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ABREVIATURAS

Plantas C3 sori las que fijan el CO2 en forma primaria por medio

de la enzima ribulosa 1,5 bifosfato carboxilasa.

Plantas Ca son las que fijan el CO2 en forma primaria por medio
de la enzima piruvato carboxilasa,

GDH Deshidrogenasa glutamica.

GS Glutamino sintetasa

G OGAT Glutamato sintasa.

AS Asparagino sintetasa.

4KG acetoglutarato,

Glu Acido glutédmico.

Gln Glutamina.

Asp Aclido aspértico.

Asn Asparagina.

jk-ac qcetoacidos,

dk-a-ac jcetoaminoacidos.

TA Transaminasas.

ASB Albdmina sérica bovina.

NADH Nicotinamida adenin dinuclebtido reducido.
NADY Micotinamida adenin dinuclebétido oxidado.
NADPH Nicotinamida aden{n dinuclebétido fosfato reducido.

Napp* Nicotinamida adenin dinucledtido fosfato oxidado.



RESUMEN

La deshidrogenasa glutimica de hojas de mafz esta compuesta pdr 7
isoenzimas, con un peso molecular promedio de 260,000 daltones ca-
da una; la fraccion D-1A2G se purificd 341 veces; a esta fracclén
se le realizaron estudios de caracterizacidn encontrandose: para
la actividad aminativa dos puntos de quiebre uno a los 25 y otro
a los 47° con energfas de activacidn de 26.1 y 7.2 kilocalorfas/
mol respectivamente, mientras que la actividad desaminativa mos-
tré sélo uno a los 48°C con una energla de activacidn de 10.7 ki-
tocalorias/mol; un pH Gptimo de 8.2 para la actividad aminativa y
de 9.0 para la desaminativa; el ca’* 1 mM es el que.més activd ame
bas actividades, luego le sigué el Mg2+ 1 mM; el N12+ y el Zn2+ a
una concentracidn 1 y 10 mM inhibieron la actividad aminativa y ac-
tivaron la desaminativa; el Coz+ 1 mM inhibid la actividad aminati-
va un 13%, esta inhibicidn fue menor que la obtenida con N12+ y Zn2+,
mientras que la actividad desaminativa fue inhibida completamente
lo cual no sucedid con Niz+ ni con 20t va que con estas esta acti-
vidad se activd; en cuanto a agentes quelantes, el EDTA a una con-
centraclén 4 mM y con 5 y 10 minutos de incubacidn inhibié la actle
vidad aminativa un 76.15%, a una concentracidn 1 mM y 5 minutes de
incubacidn inhibid la actividad aminativa un 52.45%, y con 10 minu-
tos de incubacidn ta inhibi& un 60.26%, el EDTAl y 4 mM y con S5 y
10 minutos de incubacion ne tuvo efecto sobre la actividad desami=-
nativa; la actividad aminativa inhibida por el EDTA se recuperd
parcialmente por la adfcibn de Ca®* 1 mM; con respecto a su anti-
genicidad de 1a GDH de rajz de malz se observd que poseen deter-
minantes antigenicos diferentes,



I INTRGOUCCION

El nitrdgeno es generalmente utilizado por las plantas superio-
res en forma de nitratos, aunque algunas veces lo toman como sa-
les de amonlo que pueden provenir de los fertilizantes sintéticos.
El nitrato es la forma mis favorable para ser asimilada por las
plantas, sin embargo los nitratos no pueden ser directamente in-
corporados a las moléculas orgdnicas de las plantas, sino que de-
ben ser convertidos primeramente en amonio, mediante las enzimas:
nitrato reductasa (MNR) y nitrito reductasa (NiR) seqin la sigulen-
te secuencia de reacciones:

NR - NiR +
—p —_—l s
NO3 NOZ : NH

Fl -amonio puede ser incorpardo a las moléculas orgdnicas por dos
o tres vias diferenzes:

1) Via de la deshidrogenasa glutamica (GDH),
2) V{a de la glutamino sintetasa/glutamato sintasa (GS/GOGAT}.
3) v{a de la asparagino sintectasa (AS).

£En el siguiente esquema se muestra la Incorporacion del amonio
a las moléculas orgénicas de las plantas:



Gln

Gl 4-k-ac,
GDH A

KG j-a-ac.

NH4+ Gl Gl a-k-ac.
GS GCGAT TA
Gln [Y4 §y-a-ac,
Asp Asp A=-k-ac.
AS X ’TA
Gln
AS Asn Aoa 4-a-ac.
Estas enzimas por consigulente deben estar funclonando de una

manera coordinada para proveer el nitrﬁgeno organico necesario
para el crecimiento y desarrollo de las plantas (1).

La GDH-juega un papel significativo en el metabolismo nitroegena-
do ya que cataliza la conversidon del d-cetoglutarato en acido glu-
timico y por lo tanto convierte al amonio en nitrdgeno orginico,
ademas de que es la Unica enzima que conecta directamente el me-
tabolismo del nitrdgeno con el metabolismo de los carbohidratos.

Se han encontrado tres formas de GDH con diferente especificidad

por el cofactor: la (L-glutamato: NAD* uxidorreductasa (desaminan-
te), €. C, 1.4,1,2.); 1la (L-glutamato: NAD(P)* oxidorreductasa (des-
aminante), £. C. 1.4.1.3.); y la (L-glutamato: NADPY oxidorre-
ductasa (desaminante), E. C. 1.4.1.4,),
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Sin embargo varias enzlmas, fncluyendo la de ralz de chicharo (2),

que usa solamente NADY en la direccién desaminativa si presentan
actividad con NADPH en la direccidon aminativa sienda alrededor
del 10% de la velocidad obtenida con HADH.

La GDH E. C., 1.4.1.2. se ha purificado a homogeneidad a partir de
rafices de chicharo por Pahlich y Joy en 1971 (2), de plantulas de
cowpea por Fawole en 1977 (3) y de nddulos de lupina (4).

La GDH E. C. 1.4.1.3, estd presente en los cloroplastos de hojas
de haba (5), en tanto que la GDH E. C. 1.4.1.4. se ha encontrado

(6) y en los protoplastos obtenidos de cultivos de tabaco (7).

Se ha demostrado que los nucledtidos HADY y HADPY se unen en un

punto especifiqo del sitio activo de la enzima (8), de tal manera
que la presencla de estas tres activicades suglere o tres isoen-=-
zimas o tres conformeros con diferente actividad por.el cofactor.

Entre las caracter{sticas que se han investigado de la GDH de
plintulas estd la de que es una metaloenzima (2,9,10,11,12); que
tiene grupos sulfhidrilos indispensables para su actividad (10,
12,13,14,15); es activada por iones divalentes (9,10,12,16); ade-
mis hay quien sugiere que el CaZ+ puede ser un modulador de la
actividad de la GDH-HADH de la mitocondria externa in_vitro y se
ha sugerido gue la calmodulina estd involucrada en este proceso
(17), Joy (16) encontrd que el Zn2+ juega un papel importante en
la regulacidén de la actividad de la GDH, ya que a bajas concentra-
ciones (0.30 mM) causaba un aumento en la actividad dependiente
de NADH y a altas concentraciones la inhibfa, en cambio Pahlich

(18) abservo que era fuertemente inhibida por an*.

La GDH ticne un peso molecul ar de 208,000 : 10,000 (2), 250,000
(10), 270,000 (12), de 300,000 a 350,000 (20) y de 230,000 (19);
tiene un pH dptimo para la reaccidn aminativa v desaminativa de



8.0 y 8.0 (2), 8.2y 9.2 (12), 8.3 y 8,9 (20), 7.5 y 10.0 (ZL)f
8.0y 9.3 (22} y de 7.5 a 8.4 y de 9.0 a 10,0 (23) respectivamen-
te. Nagel y Hartman (24) encontraron un pH 6ptimo de 8.0 para la
reaccidn aminativa y para la desaminativa este pH depende de la
concentracion de glutamato y va de 8.5 a 9.5, cuando la concentra-
cién de glutamato va de 0.02 a 0.22 M. El patron de isoenzimas no
sb6lo difiere de acuerdo al organelo investigado (18,25,26}), sino
que también es influenciado por la temperatura (8) y los parame-
tros de desarrollo (10,27).

En maiz se ha estudiadv a la GDH de hojas (14) y de ralz (28), sin
embargo, la GDOH no fue purificada exhaustivamente, de tal manera
tro se requiere de una purificacidn hasta homogeneidad con el fin
de poder comparar sus caracter{sticas con las de raiz, prevliamen-
te purificada en nuestro laboratorio por Loyola V., V. M. (12).
Por ello el objetivo de este trabajo es purificar a la GDH de ho-

jas de mafz y determinar sus caracteristicas fisico-quimicas y de



11 ANTECEDENTES

La GDH se ha investigado en varias plantas de interés nutricicnal
para el hombre y los animales, para una mejor comprensidn de los
datos con que contamos ahora, se agruparon en basc al tipo de fi-
jacion de €, que efectlan,

PLANTAS C3 MONQCOT ILEDOHEAS Y DICOTILEDONEAS

Entre las plantas C3 monocotileddneas Lnvestigadas se cncuentran:

encontrado tanto en citoplasma como en la mitocondria, la GDH del

citoplasma sélo es activa con NAD'; cuando las plintulas crecen en
presencia de amonio aumenta la actividad de la GDH y esto es debi-
do a la s{ntesis gg_ggyé de una nueva GDH que ademis de poder fun-
cionar 00n'HAD+, también lo hace can NADP* (29); sin embargo, mas

tarde Bielawski y Rafalski (30) encontraron que ‘esta nucva enzima

qde se sintetizaba cuando se riegan las plintulas con amonio es la
‘misma que existfa antes.,

"localizada en la mitocondria y funclona tanto con HAD® como con
NADP®, mientras que Kretovich et_al. (32) determinaron que hay iso-
enzlmas.que funcionan exclusivamente con NAD® e isoenzimas que fun-
cionan tanto con MADY como con NADP™ y al igual que en otras espe-
cies el amonio incrementa el nivel de GDH tanto en rafz como en ho-
ja. En cebada, Suzuki y QOaki encontraron, al igual que en arroz,
que la GDH es una enzlma mitocondrial (33), mis sin embargo a di-
ferencia de la de arroz muestra actividad tanto con NAD” como con
NADPT (34),
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Entre la amplia variedad de plantas (g dicotileddneas en las que

se ha investigado a la GDH se encuentran: chicharo (Pisum sativum

------------

------
.......................
-----------

R k- - papipp

ta yulgaris) (23).

De todas estas plantas chicharo es la mids estudiada, e; 1956 Da-
vies (35) localizo en la fraccidon mitocondrial a la GDH de hipb-
cotilos de chicharo: Thurman en 1965 (27) observd que las diferen-
tes partes de las plantulas de chicharo parecfan tener diferentes
isoenzimas de GDH, lac cuales podfan cambiar con el tiempo, Yama-
saki y Suzuk:i (21) purificaron 10 veces la GDH extraida de plin-
tulas de chicharo de 3 dias y encontraron que el bH dptimo paras la
reaccidon aminativa era de 7.5 mientras que para la desamirnativa
era de 10.0, adcmas observaron que era una metaloenzima ya que

se inhibia con EDTA y la actividad se recuperaba con la adicidn

de iones divalentes. La GDH de rafz de chicharo fue la primera

en ser purificeda a homogeneidad por Pahlich y Joy en 1971 {2),

se purificd 1250 vects y se le determind un peso molecular de
208,000; la enzima mestrd tanto actividad aminativa (HADH yNADPH)
como desaminativa (UAD*) y el pH Gptimo para ambas actividades

fue alrededor de 8.0, ElI EDTA (1 mM) inhibio la actividad depen-
diente de HADH en un 70%, la HNADY en un 20% y la NADPH no fue
afectada. Joy en 1973 (16) encontrd que la adlcién de Zn®* 0.30
mM causaba un aumente en la actividad dependiente de NADH tanto

de la fraccidn solub.e como de la mitocondrial, por lo que conclu-

‘v que el Zn2+ jugaba un papel importante en la regulacibn de la

actividad de la GCDH: por otro lado también la activan Ca2+ y Mn2+,

en tanto que H92+ casi no la alteraba. Hartman en 1973 (25) de-
termind dos factores electroforéticos para la GDH, uno se encon-
traba en los cotilecones y otro en las rafces., Pahlich en 1975
(18) observd que la GDH extraida de plantulas de chicharo 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 plintulas de chicharo 487 veces; la en-
zima es activa por adicidn de lones divalentes, obteniendose un
miximo con Ca®* 1.0 mM, Zn%* 0.2 mM y Mnl* 1.5 mM, mientras que
- el EDTA 0,025 mM inhibfa la reaccidn 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 la enzima

y luego al azar aKG y amonio siendo la salida ordenada para el
dcido glutdmico y el MADY,

-

cos contra la principal banda de actividad de l1a GDH de plintulas
de chicharo, para compararla inmuncldégicamente con las otras ban-
das, y observaron que todas contenfan los mismos determinantes
antfgenicos, y mientras que con la GDH de malz y arroz también
estin relaéionadqs serol6gicamente, 1= GDH de higado de res no

lis (una levadura).

Nauen y Hartman en 1980 (19) encontraron que las isoenzimas de la
GDH de pléintulas de chicharo estdn localizadas exclusivamente en

la matriz mitocondrial, La GDH de pléntulas de chicharo purifica-
da a homogeneidad 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 chicharo también se ha estudiado a la GDH
cn diferentes tejidos. En 1969 Yue (37) determind que la GDH de
soya de origen mitocondrial tiene dos isocnzimas, micntras que
King y Wu en 1971 (22) aislaron la GDH mitocondrial dependiente
de NAD' de cotiledones de plantulas de soya y la purificaron 250
veces y obtuvieron un pH Sptimo de 8.0 para la reaccids aminati-
va y de 9,3 para la reaccion desaminativa. También determiraron
una inhibicidn por EDTA de las actividades aminativa y desamina-



tiva, si bien esta Gltima actividad en un menor porcentaje. Por
otro lado determinaron que la mayor parte de la actividad de 1la
GDH estd localizada en la mitocondria ya que el 70% de la GDH se
encuentra en la fraccidn particulada; posteriormente Mckenzie y
Lees en 1981 (20) aislaron 3 formas de GDH de soya: la (I) se en-
contrd solamente en semillas y es activa con ambos nucledtidos y
es la Gnica que mostrd considerable actividad con NADPY, la (II)
se localizd en los cloroplastos y mostrd menor actividad con NADP*
respecto a NAD*Y pero uso preferencialmente NADPH en la direccién
aminativa, la (III} se determind en las mitocondrias y fue especi-
fica para NAD*, estas tres formas no mostraron diferencias en cuan~
to a su pH dptimo que fue de 8.3 para la peaceldn aminativa (NADH)
y de 8.9 para la reaccién desaminativa (NAD¥), tuvieron un peso
mol ecul ar de 300,000 a 350,000, especlficidad de sustrato con

"

respecto al dKG 5 al L-glutamato, distingiéndose estas tres for-

r— e o om

mas de enzima en base a su especf{ficlidad hacia el nucledtido uti-

. l1zado,

En cuanto a la GDH de espinaca existén pocos estudios, Hageman

en 1974 (38) encontré cue la GDH mitocondrial es dependiente de
NADH, mientras que 1a de la fraccién de los cloroplastes es depen-
diente de NADPH; en lJ?S el mismo autor {(13) observd que la ac-
tividad de la GDH en hfjas de espinaca era estimulada por la adi-
cion de mercaptoetanol 0.14 My permanec{a constante hasta una
concentracidn 0.56 M después de la cual decrecia.

En 1972 Lea y Thurman'(39) compararon la GDH mitocondrial con la
cloroplistica de hojas de lechuga y encontraron que la fraccidn
mitocondrial se solubil lzaba por ruptura osmética o'por trata-
miento de congelacibén y de descongelacién, en cambio la cloroplis-
tica s6lo se solubilizaba cuando se trataba con Tritén-X-100.

En calabaza también ha habido pocos estudios, Chou y Splittstoesser
en 1972 (10) aislaron la GDH tanto de la fraccién soluble.como de
la mitocondrial de cotiledones de calabaza y encontraron una mayor
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actividad en la fraccidon soluble, ambas enzimas usaron NAD(H) y

HADP(H) perc el uso de NAD(H) fue el predominante; el pH optimo
para la reaccidn aminativa fue de 8,0, Altas concentraclones de
amonio y de 4KG inhibieron a la cnzima, también fue inhibida por

- EDTA 1.0 mM (96%), 0.1 mM (94%), 0.01 mM la Lnhibié un 90% y 0.N01
mid ug 14%, recuperandose la actividad por la adicldn de Caz+, Mn2+
6 cutt

licos la mitocondrial no lo era. La enzima fue también inhiblda

. Y mientras que 1a GDH soluble era activada por iones meta-

por p-hidroximercuribenzoato y recuperd su actividad por la adi-
cidn de glutatién, deduciéndose con ésto que es una enzima gue
posee grupos sulfhidrilos que son fndispensables para su activi
dad; se le determind un peso molecular de 250,000, Durante la ger-
minacidn las isocnzimas solubles aumentan de 1 a 7 mientras que

en la fraccidn mitocondrial sdlo se ha encontrado una isoenzima

la cual permanece todo el tiempo y ésta fue idéntica a una de las
isoenzimas solubles,

En cuanto a la haba, esta tiene una serie de estudios muy inte-
resantes, Thurman (27) purificé parcialmente a la GDH de plantu-
las y determiné por electrSforesis en gel de psliacrilamida que
habfa 7 bandas, de las cuales 5 eran intensas y 2 débiles. En
1968 Leech y Kirk (5) fueron incapaces de detectar actividad sig-
nificativa de GDH en cloroplastos de hojas de haba, sin embargo
separaron una GDH de origen mitocondrial que utilizaba 'NADY como
cofactor. En 1977 Fawole (40) examiné los cotiledones de 7 varie-
dades de Yi?ié fggg, purificd 49 veces la GDH.-NADY y 6 veces la
GDH--NADP* y determindé un pH Sptimo, para la reaccibén con HADY de
9,2 y para la reaccidn con NADH de 7.5 en tanto que la reaccién
HADPH fue de 6.0; la actividad se encontrd tanto en la fracclidn
particulada como en la soluble en una proporcidn 50:l. las isocn-
zimas de la GDH dependiente de MAD* se examinaron por electréfore-
sls en gel de poliacriamida dando 7 isoenzimas siendo constante
este nlmero durante la germiracién y sdlo hubo una variacidn en
la intensidad de las bandas,
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~En frijol, Suzuki (33) encontrd que la CDH es una enzima exclusi-

vamente mitocondrial, en tanto que Leech y Kirk (5) observaron
que hab{a una GDH dependiente de NADPY locallzada excluslivamente
en el sistema laminar de los cloroplaséos. Por otro lado Lea y
Thurman determinaron dos GDHs en los hipocotilos de frijol, una
en la fraccldon del sobrenadante y otra mitocondrial y por técni-
cas electroforéticas determinaron 7 isoenzimas de la GCDH depen--
dientes de NAD™Y (39),

En cuanto a la alfalfa, en 1973 Nagel y Hartmann (24) encontra--
ron dos patrones de GDH uno esta presente en los cotiledones de

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

de isoenzimas de la GDH se encontrd en chicharo (18,25). La exis-
tencla de tejidos espec{ficos parz las diferentes formas de la
enzima puede estar relacionada con la diferenciacién celular, com-
partamentalizacidn subcelular o funciones fisiologicas, debido a
la gran diferencia en el metabolismo nitrogenado entre la rafz y
los tejidos de almacenamiento durante la movilizacién del nitro-
geno de reserva, Esto’sugiere que la GDH-1I puede estar involucra-
da en procesos anabdlicos mientras que la GDH-I puede estarlo en
procesos catabdlicos, En 1980 los mismos autores (24) purificaron
1520 veces la GDH de semillas (GDH-I) y 92 veces la GDH de rafz
(CDH-I1), encontrando un patrdn de 7 isoenzimas para la GDH-I y

de 4 1soenzimas para Ja GDH-II, este patrén permanecié constante
durante todo el proceéso de purificacion, una i1soenzima era comin
en ambos patrones, el pH éptimo para la reaccion con NADH fue de
8.0 a 8.5 en tanto quﬁ para la reaccién con NAD? fue de 8.5 a 9.5
y varid dependiendo d= la concentracidén de glutamato en el rango
“de 0.02 a 0.22 M este comportamiento fue comiin en ambas lsoenzi-
2+ y fue par-
clalmente inactivada con EDTA y no pudo ser reactivada por la a-
dicion de Ca®?,

mas; la GDH-I mostré tres veces mas actividad con Ca

Nesselhut en 1980 (23) investigd la GDH de remolacha y determind
que era activada por HAD(H) y por NADP(H), can un peso mblecular
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de 260,000 y un pH dptime para la reaccion aminativa de 7.5 a 8.4
y el de la desaminativa de 9.0 a 10.0.

PLANTAS C4 MONOCOT ILEDONEAS Y'DICOTILEDONEAS

llor y Treguna (41 ) determinaron que se encuentra en las mitocon-
drias de las células del mesofilo y en las de la vaina vascular
y que podfa utilizar tanto NAD® como HADPY,

Entre las plantas CQ monocotileddneas que se han investigado es-
té el mafz (Zea mays L.) (11,12,14,28,37,41-46) y Agave americana
(1,15),

Bulen en 1956 (14) purificd y caracterizd a la GDH de hojas de ma-
{z de 35 a 50 dlas de edad; si bien sv purificacién fue parcial
(56 veces) encontrd que el pH optimo de la reaccidén amirativa era
de 8.1; que la enzima era espec{fica para NADY y gque sufrfa una
inhibicién del 35% cuando se le adicionaba p-cloromercuribenzoato
0.0025 M y se reactivaba completamente por la adicidén de glutatidn
a una concentracién final de 0.01 M, estos resul tados indican que
la GDH es una enzima que posce grupos sulfhidrilos esenciales pa-
ra su actlividad,

Posteriormente en 1964 Yakovleva y Kretovich (28) purificaron lé
veces la GDH de rafz de mafz y encontaron dos formds de la enzi--
ma que podian ser léoenzimas. una que Sse encuentra en las estruc-
turas precipitadas a 6,500 g mientras que la otra esté pieSente

en el 1{quido sobrenadante después de centrifugar a 30,000 g, las
dos isoenzimas poscen propiedades fisicoguimicas difercntes ya

que mientras que la forma soluble pasa completamente a través de
la columna de fosfato de calcio, la forma pariicuiada si se retie-
ne en la columna: los mismos autores en 1966 (42) purificaron 86
veces a la CDH de pldntulas de mafz de 10 dfas, separaron la frac-
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cidn 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 {dnica, obtuvieron 5 picos
con actividad, sin embargo no consideraron quc estas 5 fueran iso-
enzimas, sino sdlo consideraron 2 isoenzimas, o sea las que se ob-
tuvieron en el fraccionarmiento con la columna de fosfato de calcio,
la enzima era activa con HADH y con NADH en una relacidn 8:1.

Mis tarde Ritenour (43) estudié la localizacidn de la GDH en hoe«
Jas de malz. usando técnicas de aislamiento acuoso y no acuoso,

y encontrd que el 70% estd 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 mafz de 3 semanas y encontraron
que es una enzima puramente mitocondrial y que es activa tanto
con HADH como con MADPH; Folikarpochkina en 1975 (11) report6

que la GDH de hojas de maiz de 3 df{as de crecimicnto es sensible
a los compuestos quelantes: el EDTA 1 mlM incubado por diez minu-
tos con la enzima inhibid un 40% de la actividad, 4 mM de EDTA
inhibid el 62% y zincé1 a una concentracidon de 0.3% mM la inhibid
el 88% y la pérdida de la actividad dependidé tanto de la tempera-
tura como del tiempo do incubacidn, lo que sugiere que es una me-
taloenzima, ‘ '

En 1969 Yue (37) usando técnicas electroforéticas investigd las
isoenzimas de la GDH Eanto de hojas como de embriones de mafz y
encontré 7 bandas para ambas y detectd cambios en el patraon de
isoenzimas en la presencia dc amonio para la rafz o de la oscuridad
para las hojas. En 1979 Hicklisch (44) también encontrd 7 bandas
de la GDH de rafz de mafz, con un mismo peso molecular de 250,000'
dalfones pero con diferente carga. En 1982 Quetz (45) midid la ac-
tividad de la CDH de rafz dée mafz tantd con MADP* como con NAD® y
compart estas resul tados con la GDH de plintulas, encontrando que
la GOH-NADPH es de 5 4 7 veces més activa en rafz quc en plantulas
y quc la GDH-NADH es de 4 a 5 veces mayor en raflz que en plantu-
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las, ademds observo que la actividad de la GDH-NADH decrecid en

oresencia de nitrsto y lucgo subié al mismo nivel, en cambio en
prencia de amonio aumenta.

Los datos mds recientes que se tienen de la GDH de rafz de mai:
son los de Loyola V., V. H. (12) quien la purificd 144 veces y
realizo estudios ce caracterfzaclidén, encontrando que la GOH era
activa con HADH, HADPH y NAD* (con NADPY también era activa sdlo
que csta actividad se perdid cen el primer paso de purificacion},
la relacidn de activicad NADH/NADPH fue de 5.3 mientras que la
relacién NAD*/HADP* fue de 2.74. E1 EDTA inhibid en diferente
manera la actividad aminativa y la desaminativa a concentraciones
menores de 140 f” v esta concentracion inhibid el 100% ambas ac-

tividades. La recuperacion de la activicad por fones divalentes
2+

después de incubacidén con EDTA fue bastante especifica para Ca®”,

zn2t 2+ La GDH también fue inhibida por p-hidroximercuriben-
zoato y la inhibicién fue revertida por glutation sugiriendo que
uno o mas grupos sulfhidrilos son esenciales para s actividad.
Separd 6 diferentes fracciones de GDH a lo largo del proceso de
e purificacion las cuales muestran actividad con los tres cofacto-
TT€S§ por técnicas de fltracidn en gel obtuvé un peso molecular
de la CDH de aproximadamente 270,000 daltones. Reallzd curvas de
Arrhenius y observd que la actividad aminativa muestra diferqn-
cias fundamentales en su dependencia réspecto de la.temperafura
‘con la actividad desaminativa, pués mientras que la actividad -
desaminativa muestra un muy bien definido punto de ‘quiebre a 46°¢
la actividad aminativa muetra dos, uno a 399C y el otro a 56°C:
el pH 6ptimo pars la reaccidn aminativa fue de 8.2 y para la des-
aminativa fue de 9.2.

Otra planta C“ monocotiledénea investigada es el Agave americana
Ramirez et _al. (46) encontraron que la GDH de hojas de Agave ame-
ricana es mis activa con NADH que con NADPH para la reaccidn ami-

‘nativa y sélo es activa con nap* para la reaccién desaminativa,
los lones divalentes no tienen efecto sobre su actividad, el lni-
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co que la afecta es el Zn%* el cual a una concentracién de 10 mM

inhib16 el 500% de su actividad y esta lnhibicién fue parcialmen-
te reversible por la adicién de EDTA a una concentracidn final de
0.1 mM. Posteriormente este mismo autor (15) estudid los efectos

de algunos reactivos tiol sobre la GDHidcpendiente de NADY de ex-
que el 5,5%'-ditiolbis(2-nitrobenzoato) a una ;onc;ntracién 1.0 mn
suprime completamente la actividad de la enzima y a una concentra-
cién 0.1 mM ta inhibid el 50% y que la inhibicidn de la actividad
de 1a GDH-tADY por este reactivo tiol se recupcra por la adicidn

de: cistefna 2 mM, glutatidn reducido 1 mM § Pmercaptoetanol 10
mH,
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11l MATERIALES Y METODOS

MATERIAL BIOLOGICO

Las semillas de mafz raza Tuxpefo-1 fueron donadas por el CIHMyT,
las semillas, previamente lavadas, se sembraron en charolas con
agrolita, se regaron diariamente con agua con un fotoper{odo de
12 horas, a los 10 dias de edad, las hojas y las rafces se cose-
charon y se congeclaron a -70°C.

Para la obtencidn de anticuerpos contra la GDH de rafz de maiz
s¢ utilizaron tres conejos machos, raza MNueva Zelanda, con un pe-
so promedio de 2.5 Kg.

EQUIPO

Potenciometro, Beckman 3550.

Placas de calentamicnio y agitacién.

Centrifuga, Beckman J2-21.

Centr{fuga, HSE.

Espectirofotometro, Pye Unicam SP-1800 con control de temperatura,

programador de tiempo y graficador.

Colector, LKB 700 Ultrorac con agitador LKB 6520,

Concentrador, Amicon pressure cell (XM-20 membrane under 300
KPa/m® N, pressure). '

Equipo multipor LKB 2117,

Fuente de poder, ISCO,

Espectrofotometro, Carl Zeiss M4 Qlll,

Licuadora, Osterizer,

Bafio de tempecratura constante, Colora.

Balanza analitica, Mettler.
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REACTIVOS

Los reactivos utilizados fueron todos de grado reactivo de las

casas: Técnicas Quimicas, J. T. Baker, Merck, Slgma, Pharmacia
y Whatman,

PREPARACICN DE LAS COLUMNAS

DEAE-SEPHADEX-50 ,
El gel se hinché con agua desionlizada a 0-4°¢C por 24 horas, se
le decantaron los finos, Se equilibrd con el buffer de corrida
y se montd la columna (30 X 2.5 om).

SEPHAROSA AZUL

El gel se hinchd con agua desionizada a 0-4°C por 6 horas, se la-
vo &n un filtro de vidrio de placa porosa para eliminar el per-
servativo del gel. Se montd la columna (24 X 1.5 cm) y se equi-
1ibrd con el buffer de corrida.

SEPHADEX G-200

El gel se hinchd con agua desionizada a 0-4°C por 48 horas, se

le decantaron los finos y se montd la columna (94 X 2.5 cm) evi-
tande que le quedasen burbujas. Una vez montada se équillbré con
el buffer de corrida y se calibré con proteinas de peso molecular
conoclido (figura III.l), para utilizarse en la determinacidn del
peso molecular de la GDH de acuerdo a Andrews (47).

DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE LA GDH-HADH

"La actividad de la GDH-NADH se determind por el método de Joy (il)
con ciertas modificacliones (46). La mezcla de reaccidn contenfa:

Tris=HCl - 100:mM 1.4 ml pH 8.2

aKG’ , 10 mi 0.5 ml pH 7.0
NH,C1 100 mN 0.5 nml
NADH - 160 pM 0,2 ml
Extracto. - © Oulp ml

3.0 m -
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La mezcla de todos los componentes, excepto el NADH, se incubd a

30°C por 2 minutos y después se inicid la reaccién afadiendo el
NADH. Se graficé la disminucién de la absorbancia a 340 nm, se

uso sblo la parte lineal de la grifica. La molarfidad de las solu-
ciones se refiere a la molaridad final, excepto para el tris-HCl.
La velocidad de la reaccidn se expresé como nmoles de NADH trans-
formados por minuto, para lo cual se usd la grifica de calibracién
de la figura (II1.2).

DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE LA GDH-NADY
Para la determinacidn de la actividad de la GDH-NADY se siguid

el método de Loyola V., V. M. (12). La mezcla de reaccidn conte-
nfa:

Tris-HC2 100 mM 1.9 ml pH 2.4
Glu 100 mM e 0.5 ml

NAD* 600 mM 0.2 ml pH 8.0
Extracto 0.4 ml '
Volumen total 3,0 ml

La mezcla de todos los componentes, excepto el NADY, se incubd

a 30°C por 2 minutos y después se inicié la reaccidn afadiendo

el NADY. Se graficé el incremento de la absorbancia a 340 nm.

Se usd s6lo la parte lineal de la grafica. la molaridad de las
soluciones se refiere a la molaridad final, excepto.para el Tris-
HCl. La velocidad de la reaccidn se expresd como nmoles de NAD*
transformados por minuto, para lo cual se utilizd la grafica de
calibracién de la figura (III.2).

PURIFICACION DE LA GDOH DE RATZ DE MAIZ
1) Las rafces se congelaron a -70°C por 3 & mis horas.

2) El tejido congelado se molid en un mortero hasta convertirlo
en un polvo muy fino, el cual se dejo descongelar,
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Una vez descongelado el tejido pulverizado, se le -adiciond el
buffer de extraccion (Tris-HCl 50 mM, CaCl,.2H,0 1 &M, mercap-

. toetanol 5 mM, pH §.2) en una relacién 1:2.5 peso en volumen

4)
5)

6)

7
8)

9)

10)

11)

y 5% {p/p) de polivinilpirrolidona.

La mezcla se homogenizo por 2 mlnutos en una licuadora.

€l extracto obtenido e¢n el paso anterior se pasé por dos ca-
pas de miraclot.

El filtradoe se centrifugé a 14,000 xg durante 30 minutos en

el rotor JA-20 en la centr{fuga J2-21.

El extracto crudo del pasu anterior se calentd en bafio maria

a 60°C por 10 minutos en fracciones de 100 .ml y a cuntinuacidn
se enfrib a 0-4°C,

El extracto se centrffuga a 14,000 xg durante 30 minutos en
el rotor -JA-20 cn la centrifuga J32-21.

El sobrenadante se puso en contacto con 3/4 de la resina con-
tenida en una columna de DEAE Sephadex; después, a través de
un filtro poroso se filtrd y se lavé con el buffer de extrac-
cion adicionado con KCI 0,05 M.

Se montd 1/4 de la columna sin enzima y a contlnuacién se mon-
to el resto de la columna con el gel que contenfa la enzima.
Se eluyd la enzima por incremento de la fuerza lénlca; apli-
cando gradientes de 500 ml c/u, desde 0.05-0.1 M, 0.1-0.15 M,

" 0,15-0.2 M, 0.2-0.25 M hasta 0.25-0.3 M de KCl disuelto en el

12)

13)

14)

15)

mismo buffer de extraccidn.

€l primer plco que eluyo de la columna de DEAE Sephacex fue
el que se siguid purificando. Se concentrd por precipitacidn
con (NHA)Z al 70% de saturacion.

£l precipltudo anterior se redisolvid en el buffer de extrac-
cibén, se dializé contra el buffer de extraccion todo el fin
de semana, corn cambios de buffer cada 24 horas.

El dializado se aplicd a una columna de afinidad (Blue-2-5e-
phadex CL-6B), se lavd la columna con el buffer de extraccion

Y luego se aplict HAD* 1 mM disuclto en el mismo buffer de

extraccion,
El pico que eluyd con el buffer se concentrd y dializd como
lo indican los pasos del 12-13,
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Se hicieron varlas purificaciones y cuando se contd con apro-

ximadamente 1.0 mg de protelna ce liofilizd.
Todos los pases de purificacion se realizaroen entre 0-b°C.

PURIFICACION DE LA GDH DE HOJAS DE MAIZ

1)
2)

3)

4)

5)

Las hojas se congelaron a -70°C por 3 & mis horas.

El tejido congelado se molid en un mortero hasta convertirlo
en un polvo fino, el cual se dejo descongelar.

Para eliminar las interferencias debidas a fenoles, acidos
grasos y demds componentes presentes en las hojas, se obtu=-
vicron polves de ‘cetonas segln el método de Garcia-Peregrin, E.
et _al. (48) con clertas modificaciones:

Una vez descongelado el tejido pulverizado se le adicicnd ace-
tona (acetona a -40°C, mercaptoetanol 14 mM) en una relacion
1:10 peso en volumen,

La mezcla se homogenizd por 1 minut> en una licuadora a alta
veloclidad.

El homogenizado anterior se filtrd a través de dos capas .de

" miraclot,

)
7)
8)
9)

10)

11)

Se repitieron los pasos 3-5, con excepcldn de que se liclo a

velocidad medla, hasta que el licuado fue lo mas transparente
posible. ' ' ,

El picclpltado anterior se lavé.con acetona (acetona a ~40°C,
mercaptoetanol 14 mM) hasta que el filtrado fue totalmente
transparente.

Se dispersd el polvo sobre un papel y se dejd secar por varias.
horas a temperatura ambiente.

Los polvos de cetona se congelaron a -70°C por 3 & m3s horas.
Los polvos de cetonas congelados se molieron en un mortero
hasta convertirlos en polvos muy fines, los cuales se dejaron
descongelar.

Una ves descongelado el tejido pulverizado, se le adiciond el
buffer de extracclan (Tris-HCl 50 mit, CaCl,. 2H,0 1 mM, mercap-
toetanol 5 mM, pH 8,2) en una relacidn 1:2.5 (p/v), 5% (p/p)
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de polivinilpirrolidona y se le adiciond inhibidor de proteasas.

12) La mezcla se homogenizd por 2 minutos a velocidad mixima en la
licuadora. .

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

14) €)1 filtrado se centrifugd a 14,000 xg durante 30 minutos en
el rotor JA-20 en la centrifuga J2-21.

15) El extracto anterior se concentrd usando el equipo Amicon
pressure cell (XM-20 membrane under 300 KPa/m2 N, pressure).

16) E1 concentrado se aplicd a una columna de DEAE-Sephadex pre-
viamente equilibrada con el buffer de extraccion, y se eluyd
la enzima por incremento de la fuerza idnica, aplicando gra-
dientes de 500 ml c¢/u de KCl desde 0.05 hasta 0.3 M de KCI,

17) E1 primer pico (el de mayor actividad) se concentrd, lavd.y
se concentrd de nuevo, con el equipo Amicon. )

18) Una vez concentrado el primer pico, se aplicd a una columna
de afinidad (Blue-2-Sephadex CL-6B) de 24 X 1.5 cm, se lavd

~la columna con el buffer de extraccidn y luego se aplicd NAD*
1 mM disuelto en el mismo buffer de extracciodn.

19) El pico eluido con el buffer de extraccidn adicionado de NADY
"1 mM, se concentrd, lavd y se concentrd usando el equipo Ami-
con.

' 20) El pico anteriormente concentrado se aplico en una columna de
Sephadex G-200 y se eluyd la enzima coﬁ el buffer de extrace
cton, '

21) El pico de enzima del paso anterior se concentrd usando el

equipo Amicon, la enzima se congeld a -70°, para posteriores

estudios de caracterizacidn. .

Todos los pasos de purificacidén se realizaron entre 0-4°c,

**% En los paso$ 14-21 se determing proteinas_y actividades de

la GDHK,

DETERMINACION DE LAS PROTEINAS
Para la-cuantiflcac15n de las protefnas se utilizd cl método de

Petcrson (49), utilizando ASB para la grSflcarde calibracion, Fi-
‘gura 1I1.6s '
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CARACTERIZACION DE LA GDH DE HOJAS DE MAIZ

DETERMINACION DEL pH QPTIMO PARA LAS REACCIOHES GDH-HADH Y GDH- .
. .

NAD

Se determind la actividad de la COH-HADH y GDH-NADY como se des-

cribié anteriormente, con excepcion de que el pH del buffer Tris-

HCl se ajustd a difercntes pHs entre 7.0 y 10.0, y se graficéd la

velocidad de la GDH contra el pH.

CURVA DE ARRHENIUS

La determinacién de la actividad de la GDH-HKADH vy GDH-NADY se
realizd como se dijo anteriormente, excepto que se fue incubando
a diferentes temperaturas y cuando la celda y su contenido lle-
gaban a la temperatura deseada se iniciaba la reaccidn con la
adicidn de NADH & NAD*, cuando se querla medir la actividad de

la GDH a temperaturas mayores de SOOC, para evitar desnaturaliza-
.cidn previa de la enzima se adiciond la enzima hasta que los de-
.mas componentes y la celda llegaban a la temperatura desaeda, se
graficé el log de la velocidad de la GDH contra 1/T %k,

EFECTO DE LA GDH DE HOJAS DE MAIZ FRENTE A DIFERECNTES 10MES
DIVALENTES

2+ 2+ 2+
Los fones ensallados fueron: Ca®", Co® ', Hg

R Niz*, y 2n%*, se
siguid el mismo procedimiento descrito para la medici6h de la ac-
tividad de la GDH-NADH y de la GDHeNAD™ con excepcidn de que el
bufter Tris-HCl contenfa por separado cada unc de los iones a

tal concentracidn que en el volumen total (3 ml) diera una con-
centracién de 1 y 10 mM de cada uno de los {ones,

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

£1 efecto del EDTA en la actividad de 1a GDH se determind cn las

dos direcciones como se describid anteriormente; el E£DTA se ensa-
yd a dos concentraciones 1 y 4 mM, ¢l buffer Tris-HCl lo contenia
a manera de dar esa concentracion en el volumen final (3 ml).
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EFECTO DEL Caz+ EN LA ACTIVIDAD DE LA GDH INHIBIDA POR EDTA
Después de fnhiblda la actividad de la GDH-NADH por EDTA 1 mM,

se adiciond en la misma celda Caz+ a4 manera de dar una concentra-
cldén final 1 mM, se aglitd la celda y se determind nuevamente la

actividad de la GDH-NADH,

OBTENCION DE ANTICUERPOS CONTRA LA GDH DE RAIZ DE MAIZ

Para la obtencion de anticuerpos contra la GDH de ralz de mailz

se utilizaron tres conejos machos, raza Nueva Zelanda, con un pe-
so promedio de 2.5 Kg; un conejo se Iinoculd con GDH de bovino,

un segundo conejo con alblmina sérica bovina {ASB) y un tercero
cen GDH de ralz de mafz, los dos primeros sirvieron como contro-

les del esquema de inmunizacidon para la obtencidn de los anti-
cuerpos.

A los tres conejos se les inoculo en total alrededor de 1.0 mg

de protelna, sdicionado de adyubante completo de Fround en una
proporcidon 1:3. €1 esquema de inmunizacidn consistid en dos ino-
culaciones con una diferencia de 15 dfas; a los 10 dlas de la se-
gunda inoculacidn se sangraron los conejos y se hizo una prueba

de precipitacidn por capilaridad. A los 13 dfas de la segunda ino-
culacién se realizd una sangrfa total en los tres conejos.

ANTIGENICIDAD DE LA GDH DE RAIZ DE MAIZ FRENTE A LA GDH DE HO0JAS
DE AIZ, GDH DE BOVINO Y ALBUMINA SERICA BOVINA.

Se usd la técnica de Laurel1 fnmunoelectroforesis en cohete, este
es un méetodo cuantitativo por medio del cual se puede determinar
la concentracibn de una protefna en una muestra, el método es ré-
pldo y reproducible. '

PROCEDIMTENTO:

12 nl de agarosa al 1.2% se calentaron en bafio marfa a 90%C hasta
completa fusidn, se enfrid hasta 55°, se adiciond un volumen ade-
cuado del suero correspondiente a manera de obtener el precipitado
en forma de cohete de buen tamafio y lo mis claro posiblq:vpste VOnm -
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lumen fue: para el suero contra AS8 de 0.5 ml, para el suero con-

tra COH de bovino de 0,2 ml y para el suero contra GDH de ralz de
malz de 2.0 ml; se agitd y se aplicd a una placa de 8.5 X 9.5 cm
previamente nivelada, se enfrid en el refrigerador por 10 minutos,
a lo largo de una orilla del gel se perforaron 8 pozos de 2.5 mm
de diametro y con capacidad para S pl, la muestra protefca se in-
trodujd dentro de los pozos, los primeros 5 pozcs contenfan al an-
tigeno correspondiente al anticuerpo dcl 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 GDH de bovino fue
‘des 0.9090, 1.666, 4.0, 5.0 y 10.0 mg/ml y para la de GDH de ralz
de mafz fue de: 0.000418, 0.00418, 0.00836, 0.06966 y 0.209 mg/ml.
las graficas de callbracidn para estos tres sueros se muestra en
las figuras I11.3, III.4 y II1.5; los otros tres pozos contenfan
los problemas a una concentracion medla de los ant;genos esto es
para la placa de ASB fue de 0.196 mg/ml, para la de GDH de bovino
fue de 4.0 mg/ml y para la de CDH de rafz de mafz fue de 0.000836
mg/ml, se corrieron las placas por electréforesis a 10 voltios por
cm por 3 horas, se formo un precipitado en forma de cohete.y la
cuantificacidn del antigeno se basé en la medicidon del tamado o
area del precipitadofh
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IV RESULTADOS Y DISCUSION

Se purificd la GDH tanto de ralz como de hoja de maiz siguiendo
los procedimientos indicados en métodos.

El objetivo de la purificacidn de la GDH de ralz de mafz, fue el
de obtener anticuerpos contra la GDH de rafz y compararla fnmuno-
logicamente con la GDH de hojas de malz.

El objetivo de la purificacidon de la GDH de hojas fue el de obt-
tener datos acerca de su caracterizacion y comparar estos datos
con los obtenidos por Loyola V., V. H. (12) en GDH de ralz de mafz.

En la tabla IV.l y IV.2 se muestran los resultados obtenidos en la
purificacion de la GOH de hojas de mafz, tanto en rendimiento como
en veces de purificacidn usando NADH y NAD' respectivamente.

En la tabla IV.3 se muestran las actividades espec{ficas de los
extractos crudos de la GDH de ralz y hojas de maiz, usando tanto
NAOH como NAD®,

Cuando se compararon las actividades especificas en los extractos
crudos de la GDH de ralz con los de GDH de hojas, la actividad es-
pecifica de 1a GDH-NADH fue 8.82 veces mayor cn ralz gue en hoja

y 1a actividad espec{fica de la CDH~-NAD* fue 27.36 veces mayor en
ralz que en hoja, esto sugiere que hay una mayor actividad metabo-
lica para los compuestos nitrogenados por esta via en raiz que en
hojas. Quetz (45) encontrd que la actividad de la GDH-NADH era de
4 a 7 veces mayor en rafz que en hojas de mafz.

Por otro lado la rqlacléh entre las actividades GCDH-NADH/GDH-NAD*
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en rafz fue de 6.19 y en hoja fue de 192.2, lo que suglere que la
GDH de hojas de malz esta mis Involucrada en procesos anabdlicos
en comparacidn con la GDH de rafz de malz, segin comparaciones rea-

lizadas con las actividades espec{ficas de los extractos crudos en
ambos tejidos.

PURIFICACIOH DE LA GDH DE RAIZ DE MAIZ

Cuando el extracto crudo de la GDH de rafz se pasd a través de la
columna de DEAE-Sephadex se obtuvieron 3 diferentes picos con ac-
tividad como se puede observar en la grdfica de la figura IV.l, es-
tos picos eluyeron a 0,15, 0,19 y 0.23 M de KCl., Posteriormente el
plco D=1 que fue el mis abundante, se pasé a través de la columna
de Sepharosa azul, y se obtuvieron 2 fracclones: una que pasd y o«
tra que se retuvo en la columna, sicndo mayor la fraccidn que pasd
a través de la columna, esta fraccion denominada D-]1A), fue obte-
nida de varias purificaciones hasta reunir aproximadamente 1.0 mg
de protefna. La fraccién D-1Al se llofiliz6 y se aplichd a un conejo
para la obtencidn de anticuerpos, como se explicOd en métodos. Estos
datos de purificacidn fueron simjlares a los obtenlidos por Lovola
V. Vo M, (12); y no concuerdan con los encontrados por Yakovleva

y Kretovich (28) quienes purificaron parclalmente a la GDH de rafz
.de maiz y reportaron que obtuvieron ¢ lsoenzimas por el fracclona-
miento que efectuaron en una columna de CaHPO“.ZHZO. sin conside~
rar que cada uno de sus picos se fracciond nuevamente en una cclumna
de DEAE dando un total de 5 pices; Nicklisch (44) determind 7 Iso-
enzimas para la GDH de rafz de malz.

PURIFICACION DE LA GDH DE HOJAS DE HAIZ

El extracto crudo de la GDH de hojas de malz se fracclond en una
columna de DEAE-Sephadex obteniendose 7 diferentes picos con acti-
vidad (D-1, D-2, D-3, D-4, D-5, D=6 v D-7) (figura IV,2) que elu-
yeron entre 0.1 y 0.3 M de KC1, Cada uno de ellos mostrd actividad
tanto con NADH como con NAD'. Este fraccionamiento de la GDH de ho-
Jas es diferente al encontrado en la GDH de ralz,_observandose des-
de aquf diferenclas significativas en cuanto al patron de iscenzi-
mas.
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Un 45% de actividad se determind en el primer pice (D-1), medida

con NADH, Este pico se purificd nuevamente en una columna de Se-
pharosa Azul, obteniendose una sola fraccion que se retuvo en la
columna y que eluyd con NADY 1 mM, sugiriendo con esto que es una
ispenzima con aflnidad por NAD*, este pico se deslgnd como D-1A2,
filgura IV.3. Esta afinidad por el cofactor es diferente a la GDH
de ralz, ya que en esta la mayor parte de la enzlma pasd por la
columna y una minorfa (el 15%) se retuvo.

“Finalmente el pico D-1A2 se filtré a través de la columna de Se-
phadex G-200 por la que previamente se hablan pasado protelnas de
calibracidn, como muestra la grifica de calibracidon de la figura
111.1, Obteniendose un peso molecular de aproximadamente 260,000
daltones. La grafica de elusidn del pico D-1A2G se muestra en la
figura IV.4, Con esta fraccidon se realizaron los estudlos de carac-
terlzacidn de la GDH de hojas de mafz. Loyeola V., V. M. (12) por
esta misma técnica de cromatograffa de filtracidn en gel, determi-
nbd un .peso molecular de aproximadamente 270,000 daltones para la
GDH de rafz de mafz. .

En las tablas IV.l y IV,2 se muestran los resultados obtenidos en
la purificacidén de la GDH de hojas de mafz, t3ante en rendimiento
como en veces de purificaciﬁn, usando NADH v nap*t respectivamente,
La fraccidn D-1A2C de la CDH de hojas de malz sc purificd 341 ve-
ces, en comparacidén con el trabajo de Bulen (14) quien la purificd
56 veces y sdlo separé una Isocenzima.

ESTUDIOS DE CARACTERiZACION DE LA GDH DE HOJAS DE MAIZ

EFECTO OE LA TEMPERATURA Y £L pH SOBRE LA ACTIVIDAD DE LA GDH

Se ensayd ¢l efecto de la temperatura en las activldades GDH-NADH
{figura IV.5) y GDH-QAD* (figura IV.6). Las graficas de Arrhenius
mustran claramente diferencias significativas en su dependencia
respecto 8 la temperatura, ya que la reaccion GDH-NADH muestra dos
puntos de qulebre uno a 25 y otro a 47°¢ y la reaccidn CDH-NAD*
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muestra s&lo uno a los 48°C, en cuanto a las energias de activaci-

on para la reaccién aminativa se obtuvieron de 10 a 25°C una ener-
gfa de activaclidén de 26.1 kilocalorfas/mol, para la de 26 a 47°C
fue de 7.2 kilocalorfas/mol y para la reaccidn desaminativa la
enetgia de activacién de la reaccion entre 10 y 48°C fue de 10,7
kilocalorfas/mol y la de 49 a 76°C fue de 2.4 kilocalorfas/mol.
Loyola V., V. M. (12) determind el efecto de la temperatura en la
CDH de rafiz de mafz, cncontrando que la reaccion aminativa muestra
dos puntos de qujebre uno a 39 y el utro a 56°C mientras que la
desaminativa muestra sdlo uno a 456°C.

--------

se encontrd que la actividad de la GDH-MADH muestra un pH dptimo
de 8.2 (figura IV.7), en tante que para la reaccion GDH-NAD™ el
pH bptimo fue de 9.0 (figura IV.8). Estos valores son simflares a
los ‘encontrados por Loyola V., V. M, (12) en ralz de malz, por
King y Yung-fan (22} en cotiledones de soya, en alfalfa (24), en
remolacha {(23), hojas de malz (14), Sin embargo estos valores de
pH varlan en otras plantas como chfcharo: Yamasakl y Suzuki (21)
determinaron un pH optimo de 7.5 para la reaccion aminativa y de
10,0 para la desaminativa en plantulas de chfcharo, Pahlich y Joy
{2) determinaron un pH optimo de 8.0 para ambos sentidos de la GDH
de rafz de chicharo.

EFECTO DE DIFERENTES IONES DIVALENTES SOBRE LA ACTIVIDAD DE LA
GOH DE HOJAS DE MAIZ
. Se determind el efecto de CaZ*, MgZ*, NiZ*, 2n2* y Co%”® en la ac-
tividad de 1a GDH-NADH y GDH-NAO+, las concentraciones ensayadas
de los diferentes ifones fueron 1 y 10 mH., Cada ién se {ncubd por 10
minutos a 30°C con 12 enzima. Se obtuvieron los datos que se mues-
.tran-en el ‘histograma de la figura IV.9, el io6n que tuvo un_mayor
éfecto activador sobre la GDH fue el Caz*'que a una concentracidn

1 mM tuvo una actividad .aminativa de 103% y una actividad desamina-
tiva de 181,98%, luego siguid el Mgz*‘que a una concentracion 1 mM
se 9Qserv6 una actividad aminativa de 105,83% y una actividad desa-
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minativa de 114.0%. E1 Ni%* 1 mM inhiblid la reaccidn aminativa en

un 43%, en tanto que la desamipativa tuvo una actividad de 111.7%.
‘€1 Zn2* tamblén inhibid la reaccién aminatlva en un 65.3% y la ac-
tividad desaminativa tuvo una actividad de 112%, £l Coz’ 1'mM inhi-
bl la actividad aminativa en un 13% e iInhibid completamente la ac-
tividad desaminativa. Garlan y Dennis (9) encontraron un maximo de
actividad de la GDH extraida de tallo de plantulas de chicharo con
Ca 1.0 mM, Znt 0.2 mi; Joy (L&) encontrd que el zn? juega un
papel importarnte en la requlacion de la actividad de la GDH ya que
a bajas concentraciones causaba un aumento en la actividad de la
GDH~-NADH y a altas concentraciones la inhibia; por otro lado tam-
bién 1a activaban Ca’* 2+ 2+

y U™, en tanto que Hg casi no la alte-

ve 999!&9959 los iones divalentes no tienen efecto sobre su acti-
vidad, el (nlco que la alteraba era el In 2+ el cual a una concen-
tracidn 10 mM la fnhibfa el 50% y Pahlich (16) observé que la GDH

extralda de plintulas de chicharo era fuartemente inhibida por 2a®*,

EFECTO DEL EDTA FRENTE A LA GDH DE HOJAS DE HMAIZ in _vitro

La fraccidn D-1A2C fue ensayada a dos concentraciones de EDTA 1 y

4 mM y a dos tiempos de incubacidon 5 y 10 minutos, los resultados

se muestran en el histograma de la figura IV.10 observandose un ma-
yor efecto inhibitorio de la actividad de la GDH-NADH a una concen=
tracidn de 4 mM de EDTA tanto con 5 como con 10 minutos de incuba-
¢lén siendo la Inhibicidn del 76.2%. A una concentracion de 1.0 mi
de EDTA y 5 minutos de incubacion tan sdélo se {nhibid 52.5% la ac-
tividad, mientras que con 10 minutos de 1noubacion la lnhibicidn fue
del 60,3%. EL EDTA a estas concentraciones y tzempos de incubacion
no tuvo efecto sobre la actividad de la GDH- NAD*{ Pahlich y Joy (2)
determinaron que el EDTA 1 mM inhibid la actividad dependiente de
NADH en un 70% y la dependiente de NADY en un 20% de la GDH extrai-
da de rafz de chicharo; Carland y Dennis (9) encontraron que el EDTA
0.025 mM inhibla la reaccidn aminativa un 57% de la GDH.extraida de
tallo de plintulas de chicharo; Chou y Splittstoesser (10) purifi-
caraon la GDH de cotiledones de calabaza y observaron. que la activi-
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dad ‘de 1a GDH-NADH era inhibida por 'EDTA: que a una concentracion
1.0 mM la inhibfa un 96%, a 0.1 mM un 94%, a 0.0l mM un 90% y a
0.001 mM la inhibfa un 14%; Polikarpochkina (l11) reportd que la
GDH de hojas de maiz era sensible a los compuestos quelantes: el
EDTA 1.0 mM incubado por 10 minutos con la enzima inhibfa un 40%
la actividad GDH-NADH y 4 mM de EDTA la inhibla un 62%; Loyola V.,
V. M. (12) observd que el EDTA no afecta de la misma manera las
dos actividades de la GDH de raiz de mafz, si bien finalmente ob-
tuvo el 100% de. imhibicidn para ambas actividades con 130 yH de
EDTA y 2 minutos de incubacién,

EFECTO DEL Caz+ EN LA ACTIVIDAD DE LA GDH INHIBIDA POR EDTA
Después de que el EDTA 1 mM se incubd por 10 minutos con la enzima
libre de Ca2+, se midié la actividad de La GDH-NADH y dib un 67%
de inhibicidn, se adiciond en la misma celda calt a dar una con-
centracion final de 1.0 mM, se recuperd parcialmente la actividad
pués sdlo quedd inhibida un 20.05% de la actividad de la GDH-NADH
como se puede observar en el histograma de la figura IV.1ll, Chou

y Splittstoesser (10) observaron también que la actividad de la GDH
inhibida por EDTA se recuperaba por la adicidn de idnes divalentes
" como Ca2+, Mnl* o por cu?*; Loyola V., V. M, (12) observd que la
GDH de raiz de malz después de ser inhibida por EDTA recuperaba

la actividad por la adicion de iones divalentes y que en un rango
de 60 a 70 pM recuperaba la actividad aminativa en un 100%, mien-

2+

tras que Mg solo recuperaba el 40% de la actividad a concentra-

clones tan elevadas como 1,500 yH; sin embargo la actividad desa~-

minativa si se recuperaba con Mg2+ a bajas concentraciones.

‘ Chmo se puede observar la GDH de hojas de malz responde en forma
diferente en los sentidos de la reaccion que cataliza, desde sus
" efectos frente a diferentes iones, curvas de Arrhénius, efectos
frente al EDTA, hasta pH optimos; estos datos sugieren que las
reacclones de ida y vuelta tienen requerimientos conformacionales
difeientes, para la enzima que cataliza.
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Shatilov, V and Sund, H. (50) realizaron un estudio de la GOH

portando que el PHMB a concentraclones-menores de 5 mM afecta‘so-
1o la reaccion desaminativa de la GDH y que esta inhibicidn es
significativamente reversible por la adicidn de ditiotreitol; la
GDH es estable en urea 4 mM, pero sf se le afladen los substratos
ocurre una irreversible lnactivacidn de la enzima en 1-2 minutos.
Por lo que concluyeron que la enzima exhibe un equilibrio entre

3 conformaciones. Una confarmacion (D) que reacciona con PHMB y
es inducida por Glu adicionado de NAD+, m}entras que 4&KG adicio-
nado de NADH induce una conformacidn (A) no accesible a este reac-
tivo -SH, v en la ausencia de substrato existe una cohformacién
(N) la cual es significativamente diferente de (D) y (A) y es ade-
mis mis estable en la presencia de urea.

A(i:::to Las transiciones conformacionales
QKG+NADH.\\\N4¢7 Glu+NAD* de 1a GDH de Scenedesmus acutus ex-
plican;
1) Que las conformaciones (A) y (D) se pueden obtener de la con-
formacion (N) y viceversa, :
2) La reaccidn con PH!B puede ser reversible por ditiotreitol.
3) De acuerdo con el necanismo de reaccidn, (A) y (D) estan en

equilibrio,

Este estudio del metabolismo nitrogenado en rafz y hoja de malz,
ayudari a una mayor coumprension de la fistologfa y bioquimica de
la planta, Estos conocimientos pgrmltirén abanzar en las Investi-
gaciones conducidas a la obtencidn de mutantes, adaptabilidad, fo-
tovegetativos, etc.,, que optimicen.la produccion agricola de este
"alimento tan Importante tanto para el hombre como para los anima-
les.

Pero alin falta mucho por saber, pues ademis de contar con pocos.
estudlos estos muchas veces se contradicen.
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Para tal fin que ée pretende alcanzar seria precisou:
Saber sl el numero de isoenzimas varia con la edad de la planta y
sl alguna o varias permanecen constantes durante su crecimiento,
para saber cual isoenzima es la mds importante y como obtener mu-
tantes en base a esta.
Si realmente se trata de conformeros o son mezclas de verdaderas
lsoenzimas. .
Que relaciones tiene con la GDH animal ya que esta (ltima ticne
muchos estudios y serfa facil llegar a conclusiones.
Mas variables que la afectan.
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MAIZ, COH DE BOVINO Y ALBUMINA SERICA BOVINA

Los resultados de los ensayos inmunoldgicos realizados por la téc-
nica de Laurell son los siguientes:

1)

Placa: 12 ml de agarosa + 2 ml de suero contra la GDH de ra-
{2 de malz, tamafio de la placa 8.5 X 9.5 cm, area de la pla-

ca 8,075.mm2.

Antigeno: Solucidn stock de 0,418 mg/ml de CDH de raf{z de ma-
iz,

Pozo Concentracldn del Tamaiio del cohete Area del cohete
antigeno (mg/ml) (mm) (mm®)
1 0,000418 -an .
2 0.00418 . -
3 1 0.00836 .- .-
"4 0.06966 20' 5.0
%S 0.209 . 40 10.0
é COH de hojas . --- caa
7 ‘GOH de bovino - T aed
'8 ASB L - -
El titulo del suero fue:

% 0,209 mg =~=-e-- 1,0 hl _ (Concentracién del antigeno)

X  =e-e-- 0,005 ml (Capacidad del pozo)
X= 0,001045 mg
0,001045 mg <----- 10,0 mm®
X <---- 8,075 nm°
X= 0.8438 mg ‘
0.6438 ng e----~- 2,0 ml de suero
X emew-= 1,0 ml de suero

X= 0.4219 mg de protefna de GDH de ralz de mafz que
hay en_bdda ml de suero contra la GDH de railz de
mafz.
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La GDH de rafz de malz es antigenicamente diferente a la GDH de

hojas de mafz, a la GDH de bovino y a la ASB. La grifica de cali-
bracion se muestra en la figura IJI.5 v la placa se muestra en la
grifica de la figura IV.l2.

Estos datos sugieren que la GDH de rafz y la CDH de hojas de malz
tienen diferente origen genetico ya que no cruzan inmunologicamen-
te. Pahlich, et_al. (36) obtuvieron anticuerpos monoespec{ficos
contra la principal banda de actividad de la GDH de plantulas de

" ch{charo, para compararla imnunologicamenye con las otras bandas

y observaron que todas contenfan los mismos determinantes anti-
genicos en cambio, cuando la compararon con la GDH-HADP™ de hoga-
do de res y con la GDH-NADP® de Candida utilis funa levadura} no
hubo cruce por lo que no mostraron relacion seroldgica, debldo
probablemente a que los anticuerpos obtenidos eran de GDH especf-
ficos para NADY,

2) Placa: 12 m} de agarosa + 0.2 ml de anticuerpos contra la GDH
de bovino, tamaido de la placa 8.5 X 9.5 cm, area de la placa
8,075 mmz.

Ant{geno: solucion stock de 10 mg/ml de GDH de bovino.

Pozo Concentraclon del Tamafio del cohete Area del cohete

antigeno (mg/ml) (mm) (mm?)
1 .0.9090 ; 5.0 12,50
2 1.6666 7.0 17.50
3 4.0 13.0 32.50
4 5.0 17.0 . 42,50
5 10.0 30.0 75.00
6 GDH de hoja .- R
7 GDH de ra{:z —— .
8 ASB - -

€1 t{tulo del suero fue: .
¥ 4,0mg =------ 1,0 ml (concentracion del ant{geno)
X ceeces 0.0G65 ml (capacidad del pozo)
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.

X= 0.02 mg

0,02 mg <--==-- J2.50 mmz
S 8,075 mm?
X= 4,962 mg

4,969 mg =~~-=-==- 0.2 ml de suero
X -====w= 1,0 ml de suero
X= 24,84 mg de GDH de bovino son equivalentes a
cada ml de suero contra la GOH de bovino.

Como muetran los resultados de 1a placa de la figura IV.13, la
GDH de bovino es antigenicamente diferente a la GDH de hojas de
maiz, a la GDH de rafz de mafz y a la ASB. En la grafica de la
tigura III.4 se muetra la grifica de callbracidn de los resulta-
dos de esta placa.

3) Placa: 12 ml de agarosa + 0.5 ml de suero contra la ASB, tama-
fo de la placa 8.5 X 9.5 cm, area 8,075 -

Antigeno: solucion stock de 10 mg/ml de ASB,

Pozo Concentraclon del Tamafo del cohete Area del cohete

antfgeno (mg/ml) (mm) (mm?)
2 0.0990 . 65 162.5
2 0.1315 * - 85 212.5
3 0.1960 s 110 225.0
4 0.3846 . 190 475.0
5 0. 9090 o 310 775.0
é GDH de bovino --- ==
7 GDH de rafz --- e
8 CDH de hoja , ae- “.e

El t{tulo del suero fue:
£ 0.196 mg ------ 1.0 ml (concentracion del antigeno)
X cees== 0,005 ml (capacidad del pozo)
X= 0.00098 mg
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0.00098 mg ------ 225.0 mm°
X —eee-- 8,075 mm%
Xz 0.0351 mg
0.0351 mg ------ 0.5 ml
) S 1.0 ml

X= 0,0703 mg de ASB equivalen a cada ml de suero
contra la ASB,

Como muetran los resultados de la figura IV.l4 la albimina serica
bovina es antigenicamente diferente a la CDH de ralz de malz, a
la GDH de hojas de mafz y a la GDH de bovino. La grifica de cali-
bracion se muetra en la figura III.3.
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V. CONCLUSIONES

Existen 7 isoenzimas de GDH en hojas y sdlo 3 en ralz de malz,
tomando en cuenta su fraccionamiento en una columna de OEAE-
Sephadex.

La GDR aminativa v desaminativa de hojas de mafz, son diferen-
tes formas estructurales & conformacionales.

La CDH de hojas se parece a la GDH de ralz de mafz en: el pH
Sptimo, efecto de los. fones, y sus curvas de Arrhenius para
ambas actividades,

La GDH de ho}as es diferente a la GDH de ralz de malz en cuan-
to a su efecto quelante con el EDTA y sus determinantes antf-
genicos,

€l peso molecular de la CDH de hojas d@ mafz fue aproximada-
mente de 260,000 daltones y el encontrado por Loyola V., V. M,
(12) en ralz de malz fue de 270,000 daltones.
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100.0

Concen-
traclon
del c¢x-
tracto

58,0

224,2

13,009

1,064,464

61.74

210.6

83.95

Concen-
trado

del plco
D-1

12.55

4009

5,031

644 .8

8.1

621.,7

8.6

32.46

Concen-
trado
del plco
D-1A2

14.1

100.9

1,422

0.0]

15,016,8

207,17

2.17

Concen-
trado
del pico
D-1A2G

133.9

1,272

5.43

20,665.7

341 .0

8.2

TABLA IV.l, Purificacidn de la GDH de hojas de mafz scgnlda con NADHM,
El pico D-1,« Es ¢l primer pico de actividad que cluyo de la columna de DEAE Sephadex.
€l pico D-1A2.- Es ¢l pico con actividad que oluyo de la columna deSepharosa azul.

€l plco D-1A2G.- £s cl plco con actlvidad que eluyd de la columna de Sephadex G-200,



Paso de
purifi-
caclon

Volu-
men
(ml)

Actividad

Actividad
total
nM NADH/min

Protelnas

yq/ml

Protefnas
totales
(mg)

Actividad
espec{fica

MM _HADH
mIn~/ ™

Veces de
purlfica-
cibn

Rendimien-
to
(%)

Extracto

crudo

300.0

2,69

807.0

4.6

24,4

3.7¢6

1.0

100.0

Concen-
tracion
del ex-
tracto

58.0

8,07

468.3

1,066.6

61,74

43.77

11,62

58.02

Concen-

trado

del plco
D-1

12,55

18,3

229. 6

644.,8

8,1

28,38

28.45

Concen-
trado
del plco
D-1A2

14,1

13.7

193,37

6,72

0.01

2,038,69

541 ,6

23.93

Concene -
trado
del plco
D-1A2G

2.5

10. 6

100,42

5. 43

0.05

1,946.59

%17.15

12,44

TABLA IV,2, Purliflcaclidn de Ja GDH de hojas de malz sequida con NAD?Y.
El plco D-1.~ £s ¢! primer plco con actividad que eluyd de Lo columna de DEAE Sephadex,
El plco D-1A2,- Es el plco con actividad que cluyd de ta columna de Sepharosa azul,
£l plco D-1A2G,- Es ¢l pleo con aclividad que eluyd de 1o columna de Sephades G-200.



Actividad especifica

TEIIDO Actividad especiflca
de la GDH-HADH de la GDH-NADY
nl HADH nM HADH N
mln my min iy
RATZ 637,61 103.00
HOIA 72.27 3.76

TABLA 1IV.3. Actividad espccifica de la GDH de rafz y hojas

de malz en los extractos crudos.
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