moléculas no ha sido
establecida.

En este contexto planteamos la hipétesis que las transglutaminasas
podrian estar implicadas en la organizacion del ficobilisoma,
considerando su composicion y ductilidad a las condiciones
ambientales.

MATERIAL Y METODOS

El aislamiento de los ficobilisomas se realiz6 segun los
procedimientos descritos en Gray & Gantt (1975) y Wyman (1992)
mediante un gradiente discontinuo de sacarosa donde el sedimento en
la fraccion de 1.5 M estaba constituido por FBS y las FBP libres en la
correspondiente a 0.5 M. Estas estructuras fueron aisladas con
diferentes grados de ensamblaje, atendiendo a las condiciones de
cultivo:

|. Ficobilisomas desensamblados a partir de talos cultivados en luz
saturante.

11. Ficobilisomas ensamblados a partir de talos cultivados en oscuridad
durante 17-24 h.

111. Ficobilisomas en via de ensamblaje a partir de talos cultivados en
luz saturante 7 h, seguidas de 17 h de oscuridad.

La formaciéon de complejos de proteina-poliamina se reveld,
incubando /n vivo talos de Grateloupia imbricata, en presencia de la
poliamina espermidina (Spd) radioactiva (0.5 uCi; 1.85 MBq ml%; 4.14
GBg mmol?) durante 7 h y con el aislamiento posterior de sus FBS.
Los componentes de estos FBS fueron separados mediante
electroforesis de gel de acrilamida en condiciones desnaturalizantes.
Posteriormente, este gel se revel6 mediante autorradiografia (BioMax
MR film) tras 30 d de exposicién a -20°C.

In vitro, el re-ensamblaje de FBS en presencia de la Spd fria (10-6M)
y/o FBP (1FBS: 3FBP, v/v) se valor6 con espectros de absorcion.

La constatacién de la presencia de y-glutamil-poliaminas se
realizé extrayendo las proteinas del gel. Para ello las proteinas, una
vez teflidas con nitrato de plata y alineado el gel con la pelicula
autorradiografiada como referencia de la localizacion de las moléculas
radioactivas, fueron extraidas mediante digestion proteolitica.
Finalmente, los y-glutamil —poliaminas resultantes se sometieron a
hidrélisis acida para liberar las poliaminas. La determinacién y
cuantificacion de poliaminas se realizé segiin Sacramento et al. 2004.
Las proteinas enlazadas a croméforos fueron reveladas
especificamente con acetato de Zn.
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RESULTADOS Y DISCUSION

POLIAMINAS UNIDAS A ELEMENTOS DEL FBS. El resultado obtenido
mediante autorradiografia revela que la [**C] Spd esta asociada a aquellos
péptidos de bajo peso molecular (Fig 1).

Fig 1. Autorradiografia de péptidos unidos a
[**C] Spd. Ambos pocillos se corresponden
con condiciones de oscuridad. Dcha. FBS
ensamblados; lzqda. FBS en vias de
ensamblaje.

La determinacién de y-glutamil-PAs, como PAs libres, revela que las PAs
estaban unidas a los péptidos de bajo peso molecular (ca. 14-21 kDa). La
presencia de las PAs libres, en el hidrolizado de las proteinas en gel, fue
independiente de la presencia de Spd. La misma letra denota diferencias no
significativas.

FRACCION y PBS ENSAMBLADOS ~ PBS ENSAMBLADOS EN
GLUTAMIL-PAs SIN Spd PRESENCIA DE Spd
(106 M)
HIDROLIZADA- HCI 40 +3.9 72 + 4.1
SIN HIDROLISIS 8 +0.08: 10.3 + 0.4
(Control)

INTERFERENCIA DE LAS PAs DURANTE EL ENSAMBLAJE DEL FBS.
La separacion de polipéptidos del FBS, en las distintas condiciones de
cultivo, mostré un bandeado proteico caracteristico para aquellos FBS en
vias de ensamblaje en presencia de la Spd, indicando que la Spd modificd
el contenido de los péptidos del FBS (Fig 2).

Fig 2. Pocillo 1 revela la presencia de
complejos de proteina —pigmento (recuadro).
Pocillo 2, bandeado peptidico de un FBS
aislado en condiciones de oscuridad. Pocillo 3
bandeado correspondiente a un FBS en
presencia de Spd (10°5M).

In vitro, el espectro de absorcion de los FBS ensamblados en presencia de
FBP + Spd revela que la poliamina interfiere con la aparente re-asociacion
del FBS, disminuyendo los niveles de ficoeritrina. Por el contrario, la
presencia de Unicamente FBP permiti6 la ampliacion del rango de
absorcion (Fia 3).
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Fig 3. Espectros de absorcion relativos
w (A, %) de los FBS: ensamblados en
we oscuridad (linea fina); ensamblados en
we presencia de Spd + FBP (linea a trazos);
ensamblaje en presencia de FBP (linea
gruesa).




