
UNIUHSIDAD NACIONAL A~TONOMA DE MEXIGO 

FACULTAD DE QUIMICA 

PURIFICACION Y CARACTERIZACION DE LA 

DESHIDROGENASA GLUTAMICA DEL MAIZ 

T E s 1 s 
QUE PARA OBTENER EL TITULO DE 

QUIM ICO FARMACEUTICO BIOLOGO 

PRESENTA: 

MA. PATRICIA TERESA RESENDIZ RESENDIZ 

. México, D. F. 1984 



 

UNAM – Dirección General de Bibliotecas 

Tesis Digitales 

Restricciones de uso 
  

DERECHOS RESERVADOS © 

PROHIBIDA SU REPRODUCCIÓN TOTAL O PARCIAL 
  

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal 
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México). 

El uso de imágenes, fragmentos de videos, y demás material que sea 
objeto de protección de los derechos de autor, será exclusivamente para 
fines educativos e informativos y deberá citar la fuente donde la obtuvo 
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro, 
reproducción, edición o modificación, será perseguido y sancionado por el 
respectivo titular de los Derechos de Autor. 

 

  

 



IllDICE 

PAGS, 

ABREVIA TURAS ....................... l 

RE SUMEN 2 

I IMTRODUCCION ....................... J 

II ANTECEDENTES 7 

III MATERIALES Y METODOS 1.7 

IV RESULTADOS Y DISCUSION 26 

V CONCLUSIONES ........................ 38 

BIBLlOCRAFIA • • • • • • • • • • • • •• • • •• • • •• • 39 



l 

ABREVIATURAS 

Plantas c3 sor. las que fijan el co2 en forma primaria por medio 
de la enzima ribulosa 1,5 bifosfato carboxllasa, 

Plantas c4 son las que fijan el co2 en forma primaria por medio 
de la enzima piruvato carboxilasa, 

GDH 

GS 

GOGAT 

AS 

~KG 

Glu 

Gln 

Asp 

Asn 

11\k-a-ac 

TA 

ASB 

NADH 

NAO+ 

NADPH 

NADP+ 

Deshidrogenasa glutámica. 

Glutamino sintetasa 

Glutamato sintasa. 

Asparagino sintetasa. 

~ce t ogl ut ara to. 

Acido glutámico. 

Glutamina. 

Acldo aspártico. 

Asparagina. 

11cetoacidos, 

~cetoaminoacidos. 

Transaminasas, 

Albúmina sérica bovina. 

Nicotlnamida adenln dinucleótido reducido. 

Nicot!namida adenln dinucleÓtido oxidado, 

Nicot!namida adenín dinucleótido fosfato reducido, 

Nicotlnamida adenín dinucleÓtido fosfato oxidado. 
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RESUMEN 

la deshidrogenasa glutámica de hojas de maíz esta compuesta por 7 
lsoenzlmas, con un peso molecular promedio de 260,000 daltones ca

da una; la fracción 0-1A2C se purificó 341 veces; a esta fracción 
se le realizaron estudios de caracterización encontrandose: para 

la actividad aminativa dos puntos de quiebre uno a los 25 y otro 

a los 47°C con energías de activación de 26.l y 7. 2 kilocalor!as/ 

mol respectivamente, mientras que la actividad desaminativa mos
tró sólo uno a los 48°C con una energía de activación de 10.7 ki· 

localorías/mol; un pH Óptimo de 8.2 para la actividad aminativa y 

d º O l d i i l C 2 + 1 M l . ' ' e "• para a esam nat va; e a m es e que mas activo am-
bas actividades, luego le sigue el Mg 2+ l mM; el Nt 2+ y el Zn 2+ a 

una concentración 1 y 10 mM inhibieron la actividad aminativa y ac

tivaron la desaminativa; el Co 2+ 1 mM inhibió la actividad aminati
va un 13%, esta inhibición fue menor que la obtenida con Ni 2+ y zn 2+, 

mientras que la actividad desaminativa fue inhibida completamente 
d ., i Z+ i z 2+ i lo cual no suce io con l·I n con n ya que con estos esta act -

vidad se activó; en cua~to a agentes quelantes, el EOTA a una con
centración 4 mM y con 5 y 10 minutos de incubación inhibió la 'acti

vidad amlnativa un 76.15%, a una concentración 1 mM y 5 minutos de 

incubación inhibió la actividad aminativa un 52.45%, y con 10 minu

tos de incubación la inhibió un 60.26%, el EOTA 1 y 4 mM y con 5 y 
10 minutos de incubación no tuvo efecto sobre la actividad desami

nativa; la actividad aminativa inhibida por el EDTA se recuperó 

párcialmente por la aÚción de Ca 2+ l mM; con respecto a su antl

genicidad de la COH de ra!z de ma!z se observó que poseen deter

minantes antigenicos diferentes. 
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l INTR úOUCC l ON 

El nitrógeno es generalmente utilizado por las plantas superio

res en forma de nitratos, aunque algunas veces lo toman como sa

les de amonio que pueden provenir de los fertilizantes sintéticos. 

El nitrato es la forma más favorable para ser asimilada por las 

plantas, sin embargo los nitratos no pueden ser directamente in

corporados a las moléculas orgánicas de las plantas, sino que de

ben ser convertidos primeramente en amonio, mediante las enzimas: 

nitrato reductasa (tfR) y ni tri to reductasa (NlR) según la siguien

te secuencia de reacciones: 

NiR • NH + 
lf 

El amonio puede ser lncorpardo a las moléculas orgánicas por dos 

o tres vías diferen~es: 

1) Vía de la deshidr1igenasa glutámica (GDH). 

2) Vía de la glutamino sintetasa/glutamato sintasa (GS/GOGAT), 

3) Vía de la asparaglno sintctasa (AS). 

En el siguiente esq11ema se muestra la incorporación del amonio 

a las moléculas org~nicas de las plantas: 



ClX"·k-ac. 
GDH A 

-·---~KG ~-a-ac. 

AspXAsp~~-k-ac. 
AS TA 

~--_.,.Asn Aoa 4-a-ac. 
Gl n 

Estas enzimas por consiguiente deben estar funcionando de una 

manera coordinada para proveer el nitrógeno orgánico necesario 

para el crecimiento y desarrollo de las plantas (1 ). 
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La GDH·juega un papel aignificativo en el metabolismo nitrogena

do ya que cataliza la conversi6n del ~-cetoglutarato en ácido glu
támico y por lo tanto convierte al amonio en nitrógeno orgánico, 

además de que es la Única enzima que conecta directamente el me
tabolismo del nitrógeno con el metabolismo de los carbohidratos. 

Se han encontrado tres formas de GDH con diferente especificidad 

por el cofactor: la (L-glutamato: N:\O+ oxidorreductasa (desaminan
te), E. C, 1.4.1.2.); la (L-glutamato: NAD(P)+ oxidorreductasa (des

aminante), E. C, 1.4,1.3.); y la (l-glutamato: NAOP+ oxidorre

ductasa (desaminante), E. C. 1.4.1.4,), 
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Sin embargo varias enzimas, incluyendo la de ra!z de chícharo (2), 

que usa solamente NAO+ en la dirección dcsamlnativa si pre~entan 
actividad con NADPH en la dirección aminativa siendo alrededor 
del 10' de la velocidad obtenida con NAOH. 

La GOH E. C. 1.4.l.2. se ha purificado a homogeneidad a partir de 

raíces de chícharo por Pahlich }' .:.Joy en 1971 ( 2), de plántulas de 
cowpca por Fawole en 1977 0) y de nódulos de lupino (4). 

La GDH E. C, l,4,l.3. está presente en los cloroplastos de hojas 

de haba (5), en tanto que la GDH E. C. 1.4.l.4. se ha encontrado 

en los cloroplastos de la alga marina (~~~~.~!:E~ ~!~E!~~!~~~~~~) 

(6) y en los protoplastos obtenido~ de cultivo& de tabaco (7). 

Se ha demostrado que 1 os nucl eÓtidos Mi\D+ y llADP+ se unen en un 

punto específico del sitio activo de la enzima (8), de tal manera 

que la presencia de estas tres activiLJdes sugiere o tres isoen-

zimas o tres confÓrmeros con diferente actividad por el ·cofactor. 

Entre las características que se han investigado de la GDH de 

plántulas está la de que es una metaloenzima {2,9,10,11,12); que 

tiene grupos sulfhidrilos indispensables paril su actividad (lO, 

12,13,14,15}; es activada por iones. divalentes (9,10,12,161¡ ade
más hay quien sugiere que el Ca 2+ puede ser un modulador de la 

actividad de la GDH-HADH de la mitocondria externa !~-~!~!:?. y se 
ha sugerido que la calmodullna está involucrada en este proceso 
(17). Joy (16) encontró que el Zn 2• juega un papel importante en 

la regulación de la actividad de la GOH, ya que a bajas concentra
ciones (0.30 mM) causaba un aumento en la actividad dependiente 

de NADH y a altas concentraciones la inhibfa, Pn cambio Pahllch 
(18) observó que era fuertemente inhibida por zn 2•. 

La CDH tiene un peso molecular de 208,000 ! 10,000 (2), 250,000 

(10), 270,000 (12), de 300,000 a 350,000 (ZO) y de 230,000 (19); 

tiene un pH Óptimo para la reacci&n amlnatlva y desamlnativa de 
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a.o y 9.~ (ZZ) y de 7.5 a a.4 y de 9.0 a 10,0 (Z3) respectiva·rn~n

te. Nagel y Hartman (24) encontraron un pH Óptimo de a.o para la 

reacción aminativa y paru la desaminativa este pH depende de la 

concentración de glutamato y va de 8.5 a 9,5, cuando la concentra
ción de glutamato va de O.OZ a o.zz M. El patrón de isoenzimas no 

sólo difiere de acuerdo al organelo investigado (l8,Z5,Z6), sino 

que también es influenciado por la temperatura (a) y los parame

tros de desarrollo (10, 27). 

En mafz se ha estudiado a la GDH de hojas (14) y de rafz (28), sin 

embargo, la GDH no fue purificada exhaustivamente, de tal manera 

que para poder determinar sus caracter!sticas y regulación !D-~!
~~2 se requiere de una purificación hasta homogeneidad con el fin 
de poder comparar suJ caracter!sticas con las de raíz, previamen
te purificada en nuestro laboratorio por Loyola V,, v·. M. (12). 

Por ello el objetivo de este trabajo e5 purificar a la GDH de ho

jas de ma!z y determinar sus caracter!sticas fis1co-qufmicas y de 

regulación !D-~!!r9• 
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Il ANTECEDEtlTES 

La GDH se ha investigado en varias plantas de irtcr~s nutrlclcnJl 

para el hombre y los animales, para una mejor C'omprensión de los 

datos con que contamos ahora, se agruparon en base al tipo de fi

jación de co2 que efectúan. 

PLANTAS c
3 

MOllOCOTILEDOl'JEAS Y DICOTILEDOllEAS 

Entre las plantas c3 monocotiledóneas lnvestigadas se encuentran: 

arroz <P!:~~~ ~~!!!~L.) (29,JO!, trigo <!r!E!!:~!!.1 ~~:!!!!!!!!!L.) (Jl, 
32) y cebada (~9!:~~~'!1 · ~~!2~!:~ L.) (33, 34), En arroz, la GDH se ha 
encoritrado tanto en citoplasma como en la mitocondria, la CD~ del 

citoplasma sólo es activa con NAO•; cuando las pl.Íntulas crecen en 

presencia de amonio aumenta la actividad de la GDH y esto es debi

do a la síntesis ~~-~2!~ de una nueva GDH que ademSs de poder fun
cionar con llAO\ también lo hace con tlADP+ (29): sin er.ibargo, más 

tarde Bielawski y ílafalski (30) encontraron que ·esta nueva enzima 

que se sfntetizaba cuando se riegan las plántulas con amonio es la 

·misma que exist{a antes, 

En trigo, Oalling ~!-~!· (31) encontraron que la GDH de ralz est¡ 
'localizada en la mitocondria y funciona tanto con HAO+ como con 

NADP+, mientras que Kretovich ~!-~!· (32) determinaron que hay iso
enzlmas.que funcionan exclusivarncnte con llAD+ e isocnzimas que fun

cionan tanto con NAO+ como con NADP+ y al igual que en otras espe

cies el ampnio incrementa el nivel de GDH tanto en raíz como en ho

ja. En cebada, Suzukl y Oaki encontraron, al igual que en arroz, 

qu~ la GDH es una enzima mitocondrial (33), más sin embargo a di

ferencia de la de arroz muestra actividad tanto con NAO• como con 
NAOP+ (34), 
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Entre la amplia variedad de plantas c 3 dicotiledóneas en las que 

se ha investigado a la GDH se encuentran: ch!charo (~!~~~ ~~E!~~~ 

L.) (2,9,l6,18,l9,21,27,J6,J7), soya lq!~=!ri!: ~~~ Merrill) (20, 

22,37), espinaca (~p!~~=~2 ~!~~~=~2 L.) (1J,J8), lechuga (~~=E~=2 

~~!!~~L.) (39), calabaza <~:i~~~~!E~ ~!?~=~~~~ Poir) (10), haba 

(~!=!2 f~~2 cv. mlnor) (5,40), frijol (~~~~~!?!~~ ~':!22~!~ L.) 

(5,JJ,J9), alfalfa (~~~~=~9? ~~~!~!! L.) (24,26) y remolacha (~!;

ta !':!2~~~~) (23), 

De todas estas plantas chlcharo es la más estudiad¡¡, en 1956 Da

vies (35) localizó en la fracción mitocondrial a la GDH de hipo

cotilos de chícharo: Thurman en 1965 (27) observó que las diferen

tes partes de las plántulas de ch!charo parecían tener diferentes 

isoenzimas de GDH, las cuales pod!an cambiar con el tiempo, Yama

saki y Suzuki (21) purificaron 10 veces la GDH extraída de plán

tulas de ch1charo de 3 días y encontraron que el pH Óptimo par~ la 

reacción aminativa era de 7,5 mientras que para la desaminativa 

era de 10.0, ~dcm¡s abservaron que era una metaloenzima ya que 

se inhib1a con EDTA y la actividad se recuperaba con la adición 

de iones divalentes. La GDH de raíz de chícharo fue la primera 

en ser purlficed.:i a foomogeneidad por Pahlich y Joy en 1971 (2), 

se purificó 1250 vecr,s y se le determinó un peso mo.lecular de 

208,000; la enzima mc.stró tanto actividad aminativa (NADH yNADPH) 

como desaminatlva (ll·'1D+) y el pH Óptimo para ambas actividades 

fue alrededor de 8,0. El EDTA (l mM) inhib!o la actividad depen

diente de UADH en un 70%, la llAD+ en un 20% y la tlADPH no fue 
, , 2 + 

afectada, Joy en 1973 06) encontro que la adicion de Zn O,JO 

mM causaba un aumento en la actividad dependiente de NAD~.tanto 

de la fracción solub,e como de la mitocondrial, por lo que conclu

·yó q~e el zn 2 + jugabJ un papel importante en la regulación de la 

actividad de la CDH: por otro lado tambl¡n la activan ca 2 + y Mn 2 +, 

en tanto que l·fg;>+ ca$í no la alteraba. Hartman en 1973 (25) de

terminó dos factores electroforéticos para la GOH, uno se encon

traba en los cotiler.ones y otro en las rafees. Pahlich en 1975 

(18) observó qLle la GDH extraída de pl¡ntulas de chícharo era 
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fuertemente inhibida por Zn2•, hecho contrario a lo encontrado 

por .Joy (16), Garland y Dennis en 1977 (9) purificaron la GDH 

mitocondrial de tallo de plántulas de chícharo 487 veces; la en
zlma es activa por adición de iones divalentes, obteniendose un 

, · 2+ 2+ 2+ maximo con Ca 1.0 mM, Zn · 0.2 mM y Mn 1,5 mM, mientras que 

el EDTA 0,025 mM inhibía la reacción aminativa un 57~; por estu

dios cineticos con esta enzima se propuso un mecanismo semi al 

azar en el que NADH entra primero al sitio activo de 1 a enzima 

y luego al azar .\l<G y amonio siendo la salida ordenada par.:i el 
ácido glutámico y el HAO+, 

Pahlich ~!-~!· en 1980 (36) obtuvieron anticuerpos rnonoespecÍfl
cos contra la principal banda de actividad de la GDH de plántulas 

de chícharo, para compararla inmunolÓgicamente con las otras ban

das, y observaron que todas contenían los mismos determinantes 

ant!genicos, y mientras· que con la GDH de maíz y arroz ta~bién 

están relacionad~s serolÓgicamente, l• GDH de higado de res no 

mostró relación serolÓgica y tampoco la GDH-HADP+ de ~!~~!~! ~!!
!!~ (una levadura). 

Nauen y Hartman en 1980 (19) encontraron que las isoenzimas de la 

CDH de plántulas de chícharo están localizadas exclusivamente en 

la matriz mitocondrial, La GDH de plántulas de chícharo purifica

da a homogen~idad tiene un peso molecular de 230,000 y esta com

puesta de 4 subunidades idénticas con un peso molecular de 55,500 

arregladas en una estructura tetraédrica. 

En soya al igual que en chícharo también se ha estudiado a la GDH 

en diferentes tejidos. En 1969 Yue (37) determinó que la GDH de 

soya de origen mitocondrial tiene dos isocnzimas, mientras que 

King y \Vu en 1971 (22) aislaron la GDH mitocondrial dependiente 
de NAO+ de cotiledones de plántulas de soya y la purificaron 250 

veces y obtuvieron un pH Óptimo de 8,0 para la reacción aminati

va y de 9,3 para la reacción desamlnativa. También determinaron 

una inhibición por EDTA de las actividades aminativa y de&amina-
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tiva, si bien esta última actividad en un menor porcentaje. Por 

otro lado determinaron que la mayor parte de la actividad de. la 

GOH está localizada en la mltocondria ya que el 70' de la GOH se 

encuentra en la fracción particulada; posteriormente Hckenzie y 

Lees en 1981 (20) aislaron 3 formas de GOH de soya: la {I) se en

contró solamente en semillas y es activa con ambos nucleÓtidos y 

es la Gnica que moitró considerable actividad con NAOP+, la (II) 
se localizó en los cloroplastos y mostró menor actividad con NAOP+ 

respecto a NAO+ pero uso preferencialmente NADPH en la dirección 

aminativa, la (III! se determinó en las mitocondrias y fue especí

fica para NAO+, estas tres formas no mostraron diferencias en cuan

to a su pH Óptimo que fue de 8.3 para la reacción aminativa (NAOH) 
y de 8.9 para la reacción desaminativa (NAO+), tuvieron un peso 

molecular de 300,000 a 350,000, espec{ficidad de sustrato con 

respecto al ~KG Ó. al L-glutamato, dist.!.ngiéndose estas tres for-·--... -.-··-~ .. . 
mas de enzima en base a su espec{ficidad hacia el nucleótido uti-

lizado. 

En cuanto a la GOH de espinaca existen pocos estudios, Hageman 

en 1974 (38) encontró cuela GDH mitocondrial es dependiente de 
NADH, mientras que la de la fracción de los cloroplastos es depen

diente de tlADPH; en 1~78 el mismo autor (13) observó que la ac
tividad de la GDH en h¿jas rie espinaca era estimulada por la adi

ción de mercaptoetanol .0.14 M y permanecía constante hasta una 

concentración 0.56 M después de la cual decrec!a. 

En 1972 Lea y Thurman (39) compararon la GOH mitocondrial con la 

cloroplástica de hojas de lechuga y encontraron que la fracc!Ó~ 
' . ' 

mitocondrial se solubil izaba por ruptura osmotica o por trata-

miento de congelación y de descongelación, en cambio la cloroplás
tica sólo se solubilizaba cuando se trataba con Tritón-X-100. 

En calabaza también ha habido pocos estudios, Chou y Sp!ittstoesser 

en (972 (10) aislaron la CDH tanto de la fracción soluble.como de 

la mitocondrial de cotiledones de calabaza y ~ncontraron una mayor 
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actividad en la fracción soluble, ambas énzimas usaron NAD(H) y 

NADP(H) pero el usq de llAD(H) fue el predominante¡ el pH Óptimo 

para la reacción aminativa fue tle B.O. Altas concentraciones de 

amonio y de •KG inhibieron a la enzima, también fue inhibirla por 

EDTA 1.0 mM (96%), O.l mM (94%), 0.01 mi! la inhibió un 90% y o.no1 

mM un 14%, recuperandose la actividacf por la adición de Ca 2+, f.ln 2+ 

ó Cu 2•. Y mientras que la GDH soluble era activada por iones met¡

licos la mitoconddal no lo era. La enzimJ fue también inhibida 

por p-hidroximercuribenzo~to y recuperó su actividad por la adi

ción de glutatión, deduciéndose con ésto que es una enzima c;ue 

posee grupos sulfhidrilos que son indispensables para su activi 

dad¡ se le determinó un peso molecular de 250,000. Durante la ger

minación las isoenzimas solubles aumentan del a 7 mientras que 

en la fracción mitocondrial sólo se ha encontrado una isoenzima 

la cual permanece todo el tiempo y ésta fue idéntica J una de las 

isoenzimas solubles. 

~n cuanto a la haba, esta tiene una serie de estudios muy inte

resantes, Thurman (27) purificó parcialmente a la CDH de plántu

las y determinó por electrÓforesis en gel de poliacrilamida que 

habÍa 7 bandas, de las cuales 5 eran intensas y 2 débiles. En 

1968 Leech y Kirk (5) fueron incapaces de detectar actividad sig

nificativa cte GDH en cloroplas.tos de hojas de haba, sin embargo 

separaron una GDH de origen mitocondrial que utilizaba""NAD+ como 

cofac~or. En 1977 Fawole (40) examinó los cotiledones de 7 varie

dades de Vicia faba, purificó 49 veces la GDH-NAD+ v 6 veces la ----- ....... . 
CDH··NADP+ y determinó un pH Óptimo, para la reacción con NAO+ de 

9, 2 y para 1 a reacción con llADH de 7. S en tanto que 1 a reacción 

HADPH fue de 6,0; la actividad se encontró tanto en la fracción 

particulada como en la soluble en una proporción 50:1. las isoen

zimas de la GDH dependiente de NAO+ se examinaron por clect~Óforc
si~ en gel de pollacriamida dando 7 isoenzimas siendo constante 

este número durante la gcrmil'ación y sólo hubo una variación en 

la intensidad de las bandas, 
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En frijol, Suzuki (B) encontró que la GOH es una enzima exclusi-

vamente mitocondrial, en tanto que leech y Kirk (5) observaron 
que hab!a una CDH dependiente de NADP+ localizada exclusivamente 

en el sistema laminar de los cloroplastos. Por otro lado Lea y 

Thurman determinaron dos CDHs en los hlpocotilos de frijol, una 

en la fracción del sobrenadante y otra mitocondrial y por técni
cas electrofor~ticas determinaron 7 isoenzimas de la CDH depen-
dientes de HAO+ (39), 

En cuanto a la alfalfa, en 1973 Nagel y Hartmann (24) encontra-· 

ron dos patrones de CDH uno está presente en los cotiledones de 

la semilla (CDH-I) y el otro en la raíz (GDH-II); sin embargo los 
brotes tienen una mezcla de ambas isoenzimas, Un patrón similar 

de isoenzimas de la GDH se encontró en chícharo (18,25), La exis

tencia de tejidos espec!ficos par~ las diferentes formas de la 

enzima puede estar relacionada con la diferencia;!Ón celular, com
partamentalizac!Ón subcelular o funciones fisiológicas, debido a 

la gran diferencia en el metabolismo nitrogenado entre la ra!z y 

los tejidos de almacenamiento durante la movilización del nitró

geno de reserva, Esto sugiere que la CDH-II puede estar involucra

da en procesos anabólicos mientras que la CDH-I puede estarlo en 
procesos catabólicos~ .En 1980 los mismos autores (24) purificaron 

1520 veces la CDH de semillas (GDH-I) y 92 veces la CDH de ra!z 

(CDH-II), encontrando un patrón de 7 isoenzimas para la GDH-I y 

de 4 isoenzimas para Ja COH-II, este patrón permaneció constante 

durante todo el proceso de purificación, una isoenzima era común 

en ambos patrones, el pH Óptimo para la reacción con NAOH fue de 

8,0 a 8,5 en tanto quo para la reacción con NAO+ fue de 8.5 a 9.5 

y varió dependiendo d·> la concentración de glutamato en el rango 
·de 0,02 a 0,22 H este comportamiento fue común en ambas isoenzi· 

mas; la CDH-I mostró tres veces m¡s actividad con Ca 2+ y fue par· 

cialmente inactivada con EDTA y no pudo ser reactivada por la a· 

dición de ca 2+. 

tlesselhut en 1980 (2J) investigó la CDH de remolacha y determinó 

que era actlvt.da por llAD(H) y por llADP.(f-1), :con un peso molecular· 
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de 260,000 y un pH Óptimo para la reacción aminativa de 7.5 a 8,4 

y el de la desaminaqva de 9,0 a 10,0, 

PLANTAS c
4 

MONOCOTILEDONEAS Y OICOTILEDOllEAS 

Dentro de las plantas C4 dicotiledóneas, la gomfrena CS~~!!~~~ 

2!~~~~~ L.) es la Única en la que i:.e ha determinado a la GDH, Me
llar y Treguna (41) determinaron que :;e encuentra en las mitocon

drias de las células del mesÓfilo y en las de la vaina vascular 
y que pod!a util i:;:ar tanto NAO+ como llADP+, 

Entre las plantas c4 monocotiledóneas que se han investigado es

tá el maíz (Zea mays L.) (11,12,14,28,37,41-46) y ~2~~~ ~~~~!~~~~ 

(1,15). 

Bulen en 1956 (14) purificó y caracterizó a la GDH de hojas de ma
{:;: de 35 a 50 dfas de edad; si bien 3~ purificación fue parcial 

(56 veces) encontró que el pH Óptimo de la reacción amir.ativa era 
de 8,1¡ que la enzima era específica para NAO+ y que sufría una 

inhibici4n del 35% cuando se le adicionaba p-cloromercuribenzoato 
0,002~ M y se reactivaba completamente por la adición de glutatlÓn 

a una concentración final de 0.01 M, e~tos cesultados lndLcan que 
la GOH es una enzima que posee grupos :;ulfhidrilos esenciales pa· 

ra su activida·d, 

Posteriormente en 1964 Yakovleva y Kretovich (28) purificaron 16 
veces la GOH de raíz de máíz y éncontaron dos formds de la ~nzi~ · 
ma que podian ser isoenzimas, una que se encuentra en las estruc

turas precipitadas a 6,500 g mientras que la otra e~tá presente 

en el líquido sobrenadante después de centrifugar a 30,000 g, las 
dos isocnzimas poseen propiedades fisicoqufmicas diferentes ya 

que mientras que la for~a soluble pasa completamente a través de 

la columna de fosfato de calcio, la forma parLiculada si se retie
ne en la columna: los mismos autores en 1966 (42) purHicdron 86 

veces a la GDH de plántulas de mafz de 10 días, separaron la frac• 
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ción soluble de la mitocondria por la propiedad de éstas frente 

a la columna de fosfato de calcio, posteriormente aplicaron por 
separado estas fracciones a una columna de DEAE celulosa y elu
yeron la enzima aumentando la fuerza lÓnica, obtuvieron 5 picos 
con actividad, sin embargo no consideraron que estas S fueran iso
enzima:i, sino :;Ólo conside1·aron Z isoenzimas, o sea las que se ob
tuvieron en el fracclonar.iento con la columna de fosfato de calcio, 

la enzima era activa con ttADH y co~ NAOH en una relación 8:1. 

Hás tarde Ritenour (43) estudió la localizatión de la GOH en ho
jas de malz. usando técnicas de aislamiento acuoso y no acuoso, 

y encontró que el 70~ está localizado en la mitocondria, el 23% · 
en el citoplasma y el 17~ en los cloroplastos. Mellor y Tregunna 

(14) aislaron La GDH de hojas de ma{z de 3 semanas y encontraron 
que es una enzima puramente mitocondrial y que es activa. tanto 
con NADH como con llAOPH; f'olikarpochkina en 1975 (11) reportó 
que la GDH de hojas de mafz de 3 d{as de crecimiento es sensible 

a los compuestos quelantes: el EDTA 1 mH.lncubado por diez minu
tos con la enzima inhibió un 40% de la actividad, 4 mH de EDTA 

inhibió el ~2% y zincói a una concentración de 0.34 mM la inhibió 
el 88% y la pérdida de la actividad dependió tanto de la tempera

tura como del tiempo d~ incubación, lo que sugiere que es una me
taloenzima. 

En 1969 Yue (37) usando t¡cnicas electrofor&ticas investigó las 
isoenzimas de la GDH tanto de hojas como de embriones de ma{z y 

encontró 7 bandas para ambas y detectó cambios en el patrón de 
isoenzimas en la presencia de amonio para la ra!z o de la oscuridad 
para las hojas. En 1979 llicklisch (44) también encontró 7 bandas 
ije la GDH de ra!z de ma{z, con un mismo peso molecular de 250,000 

dal tones pero con di fr:rent;:; carga. En 1982 Quetz (45) midió la ac
tividad de la GDH d~ ra!z de malz tantó con NADP+ como con NAO+ y 

comparó estas rcsult~dos con la GDH de plántulas, encontrando que 
la ~OH-HAOPH es de 5 ~ 7 ~eces más activa en ra{z que en plántulas 

y que la CDH-HADH es de 4 a 5 veces mayor en ra!z q~e en plántu-
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las, además observó que la actividad de la GDH-NADH decreció en 
pre:;encia de ni trato y luego subió al mismo nivel, en cambio en 
prencia de amonio aumenta. 

Los datos más recientes que se tienen de la GDH de raíz de ma1z 
son los de Loyola \.,V.M. (12) quien la purificó 144 veces y 
realizó estudios de caracterización, encontrando que la CDH. era 
activa con tlADH, llADPH y NAO+ (con NADP+ también era activa sólo 

que esta actividad se perdió en el primer paso de purificación), 
la relación de actidc!ad 11:\DH/tlADPH fue de 5.3 mientras que la 
relación llAD+ /llADP+ fue de 2. 74. El EDT A inhibió en diferente 

manera la activic!ad aminativa y la desaminativa a concentraciones 
menores de 140 ¡iM y esta concentración inhibió el 100'¡¡ ambas ac
tividades. La recuper~ciÓn de la actividad por iones divalentes 
después de incubación con EDTA fue bastante específica para Ca 2+, 

2+ 2+ , . ,• Zn y Co • La GDH tambien fue inhibida por p-h idroximercuriben-
zoato y la inhibición fue revertida por glutatión sugiriendo que 
uno o más grupos .:.ul fhldrilos son esenciales para su actividad. 
Separó 6 diferentes fracciones de GDH 8 lo largo del proceso de 

-... purificaciór, las cuales muestran actividad con los tres cofacto-
~.........._ . 

... ,7ifsi· por técnicas de .' il tr ación en gel obtuvó un peso molecular 

de la CDH de aproxin~damente 270,000 daltones. Realizó curvas de 
Arrhenius y ob:;ervó que la actividad aminativa muestra diferen

cias fundamentales en su dependencia r~specto de la. temperafura 
con la actividad desa~inativa, pués mientras que la actividad -

dflsaminativa muestra un muy bien definido punto de 'quiebre a 46°C 
la actividad aminatha muetra dos, uno a 39°C y el otro a 56°C; 

el pH Óptimo para la reacción aminativa fue de S.2 y para la des
aminativa fue de 9. 2. 

Otra planta c4 monocotiledónea investigada es el ~2~~~ ~~~r!:~~2 

Ramirez ~!-~!· (46) encontraron que la GDH de hojas de ~92~~ il~!!

ricana es más activa con llAOH que con llADPH para la reacción ami
~;;-¡~~ y sólo es ac.t.'q con 11,\0+ para la reacción dcsaminatlva, 

los ~ones divalcntes no ticrocn efecto sobre su actividad, el "úni-
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co q.ue la afecta es el Zn el cual a una conce·ntracion de 10 mM 

inhibió el 50.0% de su actividad >' esta inhibic.iÓn fue parcialmen

te reversible por la adici6n de EDTA a una conccntraci&n final de 

0.1 mM, Posteriormente este mismo autor (15) cstudi& los efectos 

de algunos reactivos tiol sobre la GDH dependiente de IJAD+ de ex

tractos libres de células de hoJ°¡¡s de ..\qavc americar.a, y observ6 ----- ______ ,,_ .... 

que el 5,5'-dit1olbis(2-nitrobenzoato) a una concentración 1.0 mll 

suprime completamente la actividad de la enzima y a una conccntra

ci&n 0,1 mH la inhibi& el 50% y que la inhibición de la actividad 

de la GDH-llAD+ por este reactivo tiol se recupera por la adición 

de: cistdna 2 mM, glutatiÓn reducido l mH ó Jimercaptoetanol 10 

mM, 
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lll MATERIALES Y METODOS 

MATERIAL 8 I OL OG IC O 

Las semillas de maíz raza Tuxpeño-1 fueron donadas por el CillllyT. 
las semillas, previdmcnte lavadas, se sembraron en charolas· con 
agrolita, se regaron diariamente con agua con un fotoper!odo de 
12 horas, a los 10 d!as de edad, las hojas y las raÍn;s se cose

charon y se congelaron a -70°c. 

Para la obtención de anticuerpos contra la GDH de raíz de malz 
se utilizaron tres conejos machos, raza llueva Zelanda, cor. un pe

so promedio de 2.5 Kg. 

EQUIPO 

Potenciómetro, Beckman 3550. 
Placas de calentamiento y agitación. 

Centrífuga, Bcckman 32-21. 
Centrífuga, MSE. 
Espcctrofotómetro, Pye Unic~m SP-1800 con control de temperatura, 

programador de tiempo y graficadar. 

Colector, LKB 700 Ultrorac con agitador LKB 6520. 
Concentrador, Amicon pressure ccll (XM-20 membrane undcr 300 

KPa/m 2 N2 prcssure), 

Equipo multipor LKB 2117. 

Fuente de poder, ISCO. 
Espectrofotómctro, Carl Zeiss M4 Qlll. 

Licuadora, Ostcrizcr, 
Baño de temperatura constante, Colora. 
Balanza analhic;t, Mcttlcr. 



REACTIVOS 

Los reactivos utilizados fueron todos de grado reactivo de las 
casas: Técnicas Qulmicas, J, T. Bakcr, Merck, Sigma, Pharmacia 
y Whatman, 

PREPARACICN DE LAS COLUMNAS 

DEAE-SEPHADEX-50 

El gel se hinchó con agua desionlzada a 0-4°C por 24 horas, se 
le decantaron los finos, Se equilibró con el buffer de corrida 

y se montó la columna (30 X 2.5 .om), 

SEPHAROSA AZUL 
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El g~l se hinchó con agua desionizada a 0-4°C po~ 6 horas, se la

vó en un filtro de vidrio de placa porosa para elimi11ar el per
servativo del gel. Se montó la columna (24 X l.S cm) y se equi

libró con el buffer de corrida, 

SEPHADEX C - ;?00 
El gel se hinchó con agua desionizada a 0-4°C por 48 horas, se 

le decantaron los finos y se montó la columna (94 X 2.S cm) evi
tando que Je quedasen burbujas. Una vez montada se equilibró con 
el buffer de corrida y se calibró con proteínas de peso molecular 
conocido (figura III, 1), para utilizarse en la determinación del 
peso molecular de la CDH de acuerdo a Andrews (47), 

DET ERlllllAC 1011 DE LA AC T IV !DAD DE LA CDH-llADH 

·La actividad de la GDH-lli\OH se determinó por el método de Joy (11) 

con ciertas modlflc~ciones (46), La mezcla de reacción contenía: 

Tris-HCl 100 mM 

~KG 10 mM 

llH 4Cl 100 mfl 

NAOH · 1 GO ¡iH 

Extracto. 

l.4 ml 

0.5 ml 

0.5 ml 

o,·z ml 

0~4 ml 

.J.o ml 

pH 8.2 
pH 7,0 
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La mezcla de todos los componentes, excepto el NAOH, se incubó a 
JOºc por Z minutos y después se inició la reacción añadiendo el 
NADH. Se graficÓ la disminución de la absorbancia a 340 nm, se 
usó sólo la parte lineal de la gráfica, La molaridad de las solu
ciones se refiere a la molaridad final, excepto para el tris-HCl, 
La velocidad de la reacción se expresó como nmoles de NADH trans
formados por minuto, para lo cual se usó la gráfica de calibración 
de la figura (III.Z). 

OETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE LA GDH-NAD+ 

Para la determinación de la actividad de la GDH-NAD+ se sigÚÍÓ 
el método de Loyola V., V, M. (lZ), La mezcla de reacción conte

n!a: 

Trls-HCl 

Glu 
NAO+ 

Extracto 
Volumen total 

100 mM 
100 mM 
600 mH 

l. 9 ml 
O, S ml 
0,Z ml 
O. 4 ml 
3, O ml 

pH B. O 

La mezcla de todos los componentes, excepto el NAO+, se incubó 
a 30°C por 2 minutos y después se inició la reacción añadiendo 
el NAO+, Se g.raf'icó el incremento de la absorbancia a 340 nm. 
Se usó sólo la parte lineal de la gráfica, la molaridad de las 
soluciones se refiere a la molaridad final, excepto.para el Tris· 
HCl, La velocidad de la reacción se expresó como nmoles de NAO+ 
transformados por minuto, para lo cual se utilizó la gráfica de 
calibración de la figura (III,Z), 

PURIFICACION DE LA CDH DE RAJZ DE HAIZ 

1) Las ralees se congelaron a -70°C por 3 ó más horas. 
Z) El tejido congelado se molió en un mortero hasta convertirlo 

en un polvo muy fino, el cual se dejó descong~lar, 



20 
3) Una vez descongelado el tejido pulverizado, se le adicionó el 

buffer de extracción (Tris-HCl 50 mM, CaCl 2• 2H2o l cM, mercap· 
toetanol 5 mH, ~H S.Z) en una relación l :Z.5 pe.so en volumen 
y 5~ (p/p) de polivinilpirrolidona. 

4) La mezcla se homogenizó por Z minutos en una licuadora. 
5) El extracto obten.ldo en el paso anterior se pasó por dos ca

pas de miraclot. 
6) El filtrado se centrifugó a 14,000 xg durante 30 minutos en 

el rotor JA-20 en la centrífuga JZ-21. 
7) El extracto crudo del pas~ anterior se calentó en ba~o mar!a 

a G0°C por 10 minutos en fracciones d~ 100 .ml y a cuntinudción 
se enfrió a 0-4°c. 

8) El extracto se centr~fugÓ a 14,000 xg durante 30 minutos en 
el rotor .JA-20 en la centrífuga JZ-21. 

~) El sobrenadante se puso en contacto con 3/4 d~ la resina con
tenida en una columna de DEAE Sephadex; después, a través de 
un filtro poroso se filtró y se lavó con el buffer de extr~c
ción adicionado con KCl O.OS M. 

10) Se montó 1/4 de la columna sin enzima y a continuación se mon-
• 1 1 to el resto de la columna con el gel que conten a la enzima. 

11) Se eluyó la enzima por incremento de la fuerza iÓnica, apli
cando gradientes de 500 ml c/u, desde o.os-0.1 H, 0.1-0.Js H, 
o.1s-o.2 M, o.i-o.zs M hasta o.zs-o.J M de KCl d~suelto.en el 
mismo buffer de extracción. 

12) El primer pico que eluyó de la columna de DEAE Sephadex fue 
el que se siguió purificando. Se concentró por precipitación 
con (NH4>2so4 al 70S de saturación. 

13) El precipitGdo anterior se redisolvió eh el buffer de extrac
ción, se dializó contra el buffe~ de extracción todo el fin 
de semana, cor. cambios de buffer cada 24 horas. 

14) El dializado se aplicó a una columna de afinidad (Blue-2-~e

phadex CL-68), se lavó la columna con el buffer de extracción 
y luegÓ se apllcé" llAD+ l mH disuelto en el mismo buffer de 
extracción. 

15) El pibo q~~ eluyó eón el buffer se concentr& y dializó como 
lo indican los pasos del ll-13. 
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16) Se hicieron varias pu~ificaciones y cuando se contó con apro· 

Kimadamente 1,0 mg de protelna ~e liofilizó. 
* Todos los pasos de purificación se realizaron entre 0-4°C, 

PURIFICACION DE LA GDH DE HOJAS DE MAIZ 

1) Las hojas ~e congelaron a -7o0 c por 3 ó más horas. 
2) El tejido congelado se molió en un mortero hasta convertirlo 

en un polvo fino, el cual se dejó descongelar, 
3) Para eliminar las interferencias debidas a fenoles, ácidos 

grasos y demás componentes pre~entes en las hojas, se obtu
vieron polvos ~e cetonas seg~n el m¡todo de Carcla-Percgrin, E, 
~~-!!. (48) con ciertas modificaciones: 
Una vez descongelado el tejido pulverizado se le adicionó ace
tona (acetona a -40°C, mercaptoetanol 14 mM) en una relación 
1:10 peso en volumen, 

4) La mezcla se homogenizó por l minutJ en una licuadora a alta 
velocidad. 

5) El homogenlzado anterior se filtró a través de dos capas .de 
1111raclot, 

G) .se repitieron los pasos 3-5, con eKcepclón de que se l lcúo a 
velocidad media, ha~ta que el licuado fue lo más transparente 
posible. 

· 7) El precipitado anterior se lavó.con a.:etona (acetona a -40°C, 

mercaptoetanol 14 mH) hasta que el filtrado fue totalmente 
transparente. 

8) Se dispersó el polvo sobre un papel y se dejó secar por varias. 
horas a temperatura ambiente. 

9) Los polvos de cetona se congelaron a -7o0 c por 3 ó más horas, 
10) Los polvos de cctonas congelados se molieron.en un mortero 

hasta convertirlos en polvos muy finos, los cuales se dejaron 
descongelar. 

11) Una ves descongelado el tejido pulverizado,· se le adicion6 el 
buffer de extracción (Tris-HCl 50 mil, CaCl 

2
• ZH 2o l mM, mercap

toetanol 5 mH, pH s.z) en una relación l:Z.5 (p/v), 5' (p/p) 
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de polivinilpirrolidona y se le adicionó inhibldor de proteasas. 

12) La mezcla se homogenizó por 2 minutos a velocidad máxima en .la 
licuadora. 

13) El extracto obtenido en el paso anterior se pasó por dos ca
pas de miraclot. 

14) El filtrado se centrifugó a 14,000 xg durante 30 minutos en 
el rotor JA-20 en la centr!fuga J2-21. 

15) El extracto anterior se concentró usando el equipo Amicon 
pre~sure cell (XH-20 membrane under 300 KPa/~ 2 N2 pressureJ. 

16) El concentrado se aplicó a una columna de DEAE-Sephadex ·pre
viamente equil lb.rada con el buffer de extracción, y se el uyó 
la enzima por incremento de la fuerza !Ónica, aplicando gra
dientes de 500 ml c/u de KCl desde O.OS hasta 0.3 M de KCl, 

17) El primer pico (el de mayor actividad} se concentró, lavó .. y 

se concentró de nuevo, con el equipo Amicon. 
18) Una vez concentrado el primer pico, se aplicó a una columna 

de afinidad (Blue-Z-Sephadex CL-68) de 24 X 1.5 cm, se lavó 
la columna con el buffer de extracción y luego se aplicó NAO+ 
1 mH disuelto en el mismo buffer de extracción. 

19) El plco eluido eón el buffer de extracción adicionado de NAO+ 
1 mH, se concentró, lavó y se concentró usando el equipo Ami
con. 

20) El pico anteriormente concentrado se aplicó en una columna de 

Sephadex C-200 y se eluyó la enzima con el buffer de extrac
ción. 

21) El pico de enz.ima del paso anterior se concentr.ó usando el 
equipo Amicon, la enzima se congeló a -70°C, para posteriores 
estudios de caracterización. 

* Todos los pasos de purificación se realiz~ron entre 0-4°C. 
~* En los pasos 14-21 se determinó prote{nas y actividades de 

la CDH. 

DETERMINACIOtl DE LAS PROTEUIAS 

Para l~ cu~ntificaci&n de las proteínas se utilizó el m~todo de 
Pe ter son (49), utilizando ASB para la grá~ica de calibración, Fi

gura III.6. 



CARACTERIZACION DE LA GDH DE HOJAS DE HAIZ 

DETERMINACION DEL pH OPTIMO PARA LAS REACCIOllES GDH-llADH Y GOH-. 
NAO+ 

Se determinó la actividad de la GDH-llADH y GDH-llAD+ como se des
cribió anteriormente, con excepción de que el pH del buffer Tris
HCl se ajustó a diferentes pHs entre 7,0 y 10.0, y se graficó la 

velocidad de la GDH contra el pH. 

CURVA DE ARRHENIUS 
La determir.ación de la actividad de la GDH-t:.\DH y GDH-llAD+ se 

realizó como se dijo ánteriormente, excepto que ~e fue incubando 
a diferentes temperaturas y cuando la celda y su contenido lle
gaban a la temperatura deseada se iniciaba la reacciÓ11 con la 
adición de NADH ó NAO+, cuando se quer1a medir la actividad de 
la GDH a temperaturas mayores de 50°C, p·ara evitar desnaturaliza

·CiÓn previa de la enzima se adicionó la enzima hasta que los de
.más componentes y la celda llegaban a la temperatura desaeda, se 
graficó el log de la velocidad de la GDH contra l/T ºK. 

EF.ECTO DE LA GOH DE HOJAS DE MAIZ FRENTE A OIFERCIHES IOllES 

DIVALENTES 
Z+ ,. 2• Z+ Z+ Los iones ensallados fueron: Ca , Co .. , Mg , ra , y Zn , se 

siguió el mismo procedimiento descrito parü la medición de la ac
tividad de la CDH-NADH y de la GDH~NAD• con e•cepción de que el 

buffer Tris-HCl contenta por separado cada uno de los iones a 
tal concentración que en el volumen total (3 ml) diera una con
centración del y 10 mH de cada uno de los iones, 

EFECTO DEL EDTA EN LA ACTIVIDAD DE LA GDH DE HOJAS DE MAIZ 

El efecto del EDTA en la activid~d de la GDH se determinó en las 
dos direcciones como s~ describió antcrlor~ente, el COTA se ensa
yó a dos concentraciones l y 4 mN, el buffel· Tris-HCl lo contenla 
a manera de dar esa concentración en el volumen final (3 ml ). 
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EFECT o DEL Caz+ EN LA ACTIVIDAD DE LA CDH INHIBIDA POR EDTA 

Despu~s de inhibida la actividad de la GDH-NADH por EDTA l mMi 
se íldicionó en la misma celda Caz+ a manera de dar una concentra
ción final l mM, se agitó la celda y se determinó nuevamente la 
actividad de la GDH-HADH, 

OBTEllCióN DE ANTICUERPOS CONTRA LA CDH DE RAIZ DE HAIZ 

Para la obtención de anticuerpos contra la GDH de raíz de ma!z 
se utilizaron tres conejos machos, raza Nueva Zelanda, con un pe
so promedio de Z.5 Kg; un conejo se inoculó con CDH de bovino, 

un segundo conejo con alb~mina sirlca bovina (ASB) y un tercero 
con GOH de ra!z de ma!z, los dos primeros sirvieron como contro

les del esquema de Inmunización para la obtención de los anti~ 
cuerpos, 

A los tres conejos se les inoculó en total alrededor de 1,0 mg 

de proteína, sdicionado de adyubante completo de Fround en una 
proporción l :3. El esquema de inmunizac!Ón consistió en dos ino

culaciones con una diferencia de 15 d!as; a los 10 d!as de la se
gunda inoculación se sangraron los conejos y se hizo una prueba 
de precipitación por capilaridad, A los 13 d{as de la segunda ino
culación se realizó una sangr{a total en los tres conejos. 

AllT IGEllICIDAO DE LA CDH DE RAIZ DE MAIZ FRENTE A LA GOH DE HOJAS 
DE HAIZ, CDH DE BOVINO Y ALBUMINA SERICA BOVINA. 
Se usó la técnica de .Laurel! inmunoelectroforesis en cohete, este 

es un método cuantitativo por medio del cual se puede determinar 
la concentración de una prote!na en una muestra, el mAtodo es rá

plJo y reproducible. 

PR OCEDHlt EllT O: 
12 ml de agarosa al 1.2% se calentaron en baño marta a 90°C hasta 

completa fusión, se enl'riÓ hasta ssºc, se adicionó un volumen ade
cuado del suero corrtspondiente a manera de obtener el precipitado 
en forr.ia de cohete .d1? buen. tamaño y lo mSs claro posible.: este vo:.-
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lumen fue: para el suero contra ASO de 0,5 ml, para el s~ero con-
tra COH de bovino de o.z ml y para el suero contra CDH de ra1z de 
ma1z de 2.0 ml¡ se agitó y se aplicó a una placa de 8,S X 9.S cm 
previamente nivelada, se enfrió en el refrigerador por 10 minutos, 
a lo largo de una orilla del gel se perforaron 8 pozos de z. 5 mm 
de diámetro y con capacidad para 5 pl, la muestra prote!ca se ln
trodujÓ dentro de los pozos, los primeros 5 pozos contentan ál an
t1geno correspondiente al anticuerpo del gel en diferentes concen
traciones, las cuales fueron para la placa de ASB de: 0.099, 0.1315, 
0.1960, 0.3846 y 0.9090 mg/ml; para la placa de CDH de bovino fue 
de: 0,9090, 1.666, 4.0, 5,0 y 10.0 mg/ml y para la de GDH de raíz 
de ma1z fue de: 0.000418, 0.00~18, 0,00836, 0,06966 y 0.209 mg/ml. 
las graficas de calibración para estos tres sueros se muestra en 
las figuras III,3, 111.4 y .!II.5; los otros tres pozos contentan 
los problemas a una concentración media de los ant~genos esto es 
para la placa de ASB fue de 0,196 mg/ml, para la de COH de bovino 
fue de 4.o·mg/ml y para la de CDH de ra!z de maíz fue de 0.000836 

mg/ml, se corrieron las placas por electróforesis a 10 voltios por 
cm por 3 horas, se formo un precipitado en forma ·de· cohete.y la 
cuantificación del antígeno se basó en la medición del ta•afto o ... ' 

área del precipitado. 
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IV RESULTADOS Y DISCUSION 

Se purificó la GDH tanto de ralz como de hoja de malz siguiendo 
los procedimientos indicados en métodos. 

El objetivo de la purificación de la GDH de ralz de ma1z, fue el 
de obtener anticuerpos contra la GDH de ra{z y compararla inmuno
logicamente con la GDH de hojas de ma1z. 

El objetivo de la purificación de la GDH de hojas fue el de obt
tener datos acerca de su caracterización y comparar estos datos 
con los obte.nldos por Loyola V., v. H. (lZ) enCDH de rah de ma!z. 

En la tabla IV.l y IV.Z se muestran los resultados obtenidos en la 
purif icaciÓn de la CDH de hojas de ma1z, tanto en rendimiento como 
en v.eces de purificación usando NADH y NAO+ re;pectlvamente. 

En la tabla IV.1 se muestran las actividades espec!ficas de los 
extractos crudos de la CDH de ra1z y hojas de malz, usando tanto· 
NADH como HAO+º 

Cuando se coMpaiaron las actividades especlf icas en los extractos 
crudos de la COH de raíz con los de COH de hojas, la actividad es• 
pec!Uca de la CDH-NADH fue 8.8Z veces mayor en ra1z que en hoja 
y la actividad especifica de la COH~NAD+ fue Z7.36 veces mayor en 
ra1z que en hoja, esto sugiere que hay una mayor actividad metabó
lica para los compuestos nitrogenados por esta v1a en ra!z que en 
hojas. Ouetz (45) encóntró que la actividad de l~ CDH-NADH era de 
4 a 7 veces mayor en ra!z que en hojas de ma{z. 

Por otro lado la relación entre las actividades COH-NAOH/COH-NAD+ 
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en rafz fue de 6.19 y en hoja fue de 19,2, lo que sugiere que la 

CDH de hojas de maíz esta más involucrada en procesos anabólicos 

en comparación con la CDH de ra{z de maíz, según comparaciones rea
lizadas con las actividades especificas de los extractos crudos en 

ambos tejidos. 

PURIFICACIOH DE LA GDH DE RAIZ DE HAIZ 
Cuando el extracto crudo de la COH de ra!z se pasó a través de la 
columna de OEAE-Sephadex se obtuvieron 3 diferentes picos con ac
tividad como se puede observar en la gráfica de la figura IV.l, es

tos picos eluyeron a 0.15, 0.19 y 0.23 M de KCl. Posteriormente el 

pico 0-1 que fue el mis abundante, se pasó a trav~s de la columna 
de Sepharosa azul, y se obtuvieron Z fracciones: una que pasó y o

tra que se retuvo en la columna, siendo mayor la fracción que pasó 

a través de la columna, esta fracción denominada D-lAl, fue obte
nida de varias purificaciones hasta reunir aproximadamente 1.0 mg 

de prote!na. La fracción D-lAl se llofil izó y se aplicó a un conejo 

para la obtención de anticuerpos, como se explicó en ~étodos. Estos 
datos de purificación fueron similares a los obtenidos por Loyola 
v., v. H. (12); y no concuerdan con los encontrados por Vakovlcva 
y Kretovich (28) quienes purificaron parcialmente a la CDH de raíz 

de ma{z y reportaron que obtuvieron 2 isoenzimas por el fracciona
miento que efectuaron en una columna de CaHP04 .zH20, sin conside

rar qu~ cada uno de sus picos se fraccion~ nuevamente en una cclomna 

de OEAE dando un total de 5 picos; Hlcklisch (44) determinó 7 iso

enzlaas para la CDH de ra!z de ma{z. 

PURIFICACIOH DE LA CDH DE HOJAS DE HAIZ 

El extracto crudo de la CDH de hojas de malz se fraccionó en una 

columna de DEAE·Sephadex obteniendose 7 diferentes picos con acti

vidad (0·1, 0-2, 0·3, D-4, D-5, D-6 y D-7) (figura IV.2) que elu

yeron entre O.l y 0.3 M de KCl. Cada uno de ellos mostró actividad 
tanto con NADH como con NAO+. Este fraccionamiento de la CDH de ho

jas es diferente al encontrado en la CDH de ra{z,. observandose des· 
de aqu! diferencias significativas en cuanto al patron de lsoenzi• 

mas. 
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Un 45% de actividad se determinó en el primer pico (D-1 ), medida 
con NADH, Este pico se purificó nuevamente en una columna de Se
pharosa Azul, obteniendose una sÓla fracción que se retuvo en la 
columna y que eluyó con HAO+ 1 mM, sugiriendo con esto que es una 
isoenzima con afinidad por NAO+, este pico se designó como D-1A2, 
figura IV,3. Esta afinidad por el cofactor es diferente a la GDH 
de ra!z, ya que en esta la mayor parte de la enzima pasó por la 
columna y una minoría (el 15%) se retuvo, 

·Finalmente el pico D-1A2 se filtró a través de la columna de Se
phadex G-200 por la que previamente se hablan pasado prote!nas de 
calibración, como muestra la gráfica de calibración de la figura 
III.l. Obteniendose un peso molecular de aproximadamente 260,000 
daltones, La gráfica de elusión del pico D-1A2G se muestra'en la 
figura IV.4, Con esta fracción se realizaron los e.studlo:; de carac
terización de la CDH de hojas de malz. Loyola V,, v. H. (12) por 
esta misma técnica de cromatograf{a de filtración en gel, determi
nó un .peso molecular de aproximadamente 270,000 daltones para la 
CDH de rah de malz,. 

En las tablas IV.l y IV,2 se muestran los resultados obtenidos en 
la purificación de la CDH de hojas de mafz, t~nto en rendimiento 
como en veces de purificación, usando HADH y NAO+ respectivamente. 
La fracción D-1A2C de la CDH de hojas de malz se purificó 341 ve• 
ces, en comparación ~on el trabajo de Bulen (14) quien la purificó 
56 veces y sólo separó una isoenzima, 

ESTUDIOS DE CARACTERIZACIOfl DE LA CDH DE HO:JAS DE HAIZ 

EtECTO DE LA TEMPERATURA Y EL pH SOBRE LA ACTIVIDAD DE LA CDH 
Se ensay& el efecto de la temperatura en las actividades CDH-HADH 

+ < > 'r (figura IV,5) y CDH-~AO figura IV.6 , las gra icas de Arrhenius 
mustran claramente d~ferencias significativas en su dependencia· 
respecto a la temperatura, ya que la reacción CDH-ttADH muestra dos 
puntos de quiebre uno a 25 y otro a 47°C y la reacción CDH-tlAD+ 
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muestra sólo uno a los ~aºc, en cuanto a las energías de activaci-
ón para la reacción aminativa se obtuvieron de 10 a 25°C una ener
gía de activación de 26.l kilocalor!as/mol, para la de 26 a 47°C 

fue de 7,2 kilocalor!as/mol y para la reacción dcsaminatlva la 
energ{a de activación de la reacción entre 10 y 4B°C fue de 10,7 

kilocalodas/mol y la de 49 a 76°C fue de 2.4 kilocalor!as/mol. 
Loyola V., V. 11. (12) determinó el efecto de la temperatura en la 
COH de ra!z de ~a!z, encontrando que la reacción aminativa muestra 
dos puntos de quiebre uno a 39 y el utro a 56°C mientras que la 
desaminativa muestra sólo uno a 46°C, 

Por lo que respecta al pH Óptimo para medir la reacción !~-~!~~~ 
se encontró que la actividad de la CDH-NADH muestra un pH Óptimo 
de 8.2 (figura IV.7), en tanto que para la reacción CDH-NAD+ el 
pH Óptimo fue de 9,0 (figura IV.8), Estos valores son similares a 
los.encontrados por Loyola v., V, M. (12) en ra1z de ma!z, por 
~ing y Yung-fan (22) en cotiledones de soya, en alfalfa (24), en 
remolacha (23), hojas de ma!z (14). Sin embargo estos valor~s de 
pH var1an en otras plantas como ch!charo: Vamasakl y Suzuki (21) 

determinaron un pH Óptimo de 7,5 para la reacción aminativa y de 
10.0 para la desaminativa en pl¡ntulas de chícharo, Pahlich y Joy 
(Z) determinaron un pH Óptimo de B.O para ambos sentidos de la CDH 

de ra!z de chícharo. 

EFECTO DE DIFERENTES IONES OIVALENTES SOBRE LA ACTIVIDAD DE LA 
CDH DE H03AS DE HAIZ 

, Z+ Z+ 2+ 2... Z• . · Se determino el erecto de Ca , Hg , Ni , Zn y Co en la ac-
tividad de la CDH-NADH y COH-NAD+, las concentraciones ensayadas 

de los diferentes iones fueron 1 y 10 mH. Cada ión se incubó por 10 
minutos a Joºc con la enzima. Se obtuvieron los datos que se mues-

.. ti:an ·en el histograma de la figura rv .. 9, el iÓn que tuvo un. mayor 
efecto activador sobre la CDH fue el ca 2• que a una concentración 
1 111M tuvo una acttvida·d .aminativa de 10.Uí y una actividad desam1na
t1va de 181,98l, lu~go siguió el Hg 2• que a una concentración 1 mM 

s~ o~servó una actividad aminativa de iOS.6ll y una actividad desa-
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mlnativa de 114,0,, El Ni 2

+ l mM inhibi6 la reacci6n amlnatlva en 

un 43l, en tanto que la desamin~tlva tuvo una actividad de 111.7,, 
2+ " " , .. El Zn tamblen lnhibio la reaccion amlnatlva en un 65,)4 y la ac-

tividad desaminativa tuvo una actividad de 112l, El Co 2• i: mM inhi

bi6 la actividad aminatlva en un 13% e inhibib completamente la ac
tividad desaminativa. Garlan y Dennis (9) encontraron un máximo de 

actividad de la GDH extraida de tallo de plántulas de chícharo con 
2+ 2 + , . 2 ... Ca 1.0 m~I, Zn 0.2 mfl; Joy (16) encontro que el Zn juega un 

papel importartte en la regulacibn de la actividad de la GDH ya que 
a bajas concentraciones causaba un aumento en la activlda~ de la 
GDH-NADH y a altas concentraciones la inhibía; por otro lado tam-

, 2+ 2+ 2+ bien la activaban Ca y Mn , en tanto que Mg casi no la alte-

raba; Ramirez !:L~!· (46) encontraron que la GDH eKtra!da.de ~92-
ve americana los iones divalentes no tienen erecto sobre su acti-
-~ -~------- 2 vidad, el Único que la alteraba era el Zn + el cual a una conce~-
tracibn 10 mM la inhib!a el 50' y Pahlich (18) observ6 que la GDH 

extraída de plántulas de chlcharo era r~~rtemente inhibida por Zn2•. 

EFECTO DEL EDTA FRENTE A LA GDH DE HOJAS DE HAIZ !~-~!![~ 

La fraccibn D-lA2G fue ensayada a dos concentraciones de EOTA 1 y 

4 mM y a dos tiempos de incubación 5 y 10 minutos, los resultados 
se muestran en el histograma ~e la figura IV.10 observ¡ndose un ma
yor efecto inhibitorio de la actividad de la COH-NAOH a una concen
traci6n de 4 mH de EDTA tanto con 5 como con 10 minutos de lncuba
clón siendo la 1nhibici6n del 76.2%, A una concentración de 1.0 mH 
de EDTA y 5 minutos,de incubación tan sólo se inhibió 52,5% la ac
tividad, mlent~as que con 10 minutos de in~ubacib~ la 1nhibici6n fue 
del 60,3'. El EDTA a estas concentraciones y tien{~os de incubación. 

. +·i 
no tuvo efecto sobre la actividad de la CDH-NAD 1 Pahlich y Joy (2) 
determinaron que el EDTA 1 mM inhiblb la actividad dependiente de 
NADH en un 70% y la dependiente de NAO+ en un 20% de la GDH extraí

da de ralz de ch!charo; Garland y Dennis (9) encontraron que el EDTA 
0.025 mN inhibla la reacción ami nativa un 57\ de la GDH. extraída de 

tallo de plSntulas de chícharo; Chou y Splittst_oesser (10) ·purifi

caron la CDH de cotiledones de calabaza y observaron. que la actlvi• 
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dad de la CDH-NADH era inhibida por ·EDTA: que a una concentración 
1.0 mH la inhib{a un 96,, a O.l mH un 94,, a 0.01 mH un 90' y a 

0.001 mH la inh!b1a un 14'; Polikarpochkina (11) reportó que la 
CDH de hojas de maíz era sensible a los compuestos quelantes: el 

EDTA 1.0 mH incubado por 10 minutos con la enzima inhib{a un 40' 
la actividad CDH-NADH y 4 mH de EDTA la inhibla un 621; Loyola V,, 
V. H. (12) observó que el EDTA no afecta de la misma manera las 
dos actividades de la GOH de ra{z de maíz, si bien finalmente ob

tuvo el 100' de imhibiciÓn paru ambas actividades con 130 J'N de 
EDTA y Z minutos de incubación. 

EFECTO DEL Ca 2+ EN LA ACTIVIDAD DE LA GDH INHIBIDA POR EDTA 

Despu~s de que el EDTA l mH se incubó por 10 minutos con la enzima 
libre de Ca 2•, se rnidiÓ la actividad de la GDH-NADH y diÓ un 67' 
de inhibición, se adicionó en la misma celda ca2 + a dar una con

centración final de 1.0 mH, se recuperó parcialmente la actividad 
pu~s sólo quedó inhiblda un zo.os' de l~ actividad de la GDH-NADH 

como se puede observar en el histograma de la figura IV.11. Chou 
y Splittstoesser (10) observaron también que la actividad de la GDH 

inhibida por EDTA se recuperaba por la adición de iones divalentes 
. 2+ 2+ 2+ ( , como Ca , Hn o por Cu ; Loyola V., V.M. 12) opservo que la 

CDH de raíz de ma!z después de ser inhibida por EDTA recuperaba 
la actividad por la adición de iones divalentes y que en un rango 
dP. 60 a 70 ~M recuperaba la actividad aminativa en un 100,, mien-

Z+ , tras que Hg solo recuperaba el 40' de la actividad a concentra-

ciones tan elevadas como 1,500 ~H; sin embargo la actividad desa
Z+ minativa si se recuperaba con Mg a bajas concentraciones. 

Como se puede observar la GDH de hojas de ma!z responde en foroa 

diferente en los sentidos de la reacción que cataliza, desde sus 
efectos frente a diferentes iones, curvas de Arrhenius, efectos 

frente al EOTA, hasta pH Óptimos; estos datos sugíeren que las 

reacciones de ida y vuelta tienen requerimientos conformacionales 

diferentes, para la enzima que cataliza. 



Shatilov, V and Sund, H. (50) realizaron un estudio de la GOH 

(E. c. l. 4. l. 3.) de~!:!:~!:~!;;;!!.'!!~~!:!!!!!~ (una alga verde), re~ 

portando que el PHMB a concentraciones menores de 5 mH afecta só
lo la reacción desaminativa de la GOH y que esta inhibición es 
significativamente reversible por la adición de ditiotreitol; la 
GDH es estable en urea 4 mM, pero si se le afiaden los subst~atos 
ocurre una irreversible inactivación de la enzima en 1-2 minutos, 
Por lo que concluyeron que !a enzima exhibe un equilibrio entre 
3 conformaciones. Una conformación (O) que reacciona con PHMB y 

es inducida por Clu adicionado de NAO+, m.ientras que ~KG adicio
nado de NAOH ir.duce una conformación (A) no accesible a este reac
tivo -SH, y en la ausencia de substrato existe una conformación 
(N) la cual es significativamente diferente de (O) y (A) y es ade
más más estable en la presencia de urea. 

~O Las transiciones c;onformacionales 

._KG+NADH"\ .. / Glu+NAD+ de la COH de ~!:~~~~~~~!!~ ~~!!!!!~ ex-
~J' pllcán: 

l) Que las conformaciones (A) y (O) se pueden obtener de la con
formación (N) y vi~eversa. 

Z) La reacción con PHHB pu~de ser reversible por dltiotreitol • 
.3) De acuerdo con e1 r.1ecanismo de reacción, (A) y (O) estan en 

equilibrio. 

Este estudi~ del metabolismo nitrogenado en ralz y hoja ~e ma!z, 
ayudará a una mayor comprensión de la fisiolog!a y bioquimica de 
la planta. Estos conocimientos permitirán abanzar en las investi
gaciones conducida~ a la obtención de mutantes, adaptabilidad, fo· 
tovegetativos, etc.,· que optimicen .la producción agricola de este 
alimento tan importante tanto para el hombre como para los anima

les. 

Pero aún falta mucho por saber, pues además de contar con pocos. 
estudios estos mucha3 veces se contradicen. 
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Para tal fin que se pretende alcanzar serla preciso: 

- Saber si el numero de isoenzima~ varia con la edad de la planta y 

si alguna o varias permanecen constantes durante su crecimiento, 
para saber cual isoenzima es la más importante y como obtener mu

tantes en base a esta, 

- Si realmente se trata de conformeros o son mezclas de verdaderas 
isoenzimas. 

- Que relaciones tiene con la GDH animal ya que esta Última tiene 

muchos estudios y sería facil llegar a conclusiones. 

- Más variables que la afectan, 
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ANTICE~ICIDAD DE LA GDH DE RAIZ DE HAIZ FRENTE A LA CDH DE HOJAS 
DE MAIZ, CDH DE BOVINO V ALBUMINA SERICA BOVItlA 

Los resultados de los ensayos inmunolbgicos realizados por la tiQ

nlca de Laurel! son los siguientes: 

l) Placa: 12 ml de agarosa + 2 ml de suero contra la CDH de ra
íz de maíz, tamafio de la placa 8,5 X 9,5 cm, ~rea de la pla
ca S, 075 .mm 2• 
Antígeno: Solución stock de 0,418 mg/ml de CDH de raíz de ma-
{z. 

Pozo Concentración del Tamaño del cohete 
(mm) 

Area del cohete 
(mm 2 ) 

l 

z 
3 

4 

X. 5 
6 

7 

8 

antlgeno (mg/ml) 
0,000418 
0,00418 

0,00836 
0,06966 

0.209 

CDH de hojas 

CDH de bovino 
ASB 

20 

40 
5.0 

lo.o 

El titulo del suero rue: 
X. 0.209 mg 

X -----· 
X= 0,001045 mg 

o. 001045 mg 
X 

X= 0,8438 mg 
0,8436 mg 

X 

1,0 ml (Concentración del ant!geno) 
0,005 ml (Capacida~ del pozo) 

10.0 mm2 

8,075 mm2 

2. O ml de suero 
i:o ml de suero 

X= 0,4219 mg de prote!na de CDH de ra1z de maíz que 
hay en c~da ml de suero contra la CDH de ra{z de 

matz. 
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La CDH de raíz de maíz es antigenicamente diferente a la GDH de 

hojas de maíz, a la GDH de bovino y a la ASB. La gráfica de cali

bración se muestra en la figura III.5 y la placa se muestra en la 

gráfica de la figura IV.12. 

Estos datos sugieren que la GDH de raíz y la GDH de hojas de maíz 

tienen diferente origen genetico ya que no cruzan inmunologicamen

te. Pahlich, ~!-!]• (36) obtuvieron anticuerpos monoespecíficos 
contra la principal banda de actividad de la GDH de plántulas de 
chícharo, para compararla imnunologica~enye con las otras bandas 

y observaron que todas contenían los mismos determinantes ant{
genicos en cambio, cuando la compararon con la GDH-NAOP• de hoga-

+ do de res y con la GDH-NADP de~!~~!~! ~~!!!! luna levadura) no 
hubo cruce por lo que no mostraron relación serológica, debido 

probablemente a que los anticuerpos obtenidos eran de GDH P.spec{
ficos para NAO+. 

~) Placa: 12 ml de agarosa + 0.2 ml de anticuerpos contra la GOH 
de bovino, tamaño de la placa 8.5 X 9.5 cm, área de la placa 

2 8,075 mm • 

Antígeno: solución stock de 10 mg/ml de CDH de bovino. 

Pozo Concentración del Tamaño del cohete Area del cohete 
antígeno (mg/ml) (mm) (mm 2 ) 

1 0.9090 5 .O' 12.so 
z 1.6666 7.0 17.50 
3 4.0 13.0 32. 50 
4 5.q 17 .o 42.50 
s 10.0 JO.O 75.00 
6 COH de hoja 

7 CDH de rah 

8 ASB 

El título del suero fue: 

)j. 4 .o. mg 

X 

1.0 ml (concentración del antígeno) 

0.005 ml (capacidad del pozo) 



X= 0.02 mg 
O ,02 mg 

X 

X= 4. 969 rng 

4,969 mg -------

X -------

32.50 mm 2 

8,075 mm 2 

0.2 ml de suero 
l .O ml de suero 

X= 24.84 mg de GDH de bovino son equivalentes a 
cada ml de suero contra la GOH de bovino. 
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Como muetran los resultados de la placa de la figura IV.13, la 
GDH de bovino es antigenicamente diferente a la CDH de hojas de 

maíz, a la CDH de raíz de ma{z y a la ASB. En la gráfica de la 
figura 111.4 se muetra la gráfica de calibración de los resulta

dos de esta placa. 

3) Placa: 12 ml de agarosa + 0.5 ml de suero contra la ASB, tama
no de la placa 8.5 X 9.5 cm, área 8,075 rnrn2• 
Ant{geno: solución stock de 10 mg/ml de ASB. 

Pozo Concentración d~l 

antígeno (mg/ml) 

l 0.0990 

2 0.1315 

X 3 0.1960 

4 o. 3846 

s o. 9090 

6 CDH de bovino 

7 CDH de ra!z· 

B CDH de hoja 

El título del suero fue: 
t O .1 96 rng 

X -- --·--
X= 0.00098mg 

Tamano del cohete Area del cohete 
(mm) (mrn2 ) 

65 162.5 

85 212.s 

110 225.0 

190 475.0 

310 775.0 

1.0 ml (concentración del antígeno) 
0,005 ml (capacidad del pozo) 



o. 00098 mg 

X 

X= o.0351 mg 

O. 0351 mg 

X 

225.0 mm2 

8,075 mm2 

O. 5 ml 

l.O ml 

X= 0.0703 mg 

contra la 

de ASB equivalen a cada ml de suero 

ASB. 
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Como muetran los resultados de la figura IV.14 la albúmina sérica 

bovina es antigenicamente diferente a la CDH de ra1z de ma1z, a 

la CDH de hojas de ma!z y a la CDH de bovino. La gráfica de cali

bración se muetra en la figura III.3. 
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V CONCLUSIONES 

1) Existen 7 isoenzimas de COH en hojas y sólo 3 en ra!z de •alz, 
tomando en cuenta su fraccionamiento en una columna de OEAE
Sephadex. 

2) La CDH aminativa y desaminativa de hojas de ma!z, son diferen
tes formas estructurales ó confor~acionales. 

3) La CDH de hojas se parece a l& CDH de ra!z de ma!z en: el pH 
Óptimo, efecto de los. iones, y sus curvas. de Arrhe~ius .para 
ambas actividades. 

4) La CDH de hojas es diferente a la CDH de ralz de maíz en cuan
to a su efecto qu~lante con el EDTA y sus determinantes antí
genicos. 

5) El peso molecular de la CDH de hojas de •aÍz fue aproximada
mente de 260,000 daltones y el encontrado por Loyola V.,· v. H. 
(12) en ra!z de malz fue de 270,000 daltones. 
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Paso de Vol u- Ae ti v l d.111 Ael lv 1 d.1d flr ol.c ( 1i.ts llrol.t•f 11.1s Ac tl v l tt.1d Vcicus do 
purHl- men 

~~-tl~Qr mi 
tot .1 l /''l lmJ l.ot ,tJps 1'5fll'C ( f 1.cJ pur lf le·•-

ccJclÓn (ml) mJ 11 nl-t Nl\Olf/ml11 Cm11) ~!:.f.~~~1m9 cJ Ún 
mln 

------ ·---· ·---~----- ··----- -----····· 
f.xtr.ic-
to cru- IOO .o 51 • (,~ 1'>,49'> 714.6 ?.14 .4 7?. ¡ 1.0 
do 

Conccn- 1 

traclÓn 58.0 V4.2 11,00!• 1,0ó4.li 61.74 210.G ?. • 9 del ex-
lrcJcto 

Cuneen-
trJdo 12.55 400.9 5,0JI 644.8 8.l 621. 7 8.6 deJ ¡lle o 

D-1 

C onccn-
trildo 14.l 100.9 J ,4l2 r..72 o.01 J s ,014.8 207.7 del pico 
0-11\2 

---·-·---- ~-

Concen-
trado 9.5 i n.!I l ,Z72 5 .u o.os Zff,645.7 341 .o del pico 
0-lAZC 

TABLA JV .1. Purit'icar!Ón de }el CDH de hojas de ..afz seguida con NADH. 
El pico D-1 •• Es el pri•cr pico de actividad que cluyó de la columna de DEAE Sephádex. 
El pico D-1A2.- Es el p!co con actividad que cluyó.de la columna deSepharosa azul. 
El pico D-1A2C.- Es el plc6 con actividad que eluyó de la colu•n~ de SeP,hadcx c-200. 

Rcndlmlen-
to 

0) 

100.0 

8J.95 

J2.4G 

9.1 7 

8,Z 
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to tal f<J /ml totales espcc!fica puri flc.1-
caclón (ml) nM NADH/mln (m9) ~~"'n~rmg clÓn 

Extracto 
300,0 2,69 A07.0 714.6 214, 4 3.76 1.0 

crudo 

Cuneen-
tri.lelón SS. O 8,07 468.3 1,061&,6 (,}. 74 43. 77 11. 62 del ex-
trae to 

Conccn"' 1 

trddO l 2, SS 18. 3 229. 6 644,8 8,1 28, JS 7.SJ del pico 
D-1 

Conccn-
trado 14.1 l J. 7 del ple o 191.17 li. 72 0.01 2,0JS.69 '>41. (Í 

D-11\2 

Caneen•. 
trado 9, 5 10. 6 100, 42 '), 4} º·º" l '94(,. ')9 ')l 7. l ~ del pico 
D-1 A2C 

TABLA IV.2. J>urlfln•wlón de J.1 COH de ho.f;is lle! ni.1f1 sc11ul:t.1 c•on NAO+. 
[l pico D-1.- Es el 11rJmcr 1tlco (:on .1c1Jvl.1l.11I 11111• nl1.1yó ''" 1.1 1•ol11mn.1 de DE1\[ S1•ph.11l1~x. 
El pico D-11\2,- Es ol. ¡1lc11 con Ltcllv Id.te! c¡uc vl11yÍ1 lh! l .1 cut 1111111.1 lle Sc11h¡¡ro5,1 .. 11ul, 
[l ¡11.co 0-11\?.G,- Es el 11lcíJ con •wllvl1l.11I 1111c cl.11yÍ1 1lc l¡1 col11n111.1 1te S<.•ph.11kx C-~00, 

ílcndlmicn-
to 

(%) 

1 ºº·º 

58, 02 

?8,4') 

23.93 

12. 44 



TEJIDO Actlvlddd cspccfflcd Act1vld.1d es ¡lec! f lea 
de 1 d GDH-llADH de 1.1 GDH-HAD+ 

nH tli\DH I nH HADH J 
rnln 7 mCJ mln I 

"' 

HAil tíJ7, tíl lOJ,00 

HOJ1\ 7Z. 27 J,76 

TABLA IV,J, Actividad específica de la GDH de ra{z y hojas 
de malz en los extractos crudos, 

'iii!_I 
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