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Los objetivos del ¡:resente trabajo :fueron: Investigar sí 

:fos:foenol~1ruvato carboxilasa {FEPC) de hoja de maíz existe en al 

menos dos estados cont'ormacionales interconvert1bles q11e difieran 

en sus características cíneticus, sí su interconversión ocurre en 

sí la enzima muestra un compor-tamiento histerético y bDjo que con­

diciones experimentales este aparece; si los cambios de las carac­

terístiess cir.éticas se accmpañail con le.· cambios diurnos en la i'_! 

siología de la planta y discutir los resultados que se obtengan de 

estos estudicm en funci6n del ¡;apel que 1.a enzima PEPC Juegan en·­

el metabol.ismo :fotosintético de las plantas c4. 

El estudio ne realizó en la Di>is16n de Estudios de Posgrado 

de la Facu1tad de Química de la UNAM duronte 1586. 

Se rea11.Zaron los e.xperlmentos con prepan<ciones de FEPC de -

hojas de maíz extra idas y desaladas rápidamente. para caracterl.zar 

el. :fenómeno de histéresis. que se re:fiere a cambios en la es-truct!! 

ra de la enzima inducido por uno o varios ligandos y que se re:fle­

Ja en una :rase de retraso en la acumulación de producto. 

~ hicieron ensayos y extracciones en di:ferentes condi.ciones 

experimentales con l.uz y oscuridad y en presencia de activadores e 

inhibidores, todos los ensayos mostraron este :fen6meno. 

La duración de ].a :rase de retraso depende de ].a concentración 

de PEF (sustrato), de glucosa-6P {activador) y malato {inhibidor). 

La co'!!centrac16n de l.os dos primeros es inversamente proporc1.onal 



al tiempo de la· f'ase de re trozo, y la del. 1ohibidor es proporcio­

nal. a esta. Todos 1os extractos de hojas de plantas mantenidas en 

oscuridad es mayor el periodo de retraso que las ó.e hojas de plan­

tas ex¡:uesu:a' a 1m: •• El. análisis de la dcp::!n:5.encin de la :fase de -

retraso en J.a concentración de J.a enzima sugiere que al pasarla a1 

ensz.:i~:~o de: ;:..ct.!viüad. su:'re ur...::t dilución j.JClsü~c 2 tir: dinero de poca 

act1viclk·.: ~- .:_ue len~mentc: se agrega corNlrtiendose en tetrámero 

activo. La aC.ici6r, de ::mstrato o actlvador pr·omueve J.a asoc1aci6n,· 

·E1 Hco3, col otro suscrato de rEPC resuJ.t6 ser uno de los más 

importzn~I' para la estub1l1dad de la enzima en su f'orms activa 

( tetr-át:t"•t·o:·, en su :::us<,nci::! la e=1I:la pierde rápidaaente casi toda 

J..3 Elr.~t::.·v:::(:..·: .; e~ ".:'J':"!..;.~!"~·.-,: .. .:.::iOWt:!s satu;~1:tes lo activ:1.C.~~d 3lL1Y~nta. 

l::Jst.=-~ rud::: ~'··: ~':-:>81-:::. !ere ¡ú ~r~!.=:::! ':?!! Ru f'orm3 activa es :..ós 1t:e.!!, 

resti¿c (e·~·:, ECO:; ~ue 1'01·n:~lmente vn disuelto en l.as soluciones -

1.2 ml'i). 

:...os rei;c:.l t:.ados obtenidos para PEFC con respecto a la histére­

s .:.s ec-:. l<:,. ec:;.lvLc-éÓ:; s l.n:?.ctivaci6n de la enzima son discutidos en 

relació~: al ¡!.'.:lpel :_,,e la enzima FEPC juega en el metabolismo :foto­

sintéticc de l8s :p1antas C4. 
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I. II!'l'"2DUCCim: 

La regulación e integración e~ los procE:sos b1oquim1cos impl_l 

cados en la asimilación :fotosintét1c-~'?. de co2 en las plantas c4 no 

han sido aún elucidadas, aunque fué en 1966 cuando se p¡;opuso por 

primer-a vez la existenc1a de la ruta :fotos1ntét1ca C4 (46) y a pe­

sar de :la r'élevanc.1a que tie~ c::;te m~ taboliEmo en la product1vi-­

dad de las plantas rojo ciertas cond1clorr~s a aiiadido un extraot'\l~ 

nario .interés de tipo · aplicodo a su e:Jt1·lio. 

Fos:foenoJ.piruvato carboxilasa (f=:Pc, E.c.1;.l.1.Jl) es la pri­

mera de las dos cnzi~~s carboxilantes implicadas en la f1jac16n 

del co2 atmosférico en este tipo de plantas. Catoliza un'.l reaco16n 

de p-carboxilao16n irreversible (86a) y tiene coI:Jo sus trato a f'os­

foenolpiruva to qi:e es, a la vez, un compuesto rico en ene~gía y un 

1mport:anL.e 1nte!'!!!P.diar1o en varias rutac metabólicas. Todo el.lo, -

es de creencia e;cneral qu:= la actividad de esta e=lw.:; de~ estar 

fuertemente somet1da a cpntrol y existe un gran interés en descri­

bir 1.os mecanismos regul.atot·1os de su c.ctividad. 

Q.u1zás el. aspecto más importante de I't:gulnci6n es el efecto 

que lss coni1ciones :le ilumin.'Jción a lns que se somete ln planta 

tiene a corto plazo sobre la activid3d de PEPC de hoja. Este pro-­

blema üe re&ul.aclón está siendo en la actualidad intensamente est_!:! 

diado en varios laboratorios, pero no ha sido aún total.mente restie.!_ 

to. Los resultados obtenidos hasta el momento de !.m61ar este tra­

bajo en 1el2c1ón a ln ~e;ulac16n a corto plazo por la luz del. es"t!i 

do de activación de PEFC de hoja de maíz, despertaron el interés 

de caracterizar el comportamiento h1sterético que esta e=1ma pre-
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sen~l:e en extractos crudos, como med:l.o de llegar a proi'und:tzar 

sobre las car¡¡.cterist:tcas de ln enzl.ma y sobre el mecanl.smo molec~ 

lar responsable ce esta reguJ.ac:tón. 

1.1 ObJetl.vos 

l..1.1 Objetivo cemral. 

I-::ivestiL,>ar sl. la PEFC de ho;)a de naíz ex:tste en aJ. menos dos 

estados co,·forrr.::ic:torules interconvertibles que dií'ieran en sus ·ca­

racterist:l.c::~ ci.neticss, sí su interconvers1ón ocurre en forma le!! 

ta y cuales son J.os factores que regulan este equl.ll.brio. 

1.1.2 Objetivos parciales. 

1. InvestlE:Sr si la enzim::i. muest::-a un comportamiento hl.stet'![ 

ti.co y de te F.':ciiar baJo qU:S: cor.d.i<.>lo¡:¡:;::; e~r1menta1es aparece est.e. 

2. lnvesti(llr si los camb:tos de las característ1.cas c:treti-­

cas se acom¡:sfían con cambios di.urnos de la planta. 

3. Discutir los renultados que se obtengan de c::;tos estudl.os, 

en 1unc16r. del pspel que la enz:tma FEFC juega en el metabolismo r2 

tosintétlco ci.e las plantas c4. 



II. ;,::·i'EGEDENTES 

2.1 Bu ta C4 de As1mllac16" :'el co2 At'.nos.rérlco en Maíz 

El. maíz, al 1gual que la mayoria de las plantas C4, presenta 

dos tipos de cél.uJ.as dií'erenciadas ¡::art1c1p<indo en el ~taboJ.ismo 

í'otosint.ético de l.a hoja (45, 62, 86, 89,109). La Figura 1 mue~tra 

un esc¡uema s1.mpllí'icado de netaboliswo c 4 . L::ls ,-,éluJ.as llamadas de 

mea6:fllo se encuentran cerca de l.a supor.ficie exterre de la hoja y 

toman co2 atmos:fér:lco di.rectamente pora eis1milnrl.o en í'orma de o~ 

J.acetato (OAA) ired.ta.nte ia enzi= PEFC. Este rretabolito se trans--

porta al. interior del cJ.oropl.asto en dome se convierte en mal.ato 

med1ante la enzl.ma mál1co desh:l.drogenasa {MDH),dcpeciientc de N.l\DP 

{UADl?-MDH). El malato en 1.ntercambio con el OAA que se está produ­

c1endo es transportado en c1topl.a61ra pare poster.1.oMrente se'I" lJ.ev~ 

de e ~J.ul.as de vaina vascular, las cuales se locall.zan en l.a per!_ 

i"eria de los haces vascul.ares (Figura 2), en donii.: ;;e .c=~ntran ~ 

bastante aisladas del 1rrtercamb1o directo del. co2 con la atm6s:rera. 

En las células dé ·va1.Il'l vascuJ.ar, el malato se descarboxlla medl.a:!!; 

te J.a eru<l.trki rol.1oo desh1drogenasa descarbox1lante depenl.1.ente de 

NADP {enzima mál.ica-N.'\DP} y el co2 producido se ut1.11za para la si~ 

tesis de carbohl.dratos que, a través del. Ciclo de ca1v1n, t1ex:en -

lugar en estas céluJ.as. El plruvato, producto de J.a descarbox1la-­

c16n regresa a J.as células del mesóí'l.J.o y es transportado al. 1nte­

r1or del cloroplasto en donde produce fosí'oenolp1ruvato (PEP) en 

una reacción catal1zada por la enzima piruvato ortofosfato d1c1na­

sa ( PPDK), con el consumo de dos e.qulva1entes de ATP. El PEP re&u_!; 

tante se transporta a c1topl.asma en intercambio con fosfato para 
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~:id:n ~p 
\~~-~~ 3-~D2p1ruvato malato 

piruvato 

l 

ATMOSFERA 

Figura 1. Esquema del mcrabolismo C4 de maíz . 
Enzimas: l. Fosfoenolpiruvato carboxilasa; Z. NADP-malato 
deshidrogenasa; 3. enzima m5lica-NADP; 4. Ciclo de Calvin; 
S. ~iruvato ortofosfato dicinasa; 6. Pirofosfatasa~.7. Ad~ 

nilato cinasa; 8.Trnnslocador de PEP- fosfato; 9.Trasloca-
. dar de dicarboxilatJs; JO.Transportador de piruvato. 



Figura 2. ·cort:e transversal de una hoja de maíz mostra!!­
do la anatomía tipo Kranz, característ:ica de las plantas 

C4. CM. Célula de mes6filo; C\\'. Célula de la Vaina Vas­
cular; TV. Tejido vascular. 
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seguir al.ir.Jentando esta ruta (25, 27, 4J, 88, 89 ). 

ras plantas que poseen ruta C4 usan ¡:arte de la energía solar 

captada para mantener esta ruta extra, pero a pesar de el.lo su e­

:f1cicr.cla ~otosintét1ca es superior a la de las plantas ~ que so­

l.o poseen Ciclo de Calvin cuando las condiciones de temf""t-atur::l e 

1lui:-.inac:ón les son ravorables. El sist.c= rotcs1ntét1co c 4 además 

debe opet'Rr con pird1das de agua menores, por dos razores: 1} Gra­

cias a que la af"1n:1dad por co2 es superior en estas plantas, pue-­

den manten=r· al.tas velocidades de í'1jac1ón con apertura estomatal 

1lm1tada, permitlet:ño así um :fotosíntesis activa en cond.1c:l.o-ces -

de rel.a t1va ari.dez y con baja:; concentrac1or:es_ de co2 , cond1c:l.6n 

frecuente esta Úl.tl.ma cunndo las plantas están rotos:l.ntet1zatrlo -

activam=nre, ya q~. cc=~'.!!'F'n con rapidez el co
2 

de las capas cer~ 

nas de la atm6sfera, 11; Pueden 1ntercambl..ar COz por agua más e!':l.­

cientemente que l.as pl.antas C3, debido a que la concentraci6n 1n­

terne. de COz es mucho más ba'ja que en estas Últimas. Por otra par­

te debido a que l.a as1m11ación U.e co2 es mas e:ficiente, l.as ~1an,;_ 

tas c4 poseen capacidad de aprovechar mayor cantidad de energía l.!:!_ 

minosa y crecer mejor b3 jo condicl:mes de al. ta intensidad lumínica. 

En consE:cuencla las plantas C4 son bastante productivas, por l.o 

que re pre sen tan ser magnif" leos cana. ida tos para incrementar la pro­

ductlv idad (J?). 

Dado qu= é.n la ru1:a C4 participan dos tipos 'lie cél.ulas y va­

rios compa1'timientos celuJ.ares, los mecanismos de transporte inter 

e intracelulares, se revisten de un es¡:ecial. interés y es convenieE 

te hacer una br~ve descripción de los mismos: 
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1) Transporte 1nterceluJ.ar. Hasta J.a :fecha las ev1dencias ex1_!! 

tentes indican c;ue el transporte de metabolitos de las célul.as de 

mes6:t'llo a las células de vaim v::iscular y viceversa ocurre por d.!_ 

:fus16n simplástica,a travé~ de comunicaciorcs intercelulares a1sl~ 

has y relativamente impermeables a ¡;ases que = denominan plasmod~ 

mata (45, 62). !.e acuerdo con cálculos t.eÓPicos, esta_ 

superf'l.cie de intercambio tie?E las características necesarias pa­

pa justi:fi=r los :flujos observadoc C:urante ln :fotosíntesis (45). 

Además los ! ;:·otoplastos al.slados de mesó:fUo son bastante permea-­

bles a varios de los iretobolltos implicados en el ciclo c4 (47) 

U) 'I'ransporte 1ntracclul.ar'. Debido a limitaciones de tipo ~ 

todológ,.co, solamente los cloroplastor:. ñP ~s6f'ilo !!.~n sido :::!.=J.a­

dos en :for::-a- Í!cte¿:-r<> con re~imien';cs s~ici<:?ntcs para :rac1l1tar -

su estudio (l•5). Se han caracterizado tres tronsportadorer: de 1m-­

por·cancl.a en el metabolismo c4 • Un traslocador de d1carboxilatos -

qiie inter·=:::l::l.o ¡¡¡:¡J..ato, oxale1cetato, glutamato, aspartato y oxogl.!:!_ 

taratc1 (26); un traslocador de FEP, J-:fos:fo¡;licerato (J-FGA) y :fo~ 

:fato (Pi) U'5, 48, 92) ~' un transport:idor de piruvato (29, 4.5). E~ 

te ÚJ.timo es capaz de acumular piruvato er. el interior del cloro-­

plaste er, contra de un gradiente de cor.centraci6n cll!:Indo dicho or­

ganelo t-st;_{ ill$Jinado, pero no lo hace ni en la oscuridad n1 en -­

presencia del cesacoplante m-cloro:fenl.lhidrazona carbonil cianuro 

(CCCP) indica,1C.o que requieren de potencial electrcx;.uímico trans-­

membrf;lnsl, que se :forera por el funcionamiento de la cadem de trans 

porte de electrones b1jo condiciones de ilwninación (29). No se han 

caracteri;,ado aún otr•·S transportadores involucrados en este meta-
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11to11smo, aunque es de esperar e;_ 

$Ti cJ.oropJ.asto de va1na vascular. 

existen varios más, por lo menos 

2.2 características de la PEFC de Hoja de Maíz 

2.2.l. Reacción catalizada. 

r.a a=i.-..a I'EI'C =te.liza la carbm::tlación del :fosr~nolpiruva­

to según J.a reacc16n :formulada 

Mg+2 
:fos:foenolpiruvato + HCO) ----=---- c.>:>:<lacetato + HPOj 

FEPC 

1a reaoc16n tiene un cambio de energía 11.bre muy al.to (A O = -6 

a -8 Kcal/ mol) y es prácticamente l::'"~oq;ersible. 

Esta actividad :r-té descub1.erta en teJ1.do::: de plantas por 

BaDdursk1. (5, 6) qlll.én además puri:ficÓ parcial.mente J.a prote!n:i -

responsable de J.a act1.vidad de FEPC y demostró que para 1a activi­

dad catalitica se recesita la presencia de Mg+2 (4}. Posteriormente 

Maruyaun (74) demostró que J.a carbox11aci6n de PEP por la enz1ma 

extraída de cotiledores de cacahuate utilizaba como sustrato- bioa!:. 

boD'tto(ECOj') y no co2 , como ocurre con otrAs reacciones de carbox_! 

laci6n catalizadas enzimáticqnente. ~ás aún, se ha demostrado ql.13 

es la Única carbox11asa conocida que no contiene biot1na y usa 

Hcoj como sustrato (19, 77). 

2.2.2 Propiedades cireticas: Isoenzlmas. 

Se ha descrito que existen varias formas molecuJ.ares di:feren­

tes con actividad de PEPC (1.soenz1mas) asociadas a otras tantas d_! 

fe rentes :funciones í'isiológicas. Así,Ting y Osmond (100) han suge-
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r1do que existen cuatro rormas a·-·l. cuJ.ares dL-tinte.s de la o=il!B 

en plantas: :fotosintética c4 • f'ocoosintética c3 , 1~otos1ntét.l.ca CAM 

y una no autótro:fa. Los estud.l.os de ec'cos aut.o:--es establec1eron 

que la enzima de hoJa de plantas c
3 

difiere de lo de c4 en sus 

prop1ed::'lde:-; fislccs y c.l.nÁt.icas e .l.e;ual.rrente d.l.f"1ere de la enzima 

presente en hoJas de plantas CAM (75, 100). L3 situac.l.6n sin emba.r_ 

go, puede ser más comple Ja que la propt:-: "ta por e i l.os, pues to que 

dentro de las pl.antaa c3 se han descrito diferentes formas molecu­

J.ares de esta enz1ma que han s:ldo descritas u diferentes funciones 

metab611cas (78, lo4). 

Por otra parte, se ha encont-rado que las formas enz1máticas 

presentes en hojas.e~~ol.adas, difieren de las presentes en h~,las .­

•c:-des t~T'lto en pl.antas c
3 

como en plantas c4 (35~ J&, 100, 10), 

106 }. En un :rr1nc1pio se sug1.ri6 que l.a forma de ho.ja ve....U.e ¡;•o=~ 

de de las hojas etiol.adas por uns. modificaci6n postre.duccional or_! 

~~nada por l.a luz (J.5, 1-00, ·103). Posteriormente varios autores 

han demostrado que ocurre síntes1s "de novo• en respuesta a ;ta luz 

y qi.e esta prote1na sintet1zada corresponde a l.a :forma ·enzimática 

típica de hojas verdes (JO, 4o, 59, 96, l.O? ). Lo que no ha sido 

comprobado aún es el destino que sufre l.a f'orma típica de hoJas e­

tiol.adas, puesto que ya no se ha detectado en hojas verdes. Esta 

:fué la raz6u de que los _primeros estudios parecián seguir una trall!!. 

:formación de = en otra, pero al demostrarse que ~sto no es as{, 

hubo que r..ensar en un3 degradaci6n adecuada y represi6n de la sín­

tesis de ia :forma típica de hoja et1olada durante el proceso de e!! 

verdecimiento de la hoja. 
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Igual.mente se han descr:tto 1.soformas en plantas CAM (11,100. 

11Ó, 73) sugiriéndose que la rnodifioac1.6n de la compos1c1.6n 1.soen­

zimát1ca podd'.a ser un prl.mer paso en la respuesta al fotoper!odo 

a n1.vel. metab6lico (11, 73). 

2.2.J P~onied2r.es físicas: Peso molecular y estado de agregación. 

Existe en la b1bl1.ografía sign1.f1.co.t1va d:tscrepanc:ta en el. ~ 

to re1"erc:nte Dl ¡;eso molecular de la enzima PEPC tativa, como pue-

de observa!·s<:> en la Tabl.a 1, que resU!!le lo pub1icado en este res--

pecto. 

TABLA 1 • PESOS MOLECULAEES DE PEFC ENCONTRADOS EN DIFERENTES !l'EJ_! 

DOS DE·ESPECIES C4, c3 Y CAM. 

ESPECIE TEJIDO 

sacch.arum :Jffic1- Hoja verde 
~ (Cl¡.) __ _ 

Hoja e t1olada 

Hoja verde 

Hoja ver-de 

Pan:tcum m111aaeum Hoja verde 
(C4} 
~ mayz (C4 ) Hoja verde 

Hoja verde 

Hoja verde 

!to ja ve rcle 

:;~1mcea ol.eracea Hoja verde e ,, 
Y.a1anohoe bloss¡;¡.c Hoja verde 
i'e id :tan"l ( c.nr-1) ( d fo largo) 
No const1.tut1.va* 

!'ESO MOLECULAR REFEHENCIA 

560 000 

560 000 

400 000 

275 000 

375 ººº 
400 000 

340 000 

400 ººº 
400 ººº 
225 000 

560 000 

174 ººº 

aoa t1y e 34 > 
Goatly (}4) 

Mares y Lebovl.á(?2) 

Vidal y Gadal ( 96:) 

V:tdal y Gadal (12) 

Mares y Lebovl.á(72) 

Kerr y Robertson(.58) 

Uedan y Sug:t!arna(lOl) 

Marez:; y Lebovl.á(72) 

Mukerj1. (77) . 

Miz1orko (75) 

Brul.fert et.al.. (13) 

cont:tnua ••• 



11 

Ka1anchoe bloss- Hoi: verde •84 000 Brul:fert et.al.(11) 
reiñiana (~ (d corto) 

5ed1um ~organia- Hoja verde 232 ººº Bru1fert et .ai. ( 11) 
num(CAflJ 

Bro12h;tllu.-n I?i nn.-i-F.o j::i verde 300 000 Nott y 0f!l¡JOnd ( 85) 
tum (CAM) 

Bro~y1lum :fedks-Hoja verde 420 
ene oi { c;u-:¡y-

000 Jones et.al. ( 52) 

Ka1anchoe diaJre-Hoja verde 250 ººº Nott y Osmond (85) 
montiana (CAM 

* El. iootabol1smo ácido crasulaceo se in..-1.nce en ectas plantas a1 

cambiar el fotoperÍodo de días l.argos a días cortos. 

EJ.. d1f"erente peso molecular obtenido por los distlntos auto-­

res, a veces hasta para un mismo tejido podrían -ne!'l.ejar no sola-­

mente 1as d.1.f"erentes. técn.1.cas empleadas para :t.o .debél!?ll:l:nación del. 

peso molecuJ..ar (cuanti:f1cac16n en gradiente de sacarosa, cromato­

gra!'ía de :fil trac16n en gel, el.ectroí"ores1s en gel de pol.1.aoril.amJ.. 

da con gradiente de por.o); sino también el. hecho de que l.a enz1.ma 

es fácil.mente disoci.abl.e y presenta var1.os estados de agregación 

en función U.t:: su propln conccntr:lci6n (52, 58, 101, 114, 115). 

2 .2.4 Begul.aci6n de su actividad. 

2.~.4.1 Por sínt.esis de novo. Las pl.antas han desarrol.lado varios 

mecanismos de respuesta a variaciones del medio ambiente, de mane­

ra que su desarroll.o se ha supeditado en gran medida a l.a aparición 

de estos cambios. Lógicamente una de las seriales inás importantes -­

para el desarrollo de las plantas es l.a luz, que induce la síntesis 

de numerosas proteínas e=imáticas y estructurales necesarias para 

el establecimiento del organismo :fotosintético adulto • se han 
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proy..ieGto tres el.ases de 1-otorreceptores que medlan respuestas <E l. 

desarrollo a la l.uz:Fotoclorlfllldlo, fltocromo y varios recepto-­

res de l.uz azul y luz u1trav1oleta no bien cnracterlzado (18). Aún 

cua:r.iio la r..articlpaaión de los ~ceptorez de luz azul en ln regul~ 

ci6n ele ln sintesls de prote !nas ha sldo bien domostr:oida solamente 

para el ca.so de a1gas (J9, 4G, S4, 94), las evl.dcr..cll!s sef!.8lnn que 

estos jue¡;;an un papel l.mportante tambiér. en plantas superiores (18, 

J2, 39, 66). Ileciéntenente se ha demostrado que la biosíntesis de 

varl.as enzimas que p3rticipan en la sintesl.s de terpenoides, es ~ 

gu1ada por luz ÜJ.travl.oleta aún cuando el o los receptores involu­

crados no se hnn identiflcado (18). De los anteriormente rnenclo?E­

dos, sl.n d\.lda el fotorreceptor mejor caracterlzado y el únlco ql.IB 

ha sido al.slado es fitocromo (17, 18). Se sabe que la estl.mu1aci6tl 

de J..n planta por luz roja es cap:iz de inducir el establecimiento 

de la .::.apacidad autotr6flca, entendi:ia como la capacidad de asimi­

lación de =rbono que se acompafla de un incremento en la actlvldad 

de varias enzimas par-tlcipm1tcs en <.el ciclo de Calvln, como son r_! 

bulo~ blf'osfato carboxil"1s3-oxigeuasa (J8, 59, 109·), ribulosa-5-

:fosfato cinasa (38, 59), fructosa-1,6-bif'osf'atasa (J8, 59, 96) y -

NAD:F·-Gl1o€eraldeh!do-3-fosf'ato deshidrogenas::; (13, 38, 59); de va-­

rias inplicadas en el ciclo C4 que son piruvato ortofosf'ato dicill.'§: 

sa (17, 38, 109), NADF-m::ílico deshidrogenasa (51, 59), NADF-málico 

deshidrogenasa descarboxilant.e (18, 51, 59), adell.nato c1nasa (38, 

109), pirofosfatasa y f'osfoenolpiruvato carbox1lasa (23, 35, 43, 

105, 109). Este 1ncrenento se acompal.a de un aumento en los nive-­

le c de AI:I! ,.,-,ensajero (.specífico, como se ha demostrado para NADP-­

gl:iceraldehido-3-:fosf'«to deshidrogenasa (18, 87), piruvato ortofo,!!_ 



13 

tato dicinasa (18, 41 ), NADP-ir.:'.1 ~ co deshidrogen-uoa descarboxil::inte 

(18} y :fosfoenoJ..piruvato c.a:rboxilac,:~ {!8, 96) ¡ y en la cantidad de 

proteína esr.ecÍ:fica, como h:i sido C.c'1:icstrado para las enzimas rib~ 

losa bifosfato carboxilasa-oxlgen'3sa (20, 4o, 95), fruc~osa-1,6-b~ 

:fos:fatE.tsa (17 ), NADF-gl.:1.ceraldehido-3-í'osrato deshiC.rcs.oMsa (20, 

40, 95), N.!\DP-málico deshidrogenasa descarboxilante (18) y :fos:fo-­

enoJ..piruvato carboxUasa (40, 105, 107). Estos efe<> tos ::;o~ ~vcrtl_ 

dos por pulsos de l.uz rojo ·lejano indic,1,1.:io J..a part1c1paci6n del. -

:fitocromo {18, 38, 95). 

Con respecto a PEPC J..a forma de la enzima cuya síntesis es 1,!! 

duc1da durante el prooeso de enveroecimlento de plantas c4 etiol.a­

das expuestas a la luz, es la qte posee J..as caracter1s ticas de l.a 

1sof'orma f'otosintética, tanto en el caso de maiz (23). como tam­

b1Efn en el. sorgo (107, 105). 

Poco se sabe acerca del roecanl.smo molecular a través ó.eJ.. ci.iiil 

f'i toe.romo es capa~ de tran.sducir la sefial. l.um1nosa, aun¡t:e se bel -

reportado que: 1) :incrementa J.a degradaci6n del. AHN mensajer9 que 

cod:i:fica para si m~smo (87}; 11) estimula J..a transcr1pc16n en nu-­

cl.eos aislados (90) y, 111) que med:la respuestas en organeJ..os a1s-

1ados, siendo en apg.riencia J..as membranas su sitio de acci6n (69, 

71). Es por esto que se han propuesto varios mecanismos para expJ.._! 

car su part1cipaci6n en la regul.ación por J..uz de la expresi6n seD!!. 
t1ca, pero ninguno de ell.os está a J..a :fecha apoyad? por sui'1c1ente. 

evidencia experi!Ub.ntal. (57). 

2.2.4.2 Far fill estado de actividad. La neces1dad de aecanismos de 

regulaci6r, de 1a actividad e=imática por J..uz, surge de la ausencia 
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rel.at1va de compartamentalización tanto en el citopl.asma como den­

tro del. cl.oroplasto, que separe a las e=1rnas degradat1vas de las 

c=imS.s i"otos1ntéticas, las cueiles, de f"unc1otar s1mul.ta~ar:cente -

darían luear a ciclos inútiles, con el consecuente desperdicio de 

es sorprendente encontrar que además de rw2gular la expresión gené­

tica, J.a luz pu<ó:l.e regul.ar la act1v ic~ad enzimática a nivel post-­

traduccional. (1, 14, 95), A1gun'.ls respuestas dependientes de luz 

azul o de luz roj::: que no están llgadcis a la expresión geret;ica P.2 

dr!an ser de este tipo (17, 60, 95). Sl.n embargo, los mecanismos -

de ree;ul.ac16n de la activicfod enzl.rn1'tica mejor estudiado·s son f'os­
for1l.aci6~dcfosrorilación de proteínas, el cual es dependiente de 

l.a fotofosforil.ac1ón y o~idac1Ón-reducción de grupos sul.fh1dr1l.o 

que es de¡end.1ente de l.a cadero el.e tiranspori:.t::: U.t:t tlectrvn::~. ::::'bo~ 

procesos activos rojo condiciones de iluminación y capaces de mod)! 

lar "1.n vi tr~" e "in vivo• la actividad de un número considerabl.e 

de enzilll!3.s de cl.oroplasto involucradas en el ciclo de Calvin (14, 

64, 84, 112) y ruta c 4 (1, 2, 14,llJ), así como enzimas cloroplds­

tlcas y citopl.asmátl.cas que participan en glucól1.s1.s (1., 61, 112) 

y el ciclo de las ¡-entesas rosrato. Estos des mecanismos se descr~ 

~n a continu<?.c i6n E-n relación con la regulación de dos de las pri!); 

clpal.es enzimas del metabolismo C4 y dado que son de tal natura1e­

za que producen un:i modificación estructura1 relativamente estable 

de las enzimas, la CU31 va l1¡y:ida a un cgrnbio en la act1.vidad, no 

deben conf'undirse con los ef"ectos regulatorios de la 1uz mediados 

por cambios E-n la conc:ntración de metabolitos, pH y/o iones. 
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2.2.1~.2.l Enzimas c;~a regtC ·.'.·.~!1 nor luz llt·· sldo descrita.-

Firuvato ortof'osfato dicinasc (FFDK). Esta es, a la fecha la 

Única ior.zirr.<:: .fotosintética, para la cu::il está demostrado que se 

regula "in vivo" por un meC<'.inismo de fosfor1lnc16n-defosforilac16n. 

Estn prote.!.na poode encontrarse en una forma fosforilada inactiva 

presenw durt:onte J.a noche y en una f'orma no fosforilnda activa du­

rante el día (2, J, 28). se ha identi:ficado adem<.Ís una proteína ~ 

paz de catalizar la fosfor1lac1Ón de ec~a cnzl.ma (28, 44, 16) uti­

J.izando ADF como sustrato (2, J, 61) y requiriendo bajas concentr~ 

ciares de ATP como efector alostérico (2, 99). La misma proteína -

es también capaz de llevar a ~bo la defos.foril.nciÓn de J.a PPDK 

:f'osf'orilada y al parecer esta actividad es dependiente de f'os:fato 

inorgánico (2,J, 28, 81). 

Este mecanismo de regulac16n de la acl;lv1dad enzimti i;ica por -

:fosforil.aci6n-defosf'oril.aci6n reguJ.ada por J.uz podría ser más ge­

ne rai, puesto que se ha reportado, que algunas c1nasas de cloropla_!!! 

to de plantos c3 son capaces de :fosf'orilar "in vitro• en presencia 

de luz, a pol.ipéptidos no identificados (8, 67), y por otra parte 

Nimmo y colaboradores, trabajando con FEPC de pla~tas CAM han a-­

portado elatos experimentales que sugieren que dicho mecanismo po­

dría ser operante también en citoplasma (8J). 

Mál.ico deshidrogenasa dependiente de NADP (MDH-NADP). Esta es 

uns. e=lma del estroma de cloroplasuo de J.as cél.uJ.as de mesóf'ilo, 

que presenta u10 estado inactivo, (con ciertos grupos sulfhidriJ.o -

oxidad.os) que se presenta "in vivo" durante la noche y un estado 

activo (con los grupos sulfhidrilo antes mencionados en estado re-
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ducido) presente durante el día (28, .5.3, 65, 80). Más conocido y -

y mejor estudiado que el anterior, el rrecarüsmo de oxidación-redu-9_ 

ci6n de grupos s1Ufñidrilo da lugar a la regulación por luz de la 

actividad "in vivo" de un número considerable de enzimas tanto c1_2 

ropl¿stiCds c0mo citop1asmáticas que sufren un cambio estructural 

reversible, ligado al cambio de sus características cireticas, 

cto.::n:J.o cl<:rtos puentes disul:furo son reducidos a su1:fh1dri1os 

(Figura 3B, ret'. i4). se han aislado proteinas solubles llamadas -

tiorredoxinaa tanto en especies c
3 

(14, 15, S4, 64), como de espe­

cies C4 (15), presentes en cloroplasto y también en citoplasma y -

que contieren erupos sul:fhidrilo de potencial redo:c m1iy regativoG 

sien:lo por tanto, capa=s de reducir "in vitro" con cierta especi-

:ficidad, los puentes disul:furo responsables del control de la act,! 

vidad de va1'1as enzimas de las que se sabe que están sujetas ªin -

vivo" a este mecanismo regul.atorio (14,15). Las tiorredoxinas pue­

den a SU vez, Eer reducidas "in vitro• en presencia de luz, por 

preparaciones crudas de la enzima tiorredoxina-reductasa dependie_!! 

te de Cerrec!oxina obten.l.d::ois de organismos í'otosintéticos (14). se 

han aisludo además sistemas membranales capaces de reducir Nl.n vi­

tro• en presencia de luz vui·las de las enzimas reguladas por oxid!!_ 

ci6r-reducci6n de grupos sUJ.f"hidrilo (Figura JA, ret'. 1, 76). Es-­

tos si temas me!ílbrai::ale s llamados LEMs ( Llgh t Er:re c t Med 1a tors) po­

d rian ser wmbién operantes en la regulación ºin vivo" de dichas 

enzimas, no habiendose aclarado aún si ambos mecanismos operan "in 

.vivo" si1~tü tanemaente ya sea en f"orma conjunta o independiente. 

2.~.4.2.2 Enzimas C'.uya reguJ.ación por luz no ha sido aún aclarada.-



A. h-J 
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Figura 3. Mecanismos propuestos para explicar el mecanis­

mo molecular de regulación de la actividad enzimática por 

oxidación-reducción de grupos sulfihidrilo. A. mecanismo­

propuest:o por Anderson ( 1). LEM. proteína mediadora dcl­

efccto reductor. Je la Ju::; E. En::ima oxidada, forma de n~ 

che; E*. Enzimu reducida, íorma de dí<J. B. ~lecani~o pro­

puesto por Buchana•.n ( 14). FIL Fcrredoxina; TR. Tiorrc- -

doxina¡ E y E* igu1l que en lu parte A. 
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Nalato <ie¡,h1·:lr-ogen<:1sa desc.;>.r·~ox1l::inte dep<::n.i1ente de NADP. E~ 

ta es una enz 1ma del es trema de clo1·oplas to de va1 = vascular res­

ponsable de la descarbox1lación de lo. mayor p3rte del malato que -

prov1ene del mesÓ1'ilo, al nli':nos en m:d.z (4J, 45, 97). l:U!sta la fe­

cha no hay reportes en la l1teratura de esta e=tma obtenida de 

plantas C4 sufra cambios en su,; pre;:: lc<!2'.l,o, '' 7'1n1e cu:!..s res como cons~ 

cuenc1a d& la llum1naci6n. ill r-:>guJ.ac1Ór. de su act1v1dad podría -­

más bien ejercerse a través de los cambios de concentrac1ón de SU!!_ 

trato, co:factor y/o pE que ocurran en el ;:,stroma del c1orop1asto 

a1 pasar de l.uz a oscur1dad o viceversa. 

se sal:e que el pH óptimo de esta enzima es de 7.5, y que a e~ 

te pH l.a enzl.ma muestre inhib1c16n por el. exceso de sustrato. Sln 

embargo, esta inhibición d:tsm1nuye de modo gradual. a wed1da que el. 

pH se inct-eu.ent.c. El !"?!311]. tado de ambos fenórre nos actuando s1.mul. ~ 

neamente es un cambio en el pR 6pt1mo a concentración el.evada de -

sustrato {.51). Esta pro:giedad podría constituir un mecamsmo regu­

l.atorio por l.uz (4J) ya que el. pH del. estroma del. cl.oropl.asto osé_l 

l.a entre 7 .5 (en oscuridad) y 8 .2 (b jo intensa i1wninación) {116). 

Puesto que l.as concentraciores de m'l1ato existentes en el. estroma 

del. cl.oropl.asto de vaioa vascular no han sido determinados todavía, 

no es posibl.e concl.uir sí d1cho mecanismo es o no real.mente opera.12 

te "in vivo". Por otr::: parte, se hn demostrado que l.os cl.oropl.as-­

toa ais1ados de cél.ul.as de val.na vascular de maíz descarbox:tl.an 

(414-c) mal.ato con l.entitu:i, tanto en luz como en oscuridad, a no 

ser qte se l.es f'Umin.tstre un sustrato exógeno como 3-PGA. Este h.:::_ 

cho inljc::i que l.a il.u:n1naci6n no es e1 factor responsable de l.a ~ 

gul.aci6n ele la actividad de esta enzima en :forma directa, sino que 



19 

la activic::;d de esta enzima se '·'""r·::.1m con las actividades que· -

consurren l:ADPH, posiblemente, n c.~:..:vés de la dicr or:lbilidad del -­

co.factor oxidado (1.:5, 116). E!':to no <:>s sorpt'8r.dt::nte, en virtud de 

que el cloi-oplasto de vaina v>JscuJ.ar es de.ficicnte en..,fotosistema 

1 I y. por tanto, un'l ~3. t• t.e i!:!po:·~ntc U~l pocie r rect uc ter empl.eado 

en es te orea ne lo durante la f'otos1ntesis prov lene de la descarbo­

xilac16n oxicutiva de mala to (45). Otros autores han pr·opuesto, a_ 

demás, que los nlveles de .fructosa-1,6-dJ.'.'os.futo, que es un inhlb.!_ 

dor a1os té rico de esta enz1ma, podrían k!:er un efecto reguJ.atorio 

de su acLi.vidad •1n vlvo• (9, 10). Sin embargo, dado que se ha re­

portado que las concentraciones de .fructosa-1, 6-di.fosf'a to, así co-. 

mo los otros ozúcare::; f'os:fato, se increment.:in durante los períodos 

de luz (7, 6J, 98), es poco prol:able que este sea un :factor regul.~ 

torio •in vlvo=. 

Fosf'oenolp:truvato carboxllasa (PEPC). La acc16n concertada de 

J.a J.uz sobre la actividad de J.as enzimas PPDK y MDH-NADP, ya d:tsc!! 

t:tda, parecer>.ía ser su:f:tcientc para explicar la reguJ.ac:t6n noche-­

día de la secci6n de la ruta C4 que t:tene lugar en la •céluJ.a del. 

mesóf':tlo. No obstante, deben tenerse en cuenta los siguientes he-­

chos: 

i) La reacc16n catalizada por FEPC es prácticamente irrevers.!_ 

ble bajo las condiciones imperantes en la célula. Por tanto esta -

enzima actúa virtualmente como una bomba ca;:az de yanslizar su SU!!_ 

trato hacia la fonnaci6n de mala to y/o aspartato, moléculas que a_g_ 

túan como transportadoras del co2 a las células de vains vascuJ.ar. 

Debido a que i;o existe r>eacc16n inver·sa, cuando el producto no es 
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reqilerido en esta ruta metabólica {1.a fijación de co2 esta deteni­

da durante 1.a noche (6J, 9J, 102)), 1.a bomba debe estar apagada ~ 

ra evitar una ncumulaci6n de intermediarios {OAA, mal.ato y aspart!!. 

to). 

ii) PEP el. sustrato de PEPC es un ra=tabolito central. en el. m~ 

tabo11smo ¿:e~r~l. de l.as pJ..::;.nt..'.:ls (,.:::¿ )(Figut•ct 4 ) • .'.;icnd.o glu.~ól:!.sis 

una de las t'UWS más import;.;J.ntes en que participa. En varl.as plan­

tas C4 se ha demostrado que las enzimas glucolíticas enolasa y pi­

ruvato cin:.~s::::, cuyo sustrato e~ FEP, se encuentran al i~ual que 

PEFC.en el. citoplasma {24), y si bien h::iy reportes sobre 1.a ex:1.s-­

tencia de isoenzt=s con estas actl.vidades en cloroplasto {24, 79), 

en pJ.antas'c4 , estas ¡:erecen ser minoritarias {47). ror tanto, du­

rante 1.a noche cUf\ndo la producción de FEP via PPDK se detiene {­

PPDK se encuentra :1.ns.ctlva en la oscurl.dad), PEFC podría campe tir 

por el mismo sustrato con ias cnzi=s gl.ucol.Ític'ls~ q~ si están 

activas durante los períodos de oscuridad. Dlda lc! gran cantidad 

de PEPC presente en el mes6f'ilo de pl.::::ntas c4 (se ha reportado que 

const.'.l.tuye hasta el 15 % de la protein3. total. soluble de 1.a.hoja -

en es te tipo de planta { 4o)), que se traduce en una el.evada capac_! 

dad catalÍtico {su velocidaü máxima en extractos crudos e.e maíz, 

es aproximadac'ient;e diez veces superior a la isoforma no f'otosinté­

tica presente en hojas de plantas c3 {49, 108)), sería de esperar -

que en caso de-que esta enz:Una tenga acceso al PEP citópl.asmático 

producido po:-- E:;licólisis J inter:fiera de manera notable con el fun­

ciommiento de esta i.mvJrtante ruta altcl'r.ati.va de consumo de car­

bohidratos que reporta menor ¡;anan::::ia de en=r¡;ía. y'. que además, pr_Q 
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Figura 4. esquema de las rutas metabólicas que consumen 

(parte A) y que ·producen (parte B) fosfoenolpiruvato 

(PEP) en el metabolismo de las plantas C4. 

OA.11., oxalacetato; 2· PGA,2-fosfoglicerato;r.-6-P, glucosa 

-6-fosfato. Otras al,reviat:uras se dan en el text:o. 
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duce acumu1ac16n de l.nterniediarios ciel el.ele d.e hrebs (Fl.gura 5). 

La exlstE:ncla de una reguJ..ución por luz a corto pl.azo de esta 

e'l?l2:1ma fu.f reporlci'1.'.l cc::o y:::t 2':' ~.s rner.c1on3do por Karabournlotis y 

Col.. r..sra Vct!'i'-oS f,J.antos C4 (55, 56) y por lgl.eslas y Andreo para 

maíz (50). Sin e:noorgo, l.o::; :¡:;ri~~ro,; no rueron capaces de detectar 

r.ine;ún camelo en J..a enzima e:..:traida de !:ojn ele pl::;nt::is de maíz ll\3n 

tenidas en luz. o en oscuridad, ger.erar.d.o así serlas dudas sobre eJ.. 

reporte de lgJ..esia.s :¡ P.ndreo que es poco concl.uyente y sobre J..a ~ 

cesidad de una regulación de l.a actividad de PEFC "in vivo", ya 

:c¡ue taJ.. ¡x¡rece no ser un fenócrJGno de ocurreuc10 e_-e~ral en pJ..antss 

IgJ..esias y Aud~o en su estudio con PEPC de hoja de maíz (50) 

pruf>v'"""' u..-:. niecan~smo de regul.ac16n de J..a activie.ad de esta enzima 

basado en J..~ oxldación-reducción de grupos su11hldrilo de la pro-­

te!:r.a, apoyados en el hecho de que tras la incubación de un extra.Q_ 

to crudo, obtenJ.dos de hojas man-ten.1.dos en oscur:l.dad, con DTT, la 

act:l.vidad de PEPC se incr-€=nta h!'lsta J..os valores que obtuvieron 

cuando eJ.. extracto fué obtenido de hojas prelJ..uminadas, sobre eJ.. 

que ad.e!nás, DTT no tenia nintún efecto. Karabourniot:l.s y CoJ... (55, 

56, 70) proponen un mecamsmo similar para J..a reguJ.aclÓn por luz -

de la actividad de FE.re en aquellas especles C4 en que J..a detecta­

ron. Hás al!r_, estos autores reportan que el tratamiento de J..as ho­

jas con I:::CMU (un inhib1dor de la caden.3 de transporte de electro-­

nes) anul.a J..a :fotoact1vac1Ón de FEPC y concJ.uyen de esta observa-­

ci6n que eJ.. sistema de transporte de e1ectr01~s deJ.. cloropJ..asto 

debe estar ~mplic:.?.do en eJ.. rrecan1smo de reguJ..ac1Ón, probabJ..emente 
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Figura 5. Esquema que ilustra la competencia que se pre-­

sentaría si tanto glucólisis como PEPC estuvieran activas 

al mismo tiempo, con acceso a al misma poza metabólica de 

PEP. 
***)Observese la ganancia de energía. Esta no se pr~ 

senta cuando PEP es convertido por PEPC en lugar QC PK. 
PEP. fosfoenolpiru,ato;PEPC fosfoenolpiruvato carboxilasa; 
PK.piruvato cinasa OAA. oxalacetato; Ac-CoA.acetil-coenzi 

ma A; G-6-P. Gluco,a-6-fosfato; PD. piruvato deshidror,enasa. 
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pül:'qUE: pr-evee los equivalentes '. ;·.;;duceol..Jr.. Str 1·:"n01lm~nte producl_ 

rían la actividad de PEPC al i..,,,.. . .. · '·.1: :·'-"-'nt<:.- dis,·l'.'uro especifi­

co, por otro lado, en las especies C.".11, en lzs que FEPC también 

posee uns f'unclÓn :fotos in té ti ca, se ha demostrado de ma.i;e ra clara 

que la re¡;cüz.c16n de esta actividad por luz se realiza n tr:wés 

del ¡:aso de la :forma de noche que es un tetrámero activo, a una 

.forna dimérica inactiva durante el día. I . .a inactivación en este ÚJ:. 

timo caso, procede a través de una disociación inducida por un i_!! 

cremento en los niveles de malato {uno de los lnhlbidores más im-­

portantes de esta enzima) y un das=nso en el pH-cltoplasmático 

(JJ, 114). Puesto que, a pesar de pertenecel• a grupos de plantas -

di!'erentes, l.as propiedades molecuJ.ares de PEPC de hoja de pJ.antas 

C4 y CAM no ¡:arecen di:ferir notablemente (inmunol.ógicamente prese.!! 

tan reactividad cruzada (21, 105, 107)), no resuJ..k:t ilógioo pensar 

que este necanismo de reguJ.ac16n pudiera operar también en plantas 

2 .J Histéresis 

2.J.1 Def'1nic16n. 

Las enzimas histeréticas son de:fin1das como J.as enzimas que -

responden lentamente ( en términos de algunss características} a -

cambios rápidos en los J.lganios a cu3lquier concentración de modi­

ficador o susutrato. Tal.es cambios lentos, definidos en términos -

del.a reacción catalitiC'.l relativa y absoluta, resuJ.tan en un -·re­

traso en la respuesta de la enzima a cambios en el. nivel de ligan­

dos, CJ.Lie ;:uede ser por varios mecanismos: isornerización, desplaza­

miento de dobles ligaduras por otros ligandos o :¡::or polimerización 
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o depoll~r3?.acl6n. r.J. cambio , '"-¡:>2ndiente deJ tiempo en lo activi-. 

dad enzlmátic& es similar par-d t:I"''"ªs enzirn.'ls dlf'erentes, un gran 

número de ella:; podrían caer en la cntegoríu denominada histeréti­

ca y tales e=imas son frecu:ntemente impor::.antes en l~ reguJ.aci6n 

me tabÓl.ica. El tiempo de conversión de una forma c1ret1ca a otra -

puede var1ar ce al.gunos segundos a minutos (Jl ). 

2.J.2 Necan.1.scos rnol.eculares implicados en el. f'enórr.eno de histé­

res1s. 

Posibles bases estructurales para cambios conf'ormacioral.es. 

Un cambio coni'ormacional lento de una proteína di:fl.ere de uno 

rápido, sol.o en el. hecho de que tiene mayor difioul. tad en atrave-­

sar ia barrera al. estado ntEvo. En la trans1c1ón conf'ormacional. 

l.enta pueden existir varias posibil.ldades (ver Figura 6. ref" .82). 

La primera posibil.idad podría ser un3 rotación o movimiento .. 

de dos ot-hel.ices con res·pecto uta de otra, que permite entrar en 

contacto a dos regiores anál.ogas en ].as l.ntersubun1dades y hacer -

una estt·uctu1-a más compacta sobr'ii! el sustrato J.1gndo (Figura 6a). 

Otra posibHidad es J.a isomerización cis-trans de residuos de 

prol.ina (cuy e. ocurrencia se ha demostrado), como ocurre en l.a re~ 

turaJ.izaci6n de la r1bonucJ.easa, o en el cierre conf'ormacional de 

concanava11na A en la presencia de cationes metál:lcos divalentes. 

Ambos fenómenos han sido la interpretación en términos de una 1so­

rne r1zac i611 entre ccnf'ormación c1s-trans de un resl.duo de prol.ina -

( Fi¡;;ura 6b). 
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FIQJRA 6. Posible" base<' molC'culuF-o::i para cambios o.otú"ormacionales 
lentos. (a) Rctación de.· 2CC-helices una respecto a otra. 
{b) Isorncriza,,ión Cls-Trans de una ligadura. (c) Movimien 
to segn!et1tal <.e una porción lé!rg:'l de una cadena. (d) Mo- -
v1miento giratorio dQ]._caropo resp3cto a cada uno.(Re!'.82). 



27 

La tercera posibilidau podcL se1· lla!!'2da ·'º'"º "rotación seg­

mental" de una porción re1ativD~:ote grande de la proteína sobre -

un res.1duo de prolina que puede ser ejemplificado por quimotripsi­

na. El cambio cor..i'or=cio=l es ler.to a valores de pH grandes y se 

ha propuesto que es.el mecanismo que ocurre en la activación de 

La cus.rta posibilidad para un cam1:lo conf'ormacior.al lento po­

dría ser J.J.amado un •movl.miento giratorio" de un domino respecto a 

otro. Esto parece ocurrir en hexocinasa cumxlo se une a glucosa, 

pero es sab1do que la transio1.6n no es lenta en este caso, puesto 

que se re qui.eren ambos sus tro tos para que ocurra . Un movimiento C:.Q. 

mo este de "bisagra" sin embargo, podría ocurrir lentamente (Figu­

ra 6d}. 

Las. CllEltro transiciones anteriores comparten una de J.as pro-­

piedades más esperadas para un cambio conf'ormacional, el :formar o 

romper muchas interacciones simuJ. táneamente; es decir, cargas de -

repulsi6n, impedimentos estéricos para el movimiento; o movill.dad 

des:ravorabJ.e al.rededor de esas interacciones. Los estudl.os de cri~ 

taJ.o0 ra:fi'.a de rayos-X, reactividad química de grupos especi'.:fl.cos, 

cambios en J.a :fluorescencl.a y otras técr.icas comunes en el estudio 

de estructura de proteínas serán herramientas útiles para determi­

nar los de talJ.e s de cambios his te réticos ( 82 ) . 

Activación energética de cambios conf'orrnacionales lentos. 

Estudios er.ergéticos de la isomerización de enzimas nos pue-­

den proveer de información acerca de los cambl.os moleculares que -

están ocurriendo y posiblemente del papel de la isomerizac1Ón en 
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~~ ¡unc:t6n de J.a e=ima. Las tran:;iciones más lentas son caracter1:_ 

zadas por una-gran e=rgfa de activación, pero la contribución de 

la ental.píe de activación y entropía de activación podría direren­

c1ar vaz•los asr-ectos cie las isot!lE!rizncio=s enzimáticas .. se neces1:_ 

tan estudios ele activación energética relacionados con cambios 'es­

tructurales de la enzima para ver si exis~en correlaciones direc-­

tas. 

Sistem:;is de pol.1merizaci6n y depolimerización. 

Las enzimas también pueclen presentar hist.éresis cuando exper1, 

mentan rcaccior.as tieversibles de asociación a rormas de peso mole­

cul.ar más ~l.to. Frecuentemente las constan~s de equil.ibrio para -

J.a pol~rizaci6n puede ser arectado por l.iganddls, los cual.es son 

también sustratos o modiricadores. La si tuac16n con respecto a J.a 

complicada que la 1sonerizac1ón o mecanismos de desplazamientos 

considerados anteriormente, aunque Mjo algunas condiciones la de~ 

cripci6n global. del mecaru.smo que sigue podría ser análoga. 

La situación para un caso de pol1merizaci6n que puede ser si­

milar a J.a del caso e.e isomer1znc1ón aunque más compleja, depende 

en todo caso de cual sea el paso determinante, sí J.a asociación de 

mon6reeros o el cambie qonforinac1cml que sigue a la polimerización 

de la enzima. cual sea el proceso limitante, podría depender de l.a 

concenti-ación de proteir.a (una alta concentración de enzima ravo­

recería la pol:tmerizaclón y voceversa)(J1). 
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2.J.J EJ. :fen6meno de la h1st.ér".''~-" cotuo re;nü::ldor =tab611co. 

La resi;:uesta de una enzim:i u cambios en concer:<trac1Ón de J.1-­

gundos e::; = corrlic16n in.':!erente al ;r.odelo propuesto relac1onado 

a las características regu1ator1as de las proteinns en varios ca-

sos. Las l-•OSlbJ..ez cc~ecuenclas f'ls1nlóe1cn~ del rneC"?lnismo ante---

rior han sido comúnmente abordadas en la literatura y podría pro-­

ponerse una correJ.ación entre las caracreristicas cireticas de una. 

enzima y su papel en la reguJ.ac1ón metD.bÓlica. S1n embargo los pr_2 

ce sos regu1atorios incluyen sistemois complejos con di:ferentes vías 

que utilizan intermediarios cornures, lo cual supone la er.1::;tenclll. 

de enz~s ree;uJ.atorias con una cirét1ca compleja en los puntos 

clave para la regu1ac16n. Las consecuencias :fisiológicas de una 

respuesta 1enta puede ser muy distinta a las de una respi.esta ráp1:_ 

da y dichos ~canismos pueden ser 1mporwut.e;:; eu l:::. =;;~ac16n to­

tal de1 comp1ejo proceso metabóJ.ico. 

Un;1 de las más notábles virtudes :fisiológicas de J.a h1stére--.. 

sis es que rJuede servir como un amort1etlflnor para J.a inhibición 

por retroalimentación, por productos de varias rutas qv.e de otro 

modo tenirían e:fectos pro:fun:ios y rápidos en los :flujos a través -

de esas rutas. Frieden (Jl) ha discutido las :formas en el cual las 

enzimas histeréticas podrían contribul.r al control del :flujo de ~ 

taboJ.itos en una secuencia o red de enzimas por efecto "amortigua­

dor". Para una enzima a1ostérica normal si la conoentraci6n de aJ.­

gÚn e:fectot· retroalimentador se eleva has:ta un nivel inhibitorio y 

perms.nece en esos nivel.es, la concentración de todos intermediarios 

y productos :finales decrecerá a n1ve1es más bajos, sin embolrgo, con 
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1nhibici6n histerética, los ru.veles de los intermediarios y produ~ 

tos final.es ¡>ueden continuar su nivel. preinhibido por un tiempo 

más largo. Por ejemplo, una respuesta histerética requerirá un 

cierto t1crr.po para ~eter:erse por el exceso del inhibidor retroali­

:::.enta(1or :o>nte::: de que decrezca la proporción de síntesis de otros 

intet'l!le!dicii'ios y productos flroles de esa ruta metaból1C3. SÍ el. -

exceso inhibidor es transformado rápidamente, la enzima bisteréti­

ca puede presentar u= respuesta mínima y no habrá cambios en la -

conce:ntraci6:r: de BUGtr,atos o efectores. ?ara que esto sea efectivo 

el. tiempo o constante de histere:::i::: ten:ir:ía que ser del mismo or-­

den"'de 11l8f;ll:l.tud que el periodo de oscilaciones inherentes a la ru­

ta. .- - - - - - - - -- - - - - - -
1 ,- - - - - - - -- -, 

A~B~C~D:;;;=E=F 
1 • 
G 
¡ 
H 

Figura?. A y H son 1nteruediarios.cn un9. ruta metab6lica. Las l.! 

neas continuas :l.rxl.1.can la di.recci6n del flujo en la ru­

ta. Las lireas C:isconti.nuas indican inhi.b:l.c16n por re-­

troalioentaci6n. 

Bajo ciertas circunstancias los niveles de intermediarios P.9, 

dr!an presentar un incremento temporal en respuesta a un incremen­

to en el mvel del 1.nhi.bidor antes de decrecer a su valor final .S:l. 

la 1nhibici6n por retroalimentación de F, anterior a la di.visión 

de la v:i.a (Figura 7 ref. 82 ), inhibe h1steréticamente la conversíon 

A-B y rápidamente 1nh1be C-D 6 (D-E sí C-D es reversible) el nivel 

de e y de H au:nentar.! tempor<::lmente hasta que la 1.nhi.bici.ón his-
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terétlca se vuel.va e:fectiva. Le., . .- :oumentos t::mror:i.les del nivel de 

H cuando ? esta en exceso ¡:ojri:; ser renéf'ico, por ejempl.o, en 

el. caso de que H y F sean aminoácidos <¡ue debieran incorporarse a 

prot;e,Ín:::s e::. una proporción es¡:eci:fica. Ln ruta f'otoslor-tética de 

t.reordr.:c• {F) :.- J.lslr.-. (H) en F.:ocherichla colt ñeberñ co;;::rortar::;e 

de esta manera, debido a las dos transiciones histeréticas de la 

enzima b1func1cr.al as:¡:;artocinasa-homoserina deshidrogenasa I. 

Otro bene:fic1o potencial fisiolóe;ico de la histéreis es gene­

rar cooperatividad cinética. sí una enzima muestra cooperatividad 

cinética pos1.tiva o negativa, entonces l<is respuestas se presentan 

en rangos de concentración muy amFl 1.os o muy reducidos, debido a 

1.nteracciones que pueda tener. 

2.J.4 Ej"m;üos ü..-. ..-.nzi!lk.-1s 9ue preseiitan comporwmi<:nto hi1.-1Ler6't.ico. 

Muchas enz.in:as muestran propiedades histerética::; y están liga­

das a cooperatividad c1.t!ét1.ca, pueden clasificarse en cuatro subd_! 

v1s1ono>s de acuerdo a1 periodo de retr3so o al tipo de cooperetiv1-

dad que muestran. 

Cla::;e I. Funciones ir..cidentales. Son alguna enzirras que pue­

den mostra:- llistéresis o cooperat1.v1.dad histerética con ciertos 

sustratos, los cuales no son relevantes :¡:ara el fur.cionsm1ento de 

1a enzima. Esto podría ser un simple re:flejo de transición lenta 

inducida por el sustrato desusual o combi:n3ción incidental, como 

es el ca:or, de qulmotri¡::;sir.a y ribonu.cleasa, dos enzim"1s digestivas 

que parecen cae.-r en esta categoría. 
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Clase II. E1ecto arr.ortiguador. Un papel potencia'lmente impo.r_ 

tante que la histérecis podrfri jug""c'lr en los organismos vivos. es 

el de awo:--tiguar cambios rápidos en la respuesta al sustrato o e-­

:fector-, tales amort.iguacores podria:i prevenir a la cél.ula de al.gu­

nos cambio::: o 1'luctuac~ores, cuando algún irebbolito particular se 

incrementa y C.:.?c?-ec:.? C?0 CQ.(!-:.'.:!:!.'t.:"~c.i6r4 t:n ciclos sucesivos. Para a1_ 

gunas enzlrne:; estos :fenómenos son di:fíciles de determimr, puesto 

que mediante· el estudio de enzimas aisladas no se puede determinar 

la interacci6r: con otrns enzimas del sisrem.3. Dos enzimas han sido 

pro¡;:uestas como candidatos para tener un:i respuesta amortiguadora: 

:fos:fo:fructocinasa y aspartocinasa (segunda transic16n). El tetráma 

ro de 1'os:f'oí'ructocizasa se C.isocia reversiblemente a un d:Ín:ero 

1nact1vo me:l.tanta una diluci6n a pH menor a 7 • con un tiempo medio 

entre 10 y 90 minutos. L9 disociac16n es promov.tda por el pH bajo 

y t.P.mrer,;<;:..:.r::::: ba,iac y es dependiente de l9 concentrac16n de 1.a e.D 

z:l..ma. Es int.e1-esante que 13 :fos:fo:fructocinasa muestra además inao ... 

tivac16n lenta por dilución, la cual no se acompaña de alterac16n 

en el peso 1r.olecular. L'.O\s propied:::ides alostéricas y cooperativas .,, 

de la enzima mt:scular', se presentan en el tetrámero sugiriendo que 

la disoc.l,a c·.ié-n lenca rod !":fa ju¡;a r un papel amortiguador en las 

:fluctuacio:es· de ;ret3bolitos, p::irticularmente cuando el pH del mÚ.§. 

culo lle¡oa a Ler rr:uy ácido durante la an:ilerobiosis. 

el.ase III. Coo~ratividad de uns enz.tma monomérica. Una .f'un­

c1Ón ir::rort8nte :O.i; l:::i histéresis en una enzima monornérica, es la 

de poder con:ferirle croper3tividad cinética. Sin embargo, es d:l.::f:Í­

cil demost1-ar- h:iequiv::icadamente, que la enz.tma es monomér1ca bajo 

comicio>;.,"' :f'isiológi.:as. Dos enzimas: hexocinas:i de germen de tri 
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go y clucoei-.:·c:~s Ce hígnd.o de '.-~:-;~ r:B-r·,;;ce·::i s."J-.::-::~focet· 1os crlte-­

r1.os. El rnecaY.ismo nrnernónico !~--- :.;}.~c. c::::pljc.:~:10 r..~:::.1ante la hl.sté-

res is y la cooreratlvidad r.ega ti va ,.:e lo enzim3. El concepto de 

!'eUZirra mnemónica" descrl.be un mecanismo cooperativo, ~n el cual -

la forma de la enzima liberada (monomér1ca} ~or la disociación del 

cot.ip::':.c~o €-r•:o:itr>.D.-producto de la rez.ccl6r., se J'Uede 1sornerizar a o--

tra :fot·= y en ambos esr.ados la eraima libre puode co,;;bir..arse con 

el sustt"ato. 

o k4 

/() p 

.... 

.. \\ ·-· /\: H ~ ... 
0 .. 0 

Figura 8. :::1 mecanismo m=:::ól"..ico para una enzima monomérica mono­

su::: trs to. ;o;J. c.Jrculo y rombo representa las dos confo.r: 

maciones r:·oE-ibles de la enzima libre, si Ki > K3 se obse.!: 

varía coop<:"ratividad regativa; si Ki e: KJ se observaría 

cope t"3 ti v idad pos 1 ti va. 

En la Fi[Ura 8 (82), el complejo en:z:imático glucosa-6-fosf'ato 

se disocia 6.e ia enzim::. dejando la form.3 re-¡:resent;.3da por los rom­

bos, es ta i'orma ¡:uede entonces también isomerizarse lentamente a 

la ~·arma '"'pre centada por los círculos o combins rse con glucosa, 



ambas: :formas circulo-gJ.ucosn ó rombo-glucoG:'.:! pueden 1s omerizn r-s~ a 

la form!ó! re:p=sentnc:: :¡::o:· el cu:J.d:-3.lo; esta f"orma puede entonces -

combinarse co11 AT.P, cataliz3r la reacción liberanio ADF y lirer::in­

do 3lucosa-6F, duraute la acci6n catalítica seguida de la 11.bera-­

ción del producto, la enzima es convertida nUBva~nte al estado 

del ro:::'t>o. 

Clase rv. Alteración de la ooope1•at1·.-1dod en '.ln<I enzima o1i­

gomér1ca. LeE enz1iros ol1goméricas pueden generar. cooperativ1dad -

a través O.e lns interacciones entre los sit1.os para el. ligando en 

d11'erentes subunidades. En tales casos, uta a1teraci6n de coopera­

t1v1dad pueden ocurrir como resul.tado de un3. disociación J.enta que 

J.io1te J.as interacciones sitio-sitio. La c1rética de la e=ima 

ai;partocimsa-homoserina deshidrogenasa I (AI·:-HSDH) de E!.:_ coli ha 

sido totalr.iente 1.nt.erpretado en términos de un mecanismo que 1.uvo­

iucra histéresis e 1nteracc1o:rl'!s coo:¡:erativas entre subumdades. 

i.K-HSDH ha nostrado su1"rir dos trans1ciores histeréticas. LB 

prit:>3ra transición (R-T) es asociada con ia un1Ón de tl'eonina y -

tiene lll'P cor'-5tante de t1el!lpo del. orden de. 0.1 segundos. Esta pri­

mera tr:.<~1ción h::i C.emostraa.o ser u:i.;. isomer1zoc16n; esto produce 

un corr.i;le jo eiiz1mático de treonina el cual está 80-90 % inlübido 

para ambas act1vidade s de AK-HSDH. La segunda transición, (T-u) 

es una isomerizaci6n que ocurre en una escala de tiempo mucho más 

larga (de:1 orden de minutos) y está relac1onada con la unión de tre_2 

n1na a u:c segundo ¡:rupo de cuatro sitios de baja at:imdad, esta 1-

comerizRción no afecta la act1v1dad de la HSDH, pero reduce la act~ 

vidad de AK a cero. 
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EJ. co:npomnte cinftlco Ü<" é''~o;:era t.iv1dad hn sido int.erpret;ado 

en términos de l<> rri~'t"d transj.: .. 1;.;u (R--'I'), J.a curil afecta sol.o -

J.a actividad de AK, que parece no irSJ.uir en ia cooperatividad, ~ 

ro poclría ser iPrortante ¡:,ara amortic;U8r las osc11aciou;?s del. :fJ.u­

jo de rretabolitos en E • .2,911 (p.e. Clase II histéresis ), así como 

un sol.o ¡;llr!tc de J.igamlento :le sitios üe t;reonina (gran a:finidad). 

2.3.5 Co:nportamiei:.to hlsterético de FE.?C. 

Los Únicos estuC.ios de histéresis r;',3lizados hasta J.a f'e:cha -

con PEPC son loi:; de '!.ohJ. y Markus (111) en los que J.J.egan a las sJ:_ 

guientes co11cJ.usiones: 

PEPC de :!h .2,2ll, cepa B (ATCC 1130'.3) suf're un retraso en la -

f'ormaci6n del. producto y el. período de retraso depen:le de las con­

diciones experimentales. El. i:er!odo de retraso es aoort<>.U.o por ~ 

adic~6n progresiva de sustrato, también ].a presencia de activado-­

res J.a acortan, en tnntq que J.os inhibidores a].argan este per!odo. 

¡.a activicla<l f'inaJ. está asociada con el periodo de tetraso y tam-­

bién depeme de J.os ligandos presentes en el. medio de ensayo. Los 

ef'eotos de J.os J.iganios aJ.ostéricos sobre el. período de retraso 

son rápida y compJ.etamente reversibJ.eis; J.a f'ase de retraso observ~ 

da despues ele J.a adici6n del. sustrato a preparaciones incubadas con 

inhibidores o activadores, es independiente del. tiempo de incuba-­

ci6n de J.a enzima con estos ef'ectores. LB concentración de J.a enzJ:_ 

ma es inversa;~nte proporcional a J.a :rase de retraso en ensayos -

que se mant.ierier; en J.as mismas condiciones, esta deper.dencia indi­

ca ;ue la ~ase de retraso es un proceso de agregación, previo al 

estabJ.ec::riie11to de las condic1ones de estaco estacionario en el 
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cual. pN!domina la es:¡:ecie agregada que es más activa. Un período 

de retraso sran.:le entonces s1e-nirica: que al tiempo de J.a adición 

del sust1'ato, J.a enzima está muy disociada. El. activador promueve 

l.a asocia e 16?: y el. 1nhibiclor por supuesto promueve J.a disociación. 

Fuesto que l.a es¡:ecie enzimát1carrente activa es un tetrámero 

cc.n i;uuu:1'l<º":c.es i::i<fnr.1cas de :¡:eso l:!ol.ecul.ar de 100 000 cada una, 

el. período rle retraso podría corresponder a una d1mer1zaci6n de 

dos dotl.e::: ·~a6.enas. 

A concentr::..ciones iní"1n1tas de sustrato, J.a fase de retraso 

llega a ser indepcm1cntc de la concentración de l.a e=ima, esto 

1n:Uca que· l.a .fase de retraso en estas cozxliciones no ea orl.ginada 

por el. proceso de asoc1nc16n, s1no que podría corresponder enton-­

ces a uia reacci6n que ocurre entre el. sustrato y J.a .forna asoc1a-

pueda actuar a vel.ocidad náxJ.ma. 

Así, l.a rase de retraso consiste en dos compo?2ntes, uno de 

duraci6n variable, correspondiente a el. tiempo necesario para la -

asociaci6r: ce subunicades, y uno constante que refleja una reacción 

entre J.a enz1~ asocl.ada y el sustrato. 



III. ~iATERL;r.::;;S Y i-lETODOS 

J.1 t·:ateriales 

J.1.1 Equipo. 

Para med1r la ac;;ividad enz1rnát1ca se empleó un espectro:fotó-

u:et;ro :F;,·e 1.'1Uc:-im :::odeJ.o SF 1800 :ie doble haz con control de te:npe-

raturo constante y registrador integrado. 

La balanza analítica ut111zada para pesar· los reactivos quím~ 

ces :fué Mettler modelo H6 (con capacidad de 160 t 0.0001 gr). 

La homogeneizE<eiÓn de pequeñas cantidades de tej1~9· se hizo 

en tm pol.1tr6n Jane & KunkeJ. uJ.tra-turrax con p!st1lo lo-. N. Para -

homogene1.2ar mayores cantidades de tej1do se usó uu:i licuadora !llB!: 

ca Osterizer modeJ.o Pul.so-matic. 

Para l!ledir eJ. pH se utilizó un potenciómetro Conductronic con 

precis1Ón de :!: 0.01 y un electrodo Beckman. 

Para centr!:fuear se utilizó la centrífuga Beckman model.o J2-21 

6 um micro:fuga HawlrnJ.ey. 

Las 'prepsrac.1o=s químicas y soluciones que necesitaban tempe­

raturas bajas ce allll3cenamiento :fueron guardadas en un re:fr1gerador 

marca Ben:iix {~ºe) o en un congelador (-20°). 

Las ~1crojeri~s empleadas :fueron marca Hamilton de 10 y 100 

microli tros. 

?a= el ensayo de la activ1dad de FEPC se utiJ.izaron celdas -
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c..e cuz.rzc de 1 ru de cap:icidaci. 

Para J.a <:Ei tac16n de tubos ::;e utilizó un Vortex Genie mode-

lo K-550-G. 

se utiJ.izaron platos ma~ticos Corning modelo PC-.351 para 

la agitac16r: de soluciore::::. 

Se utilizó i,-i trógeno gaseoso de INFB/. para la elim1nac1Ón de 

co2 en los medios de ensayo. 

J.1.~ Re~ctlvos. 

Los react.1vos empl.eados en esta .investigación, todos de grado 

analítico, :fueron obten.1.dos de las siguientes· casas comerc.1a1es. 

De Merclc: Tr1s(-h.1drox.1met1lam1nomeu:;no), f'osf'ato de potas1o 

monobás1co y dibásico, glicerol, sulfato de amonio, ácido c1orhí-­

dr.1co, cl.oruro de potas.10, !CrietanolamiIE (TEA), Etilend.1am1=te-­

tracético (EDTA), Tricl.oroacético (TCA), Po11etilengl1col 6000. 

De Sigm'.'! Chemical Co. p.-mercaptoetanol, Nicoti?Xlminademn-dl­

nucl.e ot1do reducido ( NADH en sa 1 dls ódica ) , f'osf'oenolpiruva to (sal 

de ~1onociclohex11amonio), Deshidro¡;enasa málica (l·:DH de corazón de 

cerdo), ditiotreitol, L-ácido málico (sal. disódica ), azul. brill.an­

te G, olbtlf.iina sérica de bovino, tritón X-100. 

De Técnica Química s. A.: Bicarbonato de sodio. 

De Pharmscia Fin= Chemicals: Sephadex G-25, azul de dextran. 
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J.1.J Material cio1Óg1co. 

se usaron ;:emillas de maíz (Zea mays L. var. Chalquefto) prov!::_ 

n1entes del Im::t1tuto Nacional de Investigaciones Forestales Agrí-

J .2 Métodos 

J .2 .1 Crecim:'.ento de plantas. 

Las semillas de maíz f'ueron germinaáas en tierr? en un i.nver­

naáero a ur..a temperatura de 28-Joºc con f'otoper:Íodo natural. Para 

loo experimentos se usaron siempre la cuarta y quinta hoja de plaB 

tas de aproximadBnente un mes de edad. 

J .2. ;2 Tra tanientos de luz y oscuridad a las plantas. 

Las plantas f'ueron guardadas en oscuridad absoluta ó ilumina­

das (40 000 - .50 000 lux) por tres horas antes de la extracc16n de 

la enzima. Los tratamientos en l.uz y oscuridad siempre fueron pre­

cedidos ;ior un período de cuatro horas bajo luz tntural.. 

Cuando la e=1ma f'ué extraida de plantas sometidó!S a oscuri.--

dad, est:C! .se r::sntuvo en oscur1dad hasta el ensayo. 

J.2.J El1m1nac16n de COz en los med1os de ensayo. 

Para la - incubación de la enz1ma en algunos medios de ensayo 

libres de co2 se ll.eva a cabo el. sigu1ente proced1m1ento: La solu­

ción amorti¡yadora -para la determin=tci6n de la activ1dad se sumer­

ge en baño a JO-J.5ºC y se hace burbujear N2 (gaseoso) por una hora, 

P1?6teriormente se pone al vac1o por 10 minutos. Esto se repite de 
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nueve a diez veces, sier.¡prc ur~ tand.o st..!3.vemente. El vol~n de a--

gua evaporude debe reponerse p .. · r! 0C. icarnentE: cor. ngua libre de co2 • 

Decinos <illf' ce::;ta libre de C02 cunndo se !1'.Jce el ensayo de activi­

dad sin NaHco3 en las celdas hei:-r.iétic"':.;ente cei:-ra5as con atmósfera 

de l'2 (gaseoso) y no se detecta desnpariciÓn de l!ADH. 

J.2.u Extracción de la fosfoenolplt·uvato cz.rto;;:il:::i::::::i. 

se cort6 y pesé la cantidad de hojas deseada, se lavaron y 

cortaron en troc:ttos eliminando la n=rvadui:-a central. Este tejido 

se homogere1z6 en un Politrón a máxima velocidad durante 40 segun­

dos en uzn solución amo~tigu.adora de exti:-acciÓn de TEA-HCl 100 i:nM 

a pH 7 .o y EDTA 4 mM, en ull3. proporción de l: 10 (p/v). E1 homoge?J!:_ 

do obtenido se :f:tltr6 inmediatamente a través de cuatro capas de 

gasa y se centrifugó en la micro:fuga (10 ooo g) durante JO segun..-

equilibrada con el mismo amortiguador de extracción. La muestra 

estuvo comprendida entre el .5 y 10 'f, del volÚ!ren de camapara así 

conseguir su desalamiento completo. Todo este procedimiento se ll~ 

vó a cabo a 4°c en un cuarto i"río y se realizaba en tiempos in:fe-­

riores de cinco minutos. 

J.2 • .5 Ensayo de actividad de :fosf'oenolpiruvato carboxi1asa. 

Se utillzó un sistema acoplado a la e=ima málico deshidroge­

nasa WDH E.e. l.i.1.J7) dependiente de NADH según el método des-­

crito por Uedan (101 ). En este sistema el oxalacetato resultante -

de la carboxilaci6n del :fos:foenolpiruvato es reducido a nalato gr!!!_ 

cias a la activldad de la enzima málico desbidrogenasa, que paral~ 

lamente oxid.2. EADH a l.U.D+, se.gt1n el. sj.f_uiente esquems de reacciones: 
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.PEP + neo:: .. FEPC O!J·. + HPOi¡ 

OAA + NAD:i+E+ NDH i-IALATO + NAD+ 

.La cantidad de o.xalace t::i i:o producido durante el transcurso de 

J.a reacc i6rJ puede así ne di rse siguienio el descenso de la densidad 

6ptica a )4c nm debido a la conve!'sión del NADH a N..'.\D+. El amorti­

gua:ior util:!.zado para determi:rur- la actiTidad e=imátlca consistió 

en '.l.'rietanol.amina-HCJ. 100 mM, suJ.f'ato de magnes1.o 10 mM a pH 7.0. 

La composición del iredlo de reacci6n es el siguiente: 

Reactivos 

Amortiguador + MgS04 

NADH (20 lll}:) 

:t1l"r ( 200 mM) 

NaHC03 (U!) 

PEP (200 mM) 

MDH (JOO Unidaóes) 

H 2 0 

'lolumen i'inll 

Volumen (ml.) 

o.soo 
0.010 

0.010 

0.010 

0.005 

0.010 

Concentración f'inal. {mM) 
en el med~.o de ensayo 

100 + 10 

0.2 

.2 .o 
10.0 

1.0 

.3 umdades 

El volumen necena.ric para completar 

1 ml. r:oomi 

Todas las cel.<las prepar-adas de esta mabera se pre.1.ncubaban durante 

5 minutos pc¡r·r• que alca=aran J.a tem:¡:eratura a la que se llevaba a 

cabo la r'€acción (Joºc). La reacción se iniciaba ar.adiendo el vol_!! 

mer, deseado de la preparaci6n enzimática (casi siempre 50 ¡wi). 
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La :pcnilente obtenlda {cambio de densldnd Óptica/minuto) se midió 

en los r·rime1·.os tres minutos de J..a reacción, donde se obtenía una 

adecuac:.a J..irealidad de cambios de absorbancia f'rente a tlempo, con 

la excepción de aqu;'J..los casas en los que ::;e observó reactivación, 

en estos c::i.sos se dejaban hasta cinco minutos. L3 reocción enzi:r.á-

tic.a es ele ot'der; cero durante ese tle:npo en r..uestras concticicnes -

e:q::erimentcilés. rara verif'icar J..a es;:ecif'ld<::d de la reacción se 

reaJ.1?..aron controles que consistían en registrar cambios de absor­

bancia en ausencia de PEP o de la prep~<ración enzimática. En ambos 

casos no se observaron cambios de absorbancia. 

La actividad enzimática de PEFC se calculó con la siguiente -

expresión• 

CADO} X V 

En don:ie: 

ADO cambio de densidad Óptica pal' minuto 

v volumen :final de J.a mezcla de reacción 

V volumen de la prep:;i.raci6n enzimática utilizada en ca­

da deterr1naci6n 

e= coeficiente ce extinción molal' de NADH a J40 nm 

6.22 c~2/micromol 
d dist<o1~cia del raso de luz en la celda {las c¿,ldas us~ 

das fueron de 1 cm). 

La activiuad se expr-esé como los micl'omales de FEP transfot'm~ 

dos en oxalacetato / m:·.nuto / ml de pt'eparación enzimática. Una 

umdad de actividad en,imática se de:finió como la cantidad de enz.!_ 
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ma que carbo>:ila 1 rnicromol de 1EP / minuto l:ajo nuestras cor>.dici.2_ 

nes de ensayo (pH 7.0 a 30°c). 

3.2.6 Caracterización de la histéres1s. 

La velocidad a tiempo cero, es decir, velocidad inicial (Vi), 

la velocicl<>d de estad~ estacionario (Vee), la duración de la fase 

de retraso (E) y la constante de velo:;idad aparente psra la trans.!_ 

ci6n entr-e las do:: velocidades ( "l:) se determinaron usando el mét.2, 

do descrito por Neet y Ainslie (121). Lo curva de proereso de l.a -

reacción permite el cálculo de la velocidad l.mcHll, que es la pe!! 

d1enr.e de la tangente a esta curva a tiempo cero. Así m1srno l.as v~ 

1oc1dades de la reacc16n durante el. periodo de J.a tranái.ci6n y la 

final del estado estac1onario pueden calcul.arse por J.as pet:dientes 

de las tangentes a J.a curva a diferentes tiempos (vease Figuras 9 

.ti. y Ben resultados). La fase de retraso la de:f"in1mos en este tra­

jo como el. intet•secto en el eje de las absisas de la porc16n del. -

estado estacionario de la curva de progreso, es decir, se puede 

cal.cular directamente extrapola:c:rlo la reg16n lineal de l.a reacción 

(Figura 9A). Esl:a rase <le t-et1·as0 (E) e,;tá t>el.ac1onada con J.a Vi, 

la Vee y por la siguiente expres 16n matemática: 

(Vee - Vi)?: 

Vee 

La forma de la curva de progreso para la reacción se describe 

mediante la ecuación: 

Vt = Vee - (Vee - Vi) e-t/?: (I) 



En dome: 

Vt = velocidad a tiempo t 

vee = velocl.<l~d rle estado estaoionarl.o 

Vi = velool.dad .l 11icl.al 

-z:-1 = constante= o:¡:arente de velocidad para la trans1c1Ón 

entre las doa velocidades. 

1..a eouac.16n I puede expresarse en :forma lineal: 

ln (Vee - Vt) = ln (Vee - Vi) - t/-Z:-

por tanto una erá:r1ca de 

ln (Vee - Vt; vs • t 

nos permite el C!Ílculo de T"-1 que se obtiene a i:artir de la pen-­

dl.ente cuando se trata de un proceso de primer orden; Vt se deter­

mina a partir de las tangentes de la curva de progreso a intervalos 

sucesivos a lo largo de la :fase no lineal. Todas las ve1ocl.dades 

de estado estacionsrio se determinan en la :fracción lineal de la 

curva de progreso de la reacción. Los datos se analizaron usando 

el método de mínimos cuadrados para obtener la l1nea de mejor ajU!!, 

te a part.1r de lé:l cual se determinó la pendiente n¡gat1va ci:--1 ) 

(vease F.1gura·17 en resultados). 



4.1 Curv'1 de Progreso de la ;:;e;¡cc1Ón CatoJ.iznda por PEFC 

Cuando se usa un9. preparación de PEFC de hoja verde de rnaí<: -

rec1én extK'1d<• y desal.ada (descr1 to en Métodos) se observa una el.~ 

ra fase ele retraso en J.a reacción C'ltal.1zada por esta e=.1.ma. La -

veJ.ocidad c'.e formac1Ór. del. producto es 1n1cial.mente baja, 1ncreme!l: 

tan:iose paUl.at:tnamente hasta aicanzar uro vel.ocidad de estado es~ 

do estac1onario nd::; al.ti. i;.n la Pl.[;Ura :.:·se muestra 1.a curva de -

progreso de un experirrento tÍp1co así camo 1.a durac1Ón de 1.a fase 

de retraso, detern:inada por extrapol.aci6n de J.a porción 1.ineal. del. 

estado estaoionsrio al. eje de 1.as abscisas. En 1.a Figura 9B se 

=~~=t~ 1s evcluci6n con el t.jP~po de la velocidad de 1a reacc16n 

catal1zada por FEPC groflcada en 9A. Como puede observarse se 11.e­

ga a un verdadero equ1J.1brio ya que 1.a vel.oc1dad del. estado esta-­

cionario permanece constante por un periodo considerabl.e. La dura­

ci.6n de 1.a :fase de retráso es variabl.e, habienlose observado que -

puede ser del. orden de segurxl.os a var1os minutos. EJ.1.o depende, e!J: 

tre otros factores, de l.as condiciones del ensayo de acti.vi.dad, C.Q. 

mo se expon:lrá más adel..:int:e. Estas fases de retraso se deben a ca!!! 

bios coni'or~~cional.es de 1.a enzima, inducidos por J.a unión de un 

lie;an:lo, c;.ue 11.evan a l.a aparición de uta estructura con diferen-­

te s pro¡:.iedDdes cinéticas (31). Este fenómeno se denomina histére­

sis y puede ser caracterizado como se describió en Métodos. 

4.2. Comprobación del Fenómeno de Histéresis 

La fase de retraso no puede atribuirse a cambios en 1.a tempe-
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FIGUP.A 9. A. CUEVA DE. FROGiIBSO DE LA REACCION CATALIZADA POR PEPC 
E!'' EX'l'HJ,C'l'OS GR\JDOS DE HOJA DE MAIZ. EL ENSAYO DE ACTI­
VIDAD SE HIZO EN 'I'RIBTANOLAMI!!A-HCl 100 lllM A pH ?.O,MgCl2 
10 llil'i, NADH 0.2 mM, PEP 1 m!':, NaHC03 l.O mM, MDH 3 UNIDA­
DES Y SE EMPEZABA. LA Ri':ACCION CON 5D Jld DE PREPARACION -
ENZI!'.A'l'ICf,. e. ·EVoLUCION DE LA VELOCIDAD DE LA REJl.CCION 
CA'l'ALIZADA POH FEPC. LOS DA'l'OS EXPEHIMENTALES CORRESPON­
DEN A LOS DE LA FIGURA 9A. 
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ra tura, en el. pH o en la composición del amortiguador en que se e!! 

cuentra la enzima, puesto que el ensayo se realiza bajo conlicio-­

nes s:trnilares a las de extracción, a excepción de la presencia de 

sustratos y ei'ecto~s como se muesr-ra en la Tabla 2. 

Fara comprobar que este comportamiento cir.ético de PEFC en 

ext~actos c1·ud.os clt: huja üe maíz ¿;s u-n.:'.l ~:"op1cd::!.d. de la enzlma, ~ 

i'J.ejo de CRffibios reales en su estructura, iniucidos por alguno(s) 

de sus ligandos y no es artii'icial, es decir, no es simul.ado por -

alguna limitación oel retodo de ensayo de actividad util3.zado. Se 

hicieron las siguientes pruebas: 

l. En el caso de ensayos de act1vidatl en los que se usa aco­

plada a la reacción catalizada por una seguzrla enzima, como el us~ 

do en este trabajo para medir la actividad de PEPC, puede aparecer 

u!!!:! f!:'.se if.P !""traf'n en la reaccí6n si se usa un3 concentración in-

=-ut"ic1ente de 1a e=1ma acoplada (82). Ello es debido a que tiene 

que alcanzar una concentraci6n t'1n1ta del producto antes que sea -

obse'Z'V8ble la velocidad máxima. L6g1canente, estas !'ases de retra­

so no son motivadas por un pt>oceso hl.sterét1co. rara eliminar esta 

posibilicl~c;, en estos casos se comprobó que con la adición de con­

centracl.o:r:es crecientes de málico deshidrogenasa (MDH) no dism1nu1a 

::.a durac16n de la !'ase de retraso (Tabla J), demostrándose así que 

J.a concentración de esta, usada en los ensayos no era limi tante. 

2. Como prueba de h1stéresis se recomienda que tras alcanzar 

la velcbcídad de estaá.o estacionat>io, se adicione una segunda alícu_2 

ta de la enzima, debiendose observar una nueva :fase de rett>aso (82). 

Sin embargo, en esto~ casos no se pudo detectar esta segunda :fase 



TABLA 2. COMPAHACION ENTRE EL M.i::;no DE EXTB.ACCION y EL ENSAYO l1E 
ACTIVIDAD DE PEPC. 

Condiciones de extraccion 

Tem:¡:eratura ambiente (2oºc) 

TEA-HCl 100 mM a pH 7.0 

EDTA 4 mM 

Condicior.es de ensayo de actividad 

Joºc 

TEA-HC1 100 Wi a pB 

PEP 1 mM 

NaHCOJ 10 mM 

MgCl.2 10 mM 

en:z:ima 20 veces menos concentrada 
que en el. 1111ed1.o de extre.cc16n. 

TABLA 3. EFECTO DE I.ii. COHCE!>TnACIO?! ~ !"_,....L!CO DESHIDHOGENASA SO­
BRE LA ACTIVIDAD Y LA DUBACION DE LA FASE DE BETBASO VE 
PEPC* 

MáJ.1co desh1.d:roge:iasa R. - vee 
unl.dede s/ml (m1DUtos) uni.dades/mJ. 

l 1.4 0.268 

J 1.5 0.257 

6 1.5 0.254 

• Se usaron ext't"0.ctos crudos de ho,1a de maíz y las de term1xiao101'.es 
de actlvldad se h1c1eron en un medio que contenía TEA-HCJ. 100 mM 
a pH 7.0, MgCl.2 10 mM, NADH 0.2 mM, PEP l mM, NaHCOJ 10 mM, MDH 
concentraciones var1Bbl.es y la reacc16n se 1nlc1aba con una al.í­
cuota de 50 f"'l. de extracto. 
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de retraso, por e1 contrario, .Lu actividad m.::>J.ida después de 1a 

seguo:la adición de eDZ1ma era inferior a la inicial produc1enlose 

una rápida inE<ctlvac16n (no motiwadu por el agotamiento de sustra­

to), O.e :forrn:i que nunca se produjo el esperado incremento de acti­

v id.ad {'J.'abl.a 4 j. 

4.J. E:fecto del Tiempo Tranncurrido Despues de la Extracci6n 

Sobre la D.iraclÓn de la Fase de Retraso 

La duración de 1a :fase de retraso va disminuyendo a tredida -­

que transcurre el tiempo después de la extracc i6n de la enzima {F.! 

gura 10), tanto en l.os extractos de pl.antas il.uminadas como en 1os 

de pl.antas mantenidas en oscuridad. Esto se acompaña de una reaot,!. 

vac16n de 1a enzima, es decir, l.as vel.ocldades inic:l.D.les .medidas -

van sie:rrlo cada vez más altas mientras que se =ntit0:w:u. .:;o¡¡;;t::lntc:: 

1as velocidades de estado estacionario (Figura 11 A y B). E1lo deJ! 

carta la posibil.idad de que l.a pérdida de l.a :fase de retraso se d!::_ 

ba a inactivaci6n irreversibl.e (por ejemplo, por proteÓl.is1s) de 

1a :forma r.eactivable de la enzima. 

En base a estos resultadés, todos los estudios que se rea11~ 

:-on ¡.,ost.erio~nte y que se describen a continuación se hicieron 

sobre extractos recién hechos, cuando la duración de l.a :fase de 

retraso es máxima. 

4.4 Efecto de la concentración de Em;ima 

Sobre l.a Fase de Retraso 

Se conoce; que :fenómenos de agregación o disociación induc:l.dos 

por la unión o liberación de un ligar.do a l.a enzima sori los respog 
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minutos 

FIGUBJ\ 10. FL!lDIDJ\ DE lJ1 F:,.sE rn;; lUITfl.hSO CON RESPECTO AJ, TIEMPO -
DE EX'J'fu'-CCJON DF PI·:;·c DE EX'.:'Fi/\CTOS cmmos DE HOJA DE 
Vi!dZ. EL ENS/,YO ill' J\C'.fIV!DAD SE HIZO EN UN MEDIO QUE -
CON'rE!lL\ 'l'FA-HC:L 100 ¡¡:¡¡.,A pH 7.0, Mr;Cl,, 10 rnM,NADH 
: 2ry mr•i ! :f;EP, l. 1~, J<-~Hc?,J e 1 O m¡r¡, __ MDH, .1, Ut! ~DADE::; J T ~i;: .E:!~­
PE,,A B.., LA LEl\C1..,lQl1 CO •. _:O Ml Di,, Pffr.fAHAc.ION Et2 •. ~,,.1ICA. 
o o o rLAt!TA~ IJJ.lM GJti.DAs ......... -.---e.PL\r...~1AS SOf11F(l'I-
DAS A o:;cU.ilDAD. 
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FIGURA lJ.. A. EVOLllCION DE LAS VEIOGIDADES INICIALES Y B. DE ES­
.DO E!::'TACIGllA'.:IO CON HE.S!'EC'J'O AL 'rIEJl!PO DE.SPUES DE LA 
EX'l'F' .. ACCION. EL ENSAYO DE AC':i'IVIDAD .SE HIZO EN UN 11E­
C:!:O QUE CONT.L:'1A""'J'El.-HCl 100 mM A pH ?.O,MgCl? 10 mM, 

. I!hDH 0.2 !!ll-'., !'EP 1 m1'!, NaHco, 10 mM,MDH JUNID.."<DES. LA 
RE.,\CC.~o!: SE n:ICIABA cor 50 fill DE PREP/,RACIOIJ El:ZPiA-
TlCA ~o o ...,, Fi_,J\!'!'l'A!: ILt.::•iirJADAS. ---.- -e FLA!\"11AS 
SO!•:ETlDA; .. A OSCURIDAD. 
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TABLA 4. EFECTO SOBBE LA ACTIVIDAD DE PEPC* Y SOBBE LA FASE DE 
RETRASO DE LA ADIClúN DE ENZ:Ir.t, A U.N..o\ REACCION EN CUBSO 

Condic1or.es de 
extrocc16n 

Luz 

oscuridad 

1ª ai:!cuota 
( r-'1) 

50 

so 

act1V1dad** z8 B1Í.cuota act1Vidac:l'°* 
un1dades/m1 ( ,.-1) un1dades/ml. 

0.199 50 0.161 

0.102 .so o.on 

* Se usat'on extt'B.ctos ct'udos de hoJa de ma:!z y se b1c1et'on l.as 
determinaciones de actividad en un medio de ensayo que conte 
n!a TE,..;.-Hcl. 100 mM a pH 7.0, l'!gC12 10 mM, NADH 0.2 mM, PEP = 
1 mM, NaHCQ., 10 mM, MDH J unidad.es y in reaoc16n se 11:11c1aba 
ai agt-egar l'.a prepar-aci6n enzimática. 

** La activ1dad incl.u1da cot'respo'Dde a la ve1ocidad de estado e.!!_ 
tacionat'io. 
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sabJ.es de la apar1ci6n de las r::>ses ele retraso en el ensayo él.e ac-

tividad (J6a, 77, 82). Para comprol:ar si e"tc erD el caso, se hi-­

cieron iredidas de la duración de la fase de r-etraso varian:lo la 

con.c.entr:.:H;·.i6"!:. Gt: 1a enzima en el rtcdio de reacción ma..nteniendo í'i-

.:)as el resto de las condiciones del medio de ensayo. ~ encontr6 

que l.a durociÓ:.1 de lo fase de r<;traso e:; 1nversamente proporcl.onal 

a J.a con=nt,·ación de J.::. e=ima (Figur::; 12 A y B) lo que indica 

que está ocurriendo Ul:l'.l d imerización. }'orque en general., al tiempo 

de reacc16:., t, que correspon:l.e a cuaJ.c_L:'er mo=nto de la reacción, 
n-1 es .inversa=ntc propcrcion=>.l a a 0 , en donde a

0 
es J.a concentra-

ci6n total de cualquier n reactant;c equ1molar, que se combina este 

qu1ométricamente ¡:ara dar lugar al producto (en nuestro caso se 

trata de la propia enzinu) y n es el. orden de l.a reacción (68). 

:re-. t:::.:ltc, !l..~ rP.JRc16n linml entre t y el inverso de la concen.--

trac16n de e=1= se obtiene solo sí n es igual. a dos. Dos f'ue el 

resultado en l:.a regresión l.1Tl':al. del inverso de la concentración 

de ].a enzima contra la fase de retraso. Puesto que la especie e=1. 

mát1camente activa es un tatr<i=ro de cuatro cadenas pol.1peptÍdi--

cas de 100 ooo de peso mol.ecuJ.ar (101 ), el :¡:eriodo de retraso debe 

corresponder a UDa d1merización de dos dobles cadenas. 

4.5 Efecto del Medio de Extracción. de 1a 

Enzima Sobre la Fase de Retraso 

La incl.us16n de glicerol. al JO fo (v/v) o de poliet1lenglicoJ. 

6000 al 6 ~~ (p/v) en el medio de extracción, abolía totalmente ].a 

!'ase de retr<'1so de J.a reacción catalizada por :fEPC (Tabla 5). Las 

velocid<,des :lciciales de la reacción eran superlores a J.as encon--
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• 

TABLA 5. E..H'ECTO DEL MEDIO DE EXTHACOION DE LA ENZIMA PEPC* SOBBE 
LA FASE :L>E Rc.~RASO 

VeJ.ocidad de 
Medio de ext.racc16n R{m1n) VeJ.oc1dad c&tado esta-

1n1c1aJ. u/ml. cicmario u/ml. 

Control. 1.0 0.132 0.179 

+ gl.:1.ceroJ. ai 15 % 0.3 0.175 0.195 

d- gl.icerol. ai 30 ,.: o.o 0.184 o.184 

+ pol.1e tlle ~J. i-
col. aJ. 6 % 

o.o J.lJO J.lJO 

ll¡"- LB preparac16n enzlmát1.ca usada rué una extracc1.6n de PEPC co 
mo se describe en Métodos. pero aJ. medio se J.e adic:ionsba el. ::­
compuesto a J.a concentrac1.Ón deseada antes de extraer y poste 
r1orl00nte se J.eía J.a actividad en una soJ.uc1Óri amortiguadora -
de TEA ... P.CJ. 100 mM a pH 7.0, MgCJ. 10 mM. NADH 0.2 mM. PEP 1 mM 
NaHco) lo mMl MDH J unidades y °;& iniciaba J.a reacción adioio­
mmdo una óÜl.cuota de 50 ~J.. 

~ ut1.J.izaron hojas de pJ.antas que estuvieron bajo J.uz natural.. 
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tradas en extractos hechos en c.'.::;encia de estos cor:ipuestos y se ma_!! 

t1e=n cm·.stautes por un tiempo cor,.siderable r;;:ista que 1a concent~ 

ci6n de sustratos se hacia limitant.c. 

Este resultado coni'.l.rma que e1 proceso de reactlvaci6n que :;e 

e:;t.n e:;tudinndo es dependiente de la concentroci6n de la enzima. -

Igualmente la adici6n de glicerol a extractos obtenl.dos en su e1use!! 

cla, hace que dism.l.nuya la duración de la fase de retraso, mostran­

do así, que estos compuestos favorecen ·.ol pa.so de 1a forma a 1a .l.nn,g_ 

ti va. 

4.6 Efecto de 1a Concentración de Fos1'oenolp1ruv::ito 

Sobre 1a Fase de Retraso 

La durac16n del período de retraso mostró un:i dependencia c~ 

r ... üt: l.:i c¡:;ncc:::;tre>.c 16n de FEP en e1 medio de ensayo a concentraci.Q. 

ne s sa.turantes de HCO) y 1".g +Z, haciendose aeyor a medida que dismJ:. 

nuye 1a concentraci6n de este sustrato (F.l.gura lJA}. Cuamo se gr~ 

fioan estos· datos en función de 1a inversa de la concentraci6n de 

PEP (Figura lJB} no se obser:va un:i. linea recta, sino curva. Por o­

tra ¡;arte, existen claras diferencias entre los extractos de plan­

tas rr.antemdas en oscuridad y las de planeas iluminadas. En las -­

Ú1timas, no nos fué posible determinar la fase de retraso a concen­

tracione!" de PEP inferiores • 0.5 mM debido a que estas concentraci.Q. 

nes 1a enzima mue.stra inactivaci6n durante el ensayo. S1n embargo, 

1a enzir.is extraída de plantas sometidas a oscuridad fué mucho más -

estable y por ello fué posible msdir la duración del período de re­

traso de 18 reacción a concentraciones de FEP tan bajas como 0.15 

mM. 
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MJ.r:: EN FllNC ro:: DE LA Co1:cm,rrnr,c10N De: s.·sTEP.'10 FEP. 
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DE sc1::;·~'TIATO. O?LANIAS EX:YLlES·rAs A LUZ •• PLA'.!T,\2 ?"~!\.NTE-
1;rn1,s E?l O::;CURIDAD. LOS EN.:::AYOS DE ACTIVIDAD CONTENIAN 
TEA-HCl 100 ;;¡:1 A pll ?.O, 1-:i::CJ..2 10 mr~.NADH 0.2 mM, NaHCO 
1 o :nJl, ~·:DB :; UK~Dt .. n~:~~,. LfiS CONCENPRAC TONf~S DL PEP ERAN 
VA? Il\ELE!':·. PARA IlJJC :u,H L!, ll.EACC ION SE AGP.!-:a:,¡;/\N 50 ,.l 
DE PilEY'Alll•CIOl~ EIEHlA'flCA. 
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En ambas series de extrae'.;~.··., el período de retraso no se eli­

mina a concentraciones in!'iriltas de: PEP, como puede verse por J.a 

extrapo1ac16n de J.a gráfica lJB, la línea corta al eje de las orde­

nadas en un punto superior a cero. Aún cu::indo PEPC en ambos tipos -

de extractos difiere en l.a duraci6n de la rase de retraso de 1a -

reacción que e.atal.iza, el porcentaje de reactivaci6n en el medio -

de ensayo no :rué signi:ficativamente diferente (Tabl.a 6). 

4.? Ef'ecto de J.a Concentraci6n de MaJ.ato Sobre 

J.a Duración de J.a Fase de Retraso 

Como se muestra en la Figura 14A y B, l.n inc1us:1.6n de concen;. 

tl'ac1o:r:es crecientes del inhibidor de PEPC mal.ato en el. med1o de -
' 

reacción, conl.leva un 1ncreirento en la duraci6n de la f'ase de ret~ 

so de 1a reacci6n catal.izada por esta enzima, tanto en extractos de _ .. __ . __ 
11:! .... ~ ...... ~ ... 

.. ., .... _4-nrllr..~ ___ .......... _ ,et~ ;t.,,. 

....~~--- ... --.... -~ --- -- ::'19.!!tas ~n~n!ñ.RA en 1a oscur1--

dad. La concentreci6n de sustrato PEP usadas en este experimento 

f'ueron variabJ.es, (F1gurá 15 A y B), pero siempre en el rango en el. 

cual. la enzima extraída de pl.antas iluminadas no muestra inact1va-­

c16n. Las concentrac:1.on=s del. otro sustrato de J.a reacción, HCOJ Y 

del. cof'actor Mg+2 siempre se mantuvieron saturantes. Como es de es­

perar, el efecto de este 1nhibidor, competitivo con el sustrato PEP 

al. pH en que se hicieron estos experimentos, f'ué máximo a J.as con-­

centraciones más al.tas del. inhibidor y más bajas del. sustrato PEP. 

La respuesta de J.os extractos de luz f'ué cual.1tativa y cuanti­

tativaimnte d1:t'erente a ].a respuesta de 1os extractos de oscur1dad. 

En l.os prlJreros, el incremento en 1a duraci6n de la :rase de retraso 

f'ué directamente proporcl.ona1 al incremento en ].a concentración del 



-- n_ 

~-5 A • 2.5 .. i 6' 

\ ~2 .o 6í 
< 

~ il:::: 
t- :s t:i ~ a: 
UJ 
C1D .o t!f 
llJ UJ ~ lh ..,., 

IJ> 
~.s 7 _ ~ .5~ 

I~ 
o 2 

F IGvn/; 14. 

-il 
4 6 8 l 2 3 4 
MALATO V MALATO(mMrl 

FASE .DE i~E''l'fU\;'.jO DF. L\ AC'I11 VID/i.U DE PEPC Di· EX;i~ACI'OS 
CEl.iDO.S DE BOJ/\ n::: :·:t ... I:-. A UIFERF:'.'"l'E::.3 cor.;cE;.;;·HACI'1NES 
DI:; !·.AI . .Al'O ~ ,; • }i'¡.~['.E Di:: r::E·rrrP.;;o V.3 COU'.::EHi'R!~~ ron DE MA 
l,A'l'O. E .. f'/,_::E DE R-S11HA~O V~ RECIPB')CA DE C)NCENTR/\-­
CIOK. D.!:: ~:.;~J .. A'l'O.* PLAN'l1A.::; SOViE'l'IDA~ A LU::. '*?1-J\N'rA~ :•U'ifl 
TEt-~_:nA~ E:! 8SCUB.lDAD. L00 ENSAYOS D.C: ;;:, 'TI'.' IDAD COr.!'l'E-­
!~JAfi lt:li-HCl 100 ::nl1 ,\ pH 7.0, Y.¡:;Cl 10 llli'l, l<ADH 0.2 mM, 
PEP 4 IT'~·l, llaHCOJ 10 ;:,X Y MDH J ll!!IDADES. 

~-



•• 

... 1 -e 
~ .8 J o 
~ .G 

~.4 
1 /*_' ____ ., "UJ 

o 
~ .2 
Lt ~-----­.::;:;---. ___,._ . ·--==·-· o 

01-------~----~----~-...; 

.2 

1 ~ te=il-~ 
o.._._.,_b_.., .......... ._ ... ~;.._-==---· 

0.1 . 0 .. 2 
1/(PEP)·(mM)-1 

FIGURA 15. FC'!·'. DE Hf'c::.i:ASCl DL LA A.::TTVIDAD ne PEPC~DE EXTHACTOS 
CB1JDO,:. Dl·. HO.TJ. DE 1.TA ]_;.:: J:N FUI·:CJ ON DEL.'I'NVEP..SO DE LA 
CüNCEN'.f'li/cCl0!-1 DE PF-:-· A DJ.FEB,,,;!~Eé: Cct;CEt..""RACIO:IBS DE 
l' .. AU\'l'O. QcCF'l'ROL; O 'ON MALA'ro 2.5 rn<~; O:::oN };t\.LP.'l'O 6 
ro.M; '*CON !·1AI"ATO 1(; ,nt-1. LOS Sil'\BOLOS VAc ... ,,s SON DE -
PLf,ln'A'.; TUW.J NADAfl' LC:: sn•lnOLOS T.T,F.NO'.; CORRE~'POlJO"'N 
;, cLA!II'f>.:3 :·;.~.!· 1'l'E!CillúS rrn OSC11P IDAD. L0'' ENSAYO::: DE.' .\C­
::· 1 v ::m;.D n«;?ElaúN 'fF.A-HCl 100 ml'c ¡"\ ::'.I 7.0, MgCl2 101!'.M 
!~D,1'.~~·.~_?:.·;_.Mc, -~~=::iHCOJ 10 1::'.>_ :·i~~ 3~ UNJW;DES Y VA~~S -
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,Q El...I;•./. J!O. 



60 

TABLA 6. EFECTO DE LAS CONDICIONES- DE ll.l.JMINACION DE LA PLANTA 
SOBRE LAS VELOCIDADES INICIALES Y DE ESTA.DO EST_llCION~. 
HIO DE LA HEACCION CATALIZ.'1.DA .POB FEPC' 

Condic1on'ls de 
extracci6n 

Luz 

Oscuridad 

Vi** 

0.122 !: o.o47 

o.o47 + 0.007 

vee** % reactivación 

0.275 :!: O.OJ8 225 

0.108 + O.Ol(l 

* Se usaron extractos crudos de hoJa de maíz y se h1c1eron las de 
terminacio?Jes de actividad en un medio de ensayo que contenía -
TEA-HCl 100 lllM a pH 7.0, MgCl., 10 !!t."!, .N'AD!l 0.2 mM, PEP 1 mM, -
NaHCOd~ 10 ::M, ~.DH J unidades y la reacción se .iniciaba al. ag~ 
gar 5 J"l. de preparación enzimática. 

** Los resuJ. tados son promedios de cinco re pe tic iones. 
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11lhib1dor, mientras que en los segundos se obtuvo una línea curva• 

s1enio e1 grado de desv1aci6n de la linealidad máximo a 1as conce!! 

traciones m::is bajas de sustrato y rrás aitas de inh1bidor. se conf'1.!, 

m6 as! que ias corrl;iciones de iluml.nac16n de la planta previas a 

la extracc16n de la e=1ma, determinan en que forma se enr,uentra -

esta, s1errlo le forrra de oscuridad mucho más sensible al inhibidot• 

malato. 

Para de:scnrtar la posibilidad de que el e1'ecto observado de -

malato sobre la reacc16n de PEPC no fuese real, sino motivado por 

un efecto de es-ce compuesto sobt~ la enzima lr.Úlico desh1droe;enasa 

usada como enz1ma acoplada en el n6 todo de determ1nac16n de activ.1. 

dad, se hizo el ensayo de la actividad de esta e=ima en la dl.rec­

c16n de 1'ormaci6n de malato bajo las mismas corrlicicn:es en que se 

~ tcdc!:!) ~n r"rP. i:;encia y ausencia 

de naiato 20 mM. La velocidau de la reacción c::i.ts11zada por m!Íli­

co desh1drogenasa no SE: afecto por la presencia de esta concent~ 

c16n de1 producto de la reacción, lo que perm1ti6 conf'irmar que el 

malato estaba realmente ejerciemo su acción sobre PEPC. Este r-e--

suJ.tado era de esperarse, puesto que la constante de equ11ibr1o de 

de la reducción de oxalacetato a n:alato catalizada por aá11co des­

hidrogel'l'.'lsa es de 2.6 X 10-12 (J9a). 

4.B Efecto de 1~ Concentración de G1ucosa-6P 

Sobre la Duración de la Fase de Retraso 

La inclusión del act1vador alostérico de PEPC, g1ucosa-6P, 

una concentración 5 rol. en el medio de ensayo conteniendo concentr!!_ 

clones saturantes de i·co5 y Mg+2 y concentraciones variables de 
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PEP, ti.ene como consecuencia u;,:i dismim1c16n nct;abJ.e de J.a :fase de 

re tras o tanto en l.os c:::t?'3ctos de I'"' nntas ilum~nadi:..s, como en l.os 

de pl.antas mantenidas en oscuridad (F1gura 16 ). El efecto de g1uc_g_ 

sa-6p ap::irece así c0010 ad1 tivo al. efecto del. sustrato PEP. 

Por otra ¡:arte la pre senc1a de glucosa-6P evita la inactiva-­

c .l6n de 1:l e=ima en el. medio de ensayo de extractos de pl.antaa 1-

l.uminadaa que tiene 1ugar a bajas cene< ntraciones de PEP en ausen­

c1.a de este act1vf1dor. E11o permit16 de-· .:rminar la fase de retraso 

a bajas concentracio=s de PEP. 

4.9 Efecto de la Preincubac16n Sobre la Duraci6n 

de l.a Fase de Retraso 

Puesto que el. procedimiento de extracc i6n de l.a enzima se re!!_ 

l..1za en presencia de EDTA y en ausencia de Mg+2 y de agentes redu.f: 

torea ü.t:: gr;;.¡;v:; :;:;J.:fh!d.r!l<:> 'l"e han sido postu1ados por otros aut_g_ 

res como necesarios par':' el. nantemm1ento de 1a :fol:'IDS activa de 1a 

enzina (33, 50), se quis6 investigar sí alguno de esos :factores 

era ~l'&Z de activar 1a enzima durante una preincubación anterior 

al. ensayo de actividad. 

Los resu1tados de estos experimentos se muestran en 1a Tab1a 

?-. Como :puede observarse, 1a preincubac16n con 11g+
2 no a:fecta 1a 

duraci6n de la fase de retraso, por lo tanto, el :fenómeno de h1s-­

téres1s que se observa no se debe a que al umrse _este metal. a 1a 

enzima se produzca ui:a react1vac16n lenta. Por otra parte l.a prei,E 

cuooci6n con agenbes reductores de grupos sul:fhidri1o como p-mer­

captoetanol no sol.o elimina la durac16n de la fase de retraso, sino 
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TABLA 7. EFECTO DE VARIAS CONDlCIOl:ES DE PREillCUBACION DE PEPC• 
SOBRE LO. DUru\C 101; DE LA FASE DE RETRASO 

Cond1c1ores de pre1ncubac16n 

Contro1 

PEP 1 mM y 1"..g+2 20 mM 

p -nercaptoo tano1 

Tr1ton X-loo 1% 

B (minutos) 

o.4oo 

0.300 

o.oso 
0.075 

* Se usaron e:r:tractos crudos de hoja de maiz pre1ncubados cinco 
minutos u zo 0 c en TEA-HC1 100 mM a pH 7.0 y EDTA 4 mM. La ad.! 
c16n del compuesto 1nd1cado en la tabl.a era despues de ia ex­
tracci6n, de estas muestras se tomaba una alícuota de 50 ;.;l. -
para 1o1c1ar la rea ce 16n en un ensayo de ac tl v 1dad que conte.; · 
nia TEA-HCl 100 mM a pH 7.0, MgCl2 10 mM, NADH 0.2 mM, NaHC03 
1 O ml1, PEP 1 mM y MDH 3 unldades. 

Se ut111zaron hojas de p1a:i:ltas que estuvieron bajo 1uz natu- · 
ra1. 



que considerablemente J.a incrementan. Es de destacar que el m.1smo 

efecto l.o poseen l.os detergentes como Tri ton x-100 que actúa au-­

mentando el grado de disociación de la enzima y por consiguiente 

1?1..-.-ementando la duración de la rase de retraso. 

4.10 Efecto de la Preincubación con Sustratos Sobre 

la Actividad y la Duración de la Fase 

de Retraso 

Los resul t.ados descritos anteriormente, sugerían que PEP, o -

el corr.ple jo PEP-Mg +2 que pare ce ser e l. verdadero sustrato de l.a 

reacción (75), era el compuesto que inducía el paso de la forma i­

nactiva a la activa. Fara confirmar o descartar esta sugerencia, -

ae hicieron preincubacio~s de la enzima en el medio de ensayo en 

presencia de alguno de los sutratos, la r-eacclÓn se iniciaba l.uego 

con la adicl.6n del sustrato faltante. Puento que el medio de ensa­

yo contier.e HCOj resul. tado de la disolución del co2 atmosférico en 

equilibrio con las soluciones, se hicieron dos tipos de ezper.1men­

tos. En los pr.1me ros se usaron sol.uciores que contenían es te HCOj 

{{1.22 :t 0.2 mM)(74a)) y en l.os segundos en los que se el.imin6 

este co:n¡:'uesto por el tratamiento descrito en Métodos. Los resul~ 

dos se 0.muesoran en la Tabla 8. 

Como era de esperarse, cuando los ligandos presentes :fueron -

PEP-Mg+2 en un r:Jedio conten.1en:io HCOj, hubo reac,~ión durante el. ~ 

riodo de pre incubación, por lo que aunque se abolía l.a fase de re­

traso, estos resultados no permitían concl.uir sí efectivamente era 

el compl.ejo PEP-Mg+ 2 e.'. agente reactivante. Sin embargo, cuando la 

pre incubación se~ hacia sin adicionar n.1ngún sustrato se observó 



TABLA 8. Eli'EC'fO DE LA PREUICUBACION DE PEPC* SOBRE EL PERIODO DE RETRASO CON DIFEREN'l'ES 
LIGANDOS 

Ligando presente 

Nlnenno 

NaHCQJ:**, PEP 1 

NaHC03***, MgCl.z 10 mM 

NaHC03***, MgCl.z 10 mM, 

NaHC0:3 l:O mM 

Tlempo de pre1noubaci6n Periodo de retraso 
(mln) % control. 

.5 342 (o. 7 ) 

171 (o. 7 ) 

166 {0.6) 

133 To~6> 

66 (0.4) 

JO (1.0) 

( 0~4) 

(0.4)<' 

(1.:.,,) 

Actividad de PEPC 
% control. •• 

5. (0.321 ) 

4 {0.:321 ) 

1 (0.:322) 

(o.;322) 

( 0~219) 

(o~ 065 > 

9.5_ ~(0.223) 
- ~'o '. 

(0.223) 

(~.184) 

• Extractos crudos de PEPC-de hoja de maíz, se preincubaron a 3óºc e·n TEA-HCi 100 mM é. 
pH 7.0 Y los ligandos ind1cados en la Tabl.a. -- - "' _ 

** 

*** 

Los valores de act1v1dad control de cada experimento se determ1nan usando el medio de 
ensayo estanlRr y comenzando J..a reaoc16n con la adici6n del. extt'acto enzimát1co. 

NaHC03 disuelto en el. medio (1.22 ! 0.2 mM por el. equl1brio 
reacciol12Sl se 1leva,(i:•on) a· cabo a pH 7,0 y PEP 1 mM. 

del. co 2 atmos:rér1co. LSlBl 

Se ut1J..izat'on hojas de p1antas que estuvieron bajo 1uz rntura1. 
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que no solo la fase de retraso e: :c;mlnula mucho, slno que la activ1_ 

dad enzimática de la e=lms prei.:'.·uh1d.a era superior a la del con­

trol en J.a que la reacci6n se 1n.tciuba por adición de J.a enzima -

al. nedio ele en:;o;¡o completo. sí la preincubac1Ór:. se hacía en prese.E, 

cia solo de concentracio?Es saturantes de HCOj y la reacci6n se in,!. 

ciaba por adi0l6n de ?EP y ~.g+2 , la fase de retraso no eT.istía y la 

actividad medida era superior que en el =so anterior. Estos resul­

tados mostraron que eJ. verdadero agente roactivante era eJ. otro 

sustrato de la reacción, el lÓn HCOJ. El ~cgu-odo tipo de experimeE, 

tos con!'irm6 esta conclus16n, puesto q~ en la preincubación en 

ausenc1a de HCOj no solo no eliml= la :rase de retraso, sino que 

1.nactiva cas1 total.trente a J.a enzima, aún cuan:lo esta pre incubación 

se hall.a en presencia de PEP-Mg+2 Por tanto, el iÓn HCOj, 6 COz, 

es recesarlo :¡:ora eJ. mantenimiento de la enzima activa. 

4.11 Cinética de la ncactivación en t::l 

Medio de Ensayo 

Los fenómenos de histéresis pueden caracterizarse por J.a dete.!: 

minaci6n de J.a constante a¡:arente de vt:J.ocidad de 1a tt-ansición en­

tre la velocidad inicial y la de estado estacionario { "t'-1 ), que se 

determina en grá:ficas sem1logar1trnicas, como se describ16 en Méto­

dos. 

Analizando nuestros datos de esta :forma, encontramos que el -

proceso de reactivación de PEPC en el medio de ensayo no es de pr_! 

mer orden simple, sino que implica al menos dos f'ases, pudiendose 

aproximar cada una de el.las a un prime'. orden, con constantes de -
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ve1oc1dad aparentes que d1f'1e1·-·n claramente (Figura 17). Estas f'a­

ses son d1f'Íc11es de corrc1ac1on.'lr d1rectnr.-.ente con cambios mo1ec);! 

1ares específ'lcos de la e=ima, pero al ID2nos alguno de ellos debe 

correspon:ier a1 proceso de d1rnerizac1ón. 
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F IGUBA 17. CONST.O.N'fl:. APA!lliNTE DE VELOCIDAD P/>..BA LA TBA!·:SICION 
El"1'HE !..A VE:...::>r:: IDA!l n:ICIP.L Y DE ESTAI:O ESTACIONARIO. 
LOS DNI'OS EXPERIMENTALEC CORRESPONDEN A LOS DE LA FI­
GURA 9 A. 



V. DISCUSION 

Los trabajos l.l.evados a cabo anteriormente en nuestro l.abora­

torio rel.utivos a l.a regul.ación por l.uz de l.a actividad de PEPC de 

hoja verde de maíz r.ab!a l.l.evado a l.os siguientes resul.tados, de.§. 

crit.os cr~ !o-::·r:H3. !"Et~~um1dn: 

a. Cunn::lo el tiempo transcurrido entre l.a extracción de l.a 

enz1.ma y el. ensayo de act-1vidad es corto, se pueden detectar dos -

formas de PEPC co~ C.i!'erente cinética de saturac1ón por FEF, una 

de el.l.as predominante en extractos de pl.antas mantenl.das en l.a 

l.uz (PEP-d!a) y otra en aqll'-~l.J..as de pl.antas mantenidas en oscuri-­

dad (PEl'-noche)(90). 

l:>. La !'orma PEFC-d!a difiere notabl.ementc de l.a !'orma PEPC-

noche en coanto a ~u sens!~ilided A Jos efectores más importantes 

de esta e=ima: mal.a to, inhibidor y gl.ucosa-6P activador al.os té ri­

co (91). 

c. La r-eacc16n catal.izada por FEPC, de pl.antas il.uminadas o 

mantenidas en oscuridad presentaba una el.ara !'ase de retraso, in-­

creir.entandose su velocidad a medida que transcurría el. ensayo has­

ta alca=ar uns. vel.ocidad !'ija de estado estacionario. 

Las di!'erencias encontradas entre ambas !'ormas de PEPC permi­

ten concl.uir que la actividad de esta enzima en hoja verde de maíz 

esta regulad.a por l.uz, de tal. forma que es totalmente activa dura!! 

te el. di.a y parcial o totalmente inactiva durante la noche. Por o­

tra parte, de acuerdo con nuestros resultados (90), el mecanismo 

molecular de esta reb1.lación no parecía consistir en oxidación-~-
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ducc16n de grupos suJ.:f'h1dr1lo, c:o::io es el caso de otras enzimas :f'.!?. 

tosintéticas (14). 

En este trabajo se t::"otó de carockrizar el i'enómeno de reac­

tivación de la e r.zima en el med.io de ensoyo con el !'in de compro-

bar r.;:1 est.:.:~b;;:J. e :-:e ~loci.or~do con c:l mecanismo de su regul.ación -

por luz, y en caso afirmativo pudiese servir po¡r.:; dilucidar las ~ 

ses moleculares de este mecanismo. 

La relación inversa encontrada entre el periodo de retraso de 

la reacci:Sn y la concentración de la e=lrr:::::, es~blcce que esta o­

currien:lo una dimerización. Varias enzimas en las que curiosamente 

intervien'l co2 como sustrato o producto de la reacción, presentan 

un similar comportamiento histerético causado por un lento proceso 

de asociación (J6a, 77). Fen6menos similares de h1~t~res1s causa-­

dos por cambios en e 1 estado de agregación de la e=ima han sido -

descritos en estudios sobre PEPC de §.:. ~ (111) y de Crassula 

(114), una es:¡::ecie vegetal con metabolismo ácido crasulaceo. 

Otro l:\esuJ..tado de este trabajo en relación con lo anterior, 

es el que la presencia de glicerol o plietilenglicol en el medio -

de extracci6n de la enzima, impide la detección del proceso de rea~ 

tivación puesto que ambos compuestos a las concentraciones usadas 

poseen el mismo erecto que una elevación en la concentraci6n de 

proteina, por lo que no es de extrañar que eviten la disociación -

de la i'orma tetrarre'rica y/o promuevan la osocioc~ón de la forma d~ 

mér1ca, de ma=ra que en su presencia la especie predominante debe 

ser el tetrámero activo. Además, estos resuJ..tados sugieren que "in 

vivo" existen ambas formas de la enzima, la tetramérica y la dimé-
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rica y no que la forma diméric::: ,;:ar-ece en el extracto como conse­

cuenc1.a de la di.l.ución de ic:i enzi:.a que conlleva el procedimiento 

de :ta extracción. 

La de¡:endencia de la duración de la fase de retraso de la co~ 

ccntrac16n de PEP, claramente está indican:J.o la participación de 

este sustr1:1to en el proceso de reactivación, ya sea 1muc1do al u­

nirse a la enz1ma un camb1o coní'0Mnac1or.3l en esca, que la hace a­

gregarse y dar lugar a la aparic16n de ur.-i :for= más activa y/o 

despl.azanlo un equilibr1o que existe entre dos :formas 1nterconver­

tibles con diferente afinidad por este sustrato hac1a la forma de 

mayor afinidad que será, además, la más activa. En cualquier caso, 

el proceso de interconvers16n de uD'.l fer= en otra es lento en re-

1ac1.6n con la catális1.s, por lo que puede detectarse react1.vación 

d-...r::nte e2 c\1rso de un ensayo. 

Resulta interesante el hecho de que tanto l.as e.xtracc1o~s de 

plantas mantenidas en oscuridad, como las de plantas previamente -

l. 1.l.uminsdas presentan reactivaci6n. Sin embargo, la fase de retraso 

si.empre fué más larga en los prilllt!ros que en los rl.ltlmos, lo ql.A':l -

puede deberse a que la :forma FEPC-noche posee una menor afinidad -

por PEP que la fonna PEPC-día o a que en extractos de plantas man­

tenidas en oscuri.dad es mayor la proporción de dímero. 

Por otra parte,la duraci6n de la fase de retraso mostró una -

dependencia no lineal de la concentraci6n de PEP, que se manifies­

ta sobre todo a bajas concentraciones de este sustrato, en ambos -

ti.pos de extractos, parece por tanto, existir un9. cooperatividad -
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Degativa histerética y es de destacar que PEPC en los m1smos extras 

tos mostr6 una cooperativ1dad negativa en la un16n al sustrato PEP 

en un rango de concentrac16n de este equivalente al que estamos ºº!! 
siderando aquí. Ello parece in:licar que ambos procesos, reactiva-­

ci6D y l.og1cai:rente catá11s1s, de:¡:en:ien de: la u11lón de c:.tc sustrs­

to a l.a fonra activa de ia enzima. Sin embargo, el hecho de que en 

l.os extractos de plantas expuestas a luz no se pudiera detectar 

reactivación alguna a bajas concentraciones de PEP, por el contra­

rio se observa in!lct1vac16n en el medio de ensayo l.o que sugiere 

una cooperatlvldad regativa h1sterétl.ca no basada en las caracte-­

rístl.cas de l.a un16n del sustrato a ia enz1nn. sí l.a l.D.Bctivac16n 

observada a l::ejas concentraciones de PEP ocurre también a concen­

traciones lll'3yores de este sustrato, l.a duración del. proceso de ·­

reactivac16n será l!Pnor de la esperada, puesto que estos a.os pro~ 

sos opuestos pueden l.l.egar al equil1br1o antes de que concluya ia 

react1vaci6r!. Así, PEP no solo l.nterYlene en el proceso de reactiV!!_ 

ca.ón, sl.no que 1.ncrerrenta l.a estabil.1.dad de l.a enzima frente a un 

proceso de iroctivaci6n en el medio de ensayo, de naturaleza aÚD 

desconocida, en forma también dependiente de su concentrac:1ón. La 

incubación de la enzima en un medio de reacción sin PEP por un pe­

riodo ig~l o superior al de duración del ensayo de actividad, no 

conl.leva pérdidas en su actividad, por el contrar1.o se observa reas 

tivaci6n si de este i:reclio no ha sido previamente eliminado el. co2 • 

Este resultado descarta que la lnactivaci6n a bajas concentracio~s 

de PEP se deba a la diluci6n que ia enzina su:fre al pasar al medio 

de ensayo. Además sugiP.re una característica de ].a enzima que no -

había sido detectada prev1.anente. Pudiera ser que después de que -
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una molécuJ.a de enzima ha rea1;-,,;.:¡0 catá11s.t'' :;e produzca en ell.a 

un cambio conf"ormacional, tal que lo haga ser al ta mente inestable 

s1 no encuc-:nt;.ra ott""'a molécula de suct.r:::.to {PEP} .. Por ello, l.a i.nes;, 

tivación se manifiesta a bajas concentraciones de este sustrato, -

cuentran sustrato, después de hater ro~l1zado al menos un ciclo c~ 

tal.Ítico. Apoya:rxio esta expl1caci6n, est:á el resultado obtenido en 

este trabajo, que tras la adición de uno segunda nl:ícuota de enzi­

ma a un medio de reacción, contenien:io lH:O concentración no satu-­

rante de PEJ? después de un c1erto tiempo de comenzada esta, no se 

produce el esper~do incremento de actividad proporc1onal, al inc~ 

mento de la cantidad de 1a enzima, sino que la actividad permanece 

igual, o incluso disminuye. 

Los ruzomm1cntos anteriores son aplicables tanto para los e~ 

tractos de plantas iluminadas como para los de plantas mantenidas 

en oscuridad, aún cuando .es evidente que de ser válidos, la enzima 

de extractos de plantas sowstidos .::. oscuridad es mucho más establ.e 

que l.os de luz. 

Los resultados anteriores no permiten concluir si las dif"ere!! 

cias a nivel. mol.ecular entre PEPC-día y PEPC-nocbe consisten en 

que la prinera es un tetrámero y J.a segunda un dímero, como ha si­

do pro¡;;uesto para la enzima de Crassul.a (114, 115) 6 que ambas fo.!:_ 

mas existen como di=ro o tetrárrero. En el. primer caso, los extra.!?_ 

tos de plantas sometidas a luz contendrían una el.evada proporción 

de tetráoero, mientras que en J.os de oscuridad el diméro sería el 

predominante. Además l.a forma te tramé rica sería inestable a bajas 
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concentraciones de PEP, puesto que la inactivación se observa en 

los extr-a.ctos é'.e pl.antas sometidas a ilumimción. La seguma de -

las dos posibilidades apuntadas no permite especular acerca de la 

proporción relotiva• de dímero y tetrámero presentes en ambos tipos 

de extractos. Si la primera de las hipótesis planteadas :fuese cie~ 

ta deberían existir claras diferencias en el porcentaje de reacti­

vación, entre los extractos de plantas expuestas a luz y los extra~ 

tos de plantas sometidas a oscuridad, ya que las velocidades in.ici~ 

les de est02 t'.':ltimcs serían menores y deberían alcanzarse 1euales 

veloctdades de estado estacion:irio. Sin embargo este no rué el ca­

so, lo que unido a la di:ferente estabilidad en el medio de ensayo 

de PEPC de ambos tipos de extractos, nos in:luce a pensar que la S2, 

gunda hip6tesis es la más probable. 

Otro aspecto intet"esante de la in:fluencia de la concentración 

de PEl' sobre :ta f"ase de retraso, es que a altas concentraciones de 

este sustrato, la duraci6n de esta .rase ea constante e imependie:g 

te de la concentraci6n de sustrato. Así la .rase de retraso nunca -

alcanza un valor de cero, bajo las condiciones de ni.estro ensayo. 

Ello impl.lca que la unión de este sustrato no es el :¡:aso lento el 

responsable de la histéresis, porque de serlo, debería existir una 

relación lireal a cualquiera de las concentraciones de PEP. El P'l­

so lento, lioitante de la velocidad de reactivación, debe ser el 

proceso de dimerización. 

En cuanto al efecto del inhibidor malato sobre la duración de 

la .rase de retraso Sfo puede llegar a· dos conclus1oz:es importantes. 

La prin:era, es la co1 .figura:::.ión de las dif"erencias existentes en-



tx-e la :forma de PEPC-día y PEJ··- ··'-''''1e, como lo ~.-.•. 1estr:::i claramente -

la di:ferent.e res1;1~cta de la durac16n de la :fr.rnc de retraso a in-­

crementos en ln concentraci6n de rrala:Oo. La segun:la, com~te al ~ 

carusmo de rm:1Ctivac1ón y :¡e or1gi?'l'3 de la coo¡>9rativid:1d histe~ 

tica positiva encontrada ¡nra este compuesto. Así concentr3ciones 

creciente i; de rr.a.:n to 1ncrernont.o.n ln dur.:ic 1Ón de 1a fase de re tras o 

en :forma no lineal, lo cual podría expl.icarse si existieran dos l_!! 

gares de uni6n para este inhibidor de e:: :'·:.rente naturaleza y con -

di:ferente a:!'1nidad. De hecho, hn sido pc.::tul:::ida la existencia de -

estos dos lugares de unión sobre la mistID forma de esta enzima, ~ 

ra expl.1car la inhibici6n no lireal. por este compuesto de la acti­

vidad de PEPC purificada (J6a). Sin emoorgo, en base a estos resuJ:_ 

tados es posible que la razón de este comportamiento, tanto histe­

rétlco: como c'!:retlcc, podría más bien estar en la diferente a:fin,!_ 

dad por mal.ato de la :forma tetramérica y dimérica. As!, se sabe -­

que mal.ato puede unirse a l.a priuera en :rorna competitiva con PEP, 

que ev1t.nrfA 11'1 Rool.6n est.ab111zRdora sobre el tetrámero que tiene 

este sustrato, retardanio as!, el proceso de reactivación. Por o-­

tra parte, sí su uzú6n a l.a :forma dimér1ca estabiliza al. diméro, 

impidienio su paso a tetrámero, la su.na de los dos efectos daría 

lugar a um ciretica no lineal. como l.a observada. 

Obviamente se requieren estudios adicion9.les que escapan al -

prop6sito de este trabajo, para confirmar o rechaza¡:' esta hip6tesis.. 

Aún cuan:l.o en estos experimentos no se encontró coo¡:eratividad bis­

terética positiva en los extractos de plantas sometidas a il.umi=­

ci6n, no se puede descartar que esta apareeca a concentraciores de 

mal.ato su¡:eriores a las empleadas. 
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Por lo que respecta al activador alostérico glucosa-6P, este 

disminuye notableirente la duración de la :fase de retraso, tanto en 

e ::;:trae tos de plantas sollli.J t:ldas a luz como los de oscuridad, lo que 

era de es¡:erarr;c dado su conocido efecto de disminuir la Km (PEP) 

(}6a, 77 j. un resul=áo 1n-ceresP.nte, rué que glucosa-6P estabili­

za notabler.iente el tetrá:ncro de día, permitierrlo medir la fase de 

retraso a concentraciones de PEP a las que no se podía en su ausen­

cia. Por tanto, este compuesto esta eJerciendo al igual que el pr2 

pío sustrato PEP, um acción estabilizadora sobre la :for= activa 

de la en::i¡:¡:.¡. 

Un imporwnte resultado de este trabuJo, fué el e:fecto que el 

i6n HCOj 6 la molécula co2 , tiene sobre el estado de activación de 

PEPC. La pre incubación de la en?:!~ E>n ~l ~d:!.o de roencción en a?.:.­

sencia de PEP y Y.-:;;+2 , pero en presenci:i de co=entraciores satura.E 

tes de HCOj no solo eliminó totalmente la :fase de retraso, sino -­

aderrás la actividad enzimática medida después de la adición de los 

sustratos f"alt<:.nLts <=n la preíncubación, l"ué superior a las act1v1_ 

dades de estad.o estacionsrio encontradas cuando no se llevó a cabo 

dicha pre incubación. Por otra parte, la pre incubación de la enzima 

en el r.ied:J.o de rc&cciéi~ sin HCOj produce ull3 rápida pérdiaa de ac­

tividad, 8Ún cuar.do esta pr-eincubación se haga en presencia de 

PEP y l'ig+2 • Eso clara=nte está implican:io a HCOj (Ó a co2 ) como 

responsable del rr.,_ntenimiento de la :fornu activa de PEPC, tanto en 

extrae tos de plantas tratadas con luz como en oscuridad. Este re-­

sul tado explica porc;_w: la E:nzima se. va lentamente reactivando en 

el medio de e:i;¡tracci!;n, de tal :for= que transcurrido un tiempo 

más o ner1os largo de: pues de la extracción, ya no es posible dete.2_ 
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tar la :fase de retraso. El Hco-:: ·::.:mten1do en ec:te: medio debe ser 

el agente reactivante. La react1;;ución paree·;, así no requerir Mg+
2
, 

puesto que el medio de extracción no contiene este metal y sí una 

importa,nte cor.centración del compuesto qu"'l8.nw EDTA. El papel. de 

PEP parece ser el C.e acelerar, pero no inducir, el proceso de rea.2_ 

tl.vación al unirse y estab1J.1zar la forna tetrarrerica act;iva. El 

hecho de que PEP en ausencia de HCOJ no sea capaz de evitar la i­

nactivaci6n de la enzima, apoya la conclusión de qt.e este compues­

to por sí solo no puede realizar la react:1vnc1Ón. 

AW:i cu.amo es prematuro elaborar ura hipótesis detallada so­

bre eJ. posible sign1:ficado :fisioJ.Ógico de este proceso de activa­

ción de PEPC por b.1carborato, se puede especular que durante J.os 

períodos de oscuridad, J.a concentraci6n 1ntraceluJ.ar de este com-

¡:>UAst-0 l:>R,!P !>Q'I' A1. n1erre de los estomas: produc1endo<;e.na-~nact1~ 

c.16n total. o parcial de la e=ima. Durante el día cuamo J.a pJ.anta 

t.1ene sus estomas ab1ertos y la concentración de co2 es máxima, se 

debe producir el cambio inverso, con el consiguiente incremento de 

la fotosíntesis C4. 

La concentración intracelular de co2 , aparece así como un po­

sible :factor clave de regulación "in vivo" de la actividad de es­

ta enzima y es de destacar que este interesante hecho no había 

sido detectado con anterioridad. 

En e::. siguiente esquema está sintetizado el. mecanismo molec)d 

lar más simple de regulación de J.a actividad de PEFC por los sus­

trato:; y e:fectores estudiados, pt:'opuesto en base a los resultados 

que se acaban de discutir. 



PEP 

gl.ucosa-6P~ ca tal. is is 

2E COz gl.ucoV76P ~-COz 
o-mal.a to ____,._ ' -....--ZErJ~ -.:;r:--E¡o-CO --"-

co/ ~-E¡o-co2 
PEP 
Mg+z-C ~-" avetl.isis 

maJ.a~ 

En= Enzima 

ET= Enzima 

en f'orma a1--' =rica 

en f'o rma tetratrérica 



so 

1. La e=ima fosfoenolpiruvato carbo:xil"l.sn de hoja de ma:í:z -

~uf:re un proceso reversible de asociaciÓn-disociaci6n, que se aco~ 

paña de cambios de actividad catalítica. Así puede encontrarse en 

i'or-...::: de tetr~~ro (ac.t-lvo) o de dímero ( tot.al o parcialmente i~~ 

t1vo). 

2. El compuesto reactivante, indu"tor del paso de la forma 

dimérica a la tetramérica es el i6n HCO). o el co2 en equilibrio 

con aquel. 

J. La interconversión de ambas formas de la enzima esta re@ 

lada por el sustrato PEP y por los efectores g1ucosa-6P (activ~ 

dar) 'if na1ato (inhibidor), aún cuando estos compuestos no son CSP2, 

4. Tanto la forma PEPC-día como la forma PEPC-uoche, parecen 

existir "in vivo" como tetraméro y dímero. Las diferencias a rovel 

molecular entre estas formas no parecen, por tanto, consistir ai -

menos no en forma única en su estado de agregación. 
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