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RESIUMEN

Los objetivos del rresente trabajo fueron: Investigar si -
fosfoenolpiruvato carboxilasa (FEPC) de hoja de maiz existe en 81
menos docs estados conformacionales interconvertibles aquwe difieran
en sus caracteristicas cireticas, s{ su interconversidn ocurre en
forma lenta y cuales son lon factores Zus tegulsan =8¢ 2quilibrio;
51 la enzima muestra un comportamiento histerdtico ¥y bajo que con-
diclones experimentales este apai'ece; si los cambios de las carac-
teristicss cirdticas se acompaiiafi con lc¢. cambios diurnos en la fi
siologia de la planta y discutir los resultados que se obtengan de
estos estudios en funcidn del papel que la cnzima PEPCi juegan en -~

el metabolisme fotosint€tico de las plantas Cy-

El estudio se realizd en la Divisidén de Estudlos de Posgrado

de la Facultad de Quimica de la UNAM durante 1586.

Se realizeron los experimentos con preparuclones de FEPC de -
holas de maiz extraidas ‘y desaladas rdpldamente, para caracterizar
el fendweno de histfresis, que se refiere & camblos en_la egtructn
ra de la enzim inducldo por uno o varios ligardos y que se refle-

Ja en una fase de retraso en la acumulacién de producto.

Se hicieron ensayos y extracclones en diferentes condiclones
experimentales con luz y oscuridad y en presencia de activadores e

inhibidores, todos los ensayos mostraron este fenbmeno.

La duracidn de la fase de retraso deperde de 1la concentracién
de PEF (sustrato), de glucosa-6P (activador) y malato (inhibidor).

La concentracién de los dos primeros es inversamente proporcional



al tiempo de la fase de retraso, y 12 del iphibidor es proporclo-

nal 8 esta. Todos 1os. extractos de hojlas de plantas mantenidas en
oscuridad es mayor el periodo de retraso que las de hojas de plan~
tas expuestze 2 luzn. E1 andlisis de 1ls dependencia de la fase de -
re traso en 1la concentracidn de la enzime suglere ques al pasarla al

ensayo dJe Scotividad sufre una dilucidn pasanic 2 un di{mero de poca

actividel r cus lentamente se agrega cornvirtierdose en tetrdmero

activo. La adicidr de sustrato o activador promueve l1la asociacién,
el intibiic:

1% zisceirciin.

"E1 HCO3, ¢1 otro sustrato de TEPC resultd ser uno de los wds

lmportantes para la estubllided de la enzima en su forma activa -
(tetrdrevo), en su

zusencia lo enzima pierde rdpldamente casi toda

la actividcd o en consentricioms saturantes 1o actividod zumenta
rasta wdsg ¢ foble, lerc la ensime en su forra activa es tds ires

5 rdpido con respecto al -
testigzo (con E—IC(‘E cuz mormalmente va disuelto en 1las soluclores -
1.2 m4).

pos resuvlitados obtenidos para PEFC con respecto a la histdre-
sis en 24 ceiiveoridn €

irnzctivacibn de la enzima son discutidos en

relacién al popel “ue la enzima FEPC jJueg2 en el metabolismo foto-
sintdticc de las plantas Cp.
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I. IMNIT.ODUCCION

ia reguliacidn e integracidén ¢. los procesos bixuimicos 1mpll
cados en 12 asimlilacién fotosintdticn de CO; en las plantas Cl& no
han sido azin elucidadas, 2unque fu¢ en 1966 cuasndo se prgopusoc por

primera vez la existencia de 1la ruta fotosint€tica Cy (46) vy a pe~

sa1r de ia relevancia gus tiens oste metabolismo en la productivi--

dad de las plantas bajo clertas condiclornrs a afiadido un extraordi

nario interés de tipo -aplicado 8 su estrito.

Fosfoenolpiruvato carboxilosa (PP, £.C.4.1.1.31) es la pri-

mera de las dos cnzimas carbozilantes implicadas en la fijacién

del COp atmosférico en este tipo de plantas. Cataliza uod reacoién
de @.carboxilacién irreversible (86a) y tlene como sustrato a fos~

foenolpiruvato que es, a la vez, un compuesto rico en ene;_-g.’xa ¥y un

importanie intermediario en varias rutac me tabdlicas. Todo ello, -~

ep de creenclia gereral qwe 12 actividad de esta enziws dcbe estar

fucrtemente somatida a control y existe un gran interds en descri-
Pbir los mecanismos regulatorios de su cctividad.
Quizss el aspecto mds tmportante de rwgulocidn es el efecto

que 1as cordicilonzs de iluminoceidn a los que se some te la planta -

tiene a corto plazo sobre la actividad de PEFC de hoja. Este pro--

tlema de regulacidn estd siendo en la actualidad intensamente est_gi_
diado en varios laboratorios, pPero no ha sido ain totalmente resuel
to. Los resul tados obtenidos-hasta el momento de imilciar este tra-
bajo en relzecidn @ la regulacidn a corto plazo por la luz del esta

do de activacidn de PEFC de hoja de maiz, despertaron el interdés

de caracterizar el comportamiento hister€tico que esta enzima pre~
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sentae en extractos crudos, como medio de llegar a profundizar

sobre las caracteristicas de la enzima y sobre el mecanismo molecu
lar respousable de esta regulecidn.

1.1 Objetivos

t.1.1 Objletive reneral.

Imvestigar si la PEEC de hoja de mafz existe en al menos

dos
estados corforracionales interconvertibles que difleran en sus -ca-
racteristiccs cireticas, si su intercomversidén ocurre en forma len

ta y cuiales son los factores que regulan este equilibrio.

1.1.2 (Objetivos parcisles.

1. Imvestigar s{ la enzim: muwestra un comportamiento hlster_é;

tico y detcrminar bajo qus cordicioncs =xpe

xrerimentales aparcce este.

2. Investigar s{ los cambios de las caracter{sticas cirgti--

cas se acomrz2fian con cambios diurnos de 1la planta.
3. Discutir los resultados que se obtengun de Cstos estudios,

en funcién del papel que la enzima FEFC jJjuega en el metabolismo fo

tosintético Ge las plantas C,-



II. AINNECEDENTES
2.1 Ruta C; de Asimilacidao el O, vmosférico en Maiz

1 mafz, al igual que la mayorfia de las plantas Cy, presenta
dos tipos de cflulas diferenciadas participando en el me tabolismo
fotosintftico de 1a hoja (45, 62, 86, 89,109). La Figura 1 muestra
un esqguema simplificado de metaboliswo Ty . Las células llamadas de
meséfilo se encuentran cerca de la superficle exterma de la hoja y
toman COp atmosférico directamente para

asimilarlo en forma de oxa

lacetato (CAA) medimnte la enzima PEFC. Este metabolito se trans--

porta 21 iInterior del cloroplasto en domde se convierte en malato
‘mediante la enzima médlico deshidrogenasa (iilH),deperdiente de NADP
(NADP-MDH). El malato en intercambio con el QA4 que se estd produ-

ciendo es trausportado en citoplasma pare posteriormenté ser lleva

dzc a

cflulas de vaima vascular, las cuales se localizan em 1la peri
feria de los haces vasculares (Figura 2), en donde s& gnewentran -
bastanqe aisladas del intercambio directo del COZ con la atmdésfera,
En las oflulss dé vaima vascular, el malato se descarboxila median
te la enzims mflico deshidrogenmasa descarboxilante depenile.nte de
NADP (enzima mdlica-NADP) y el COp producido se utiliza para ia sip
tesis de carbohildratos qus, a través del Ciclo de Calvin, tleren -
lugAar en estas c€lulas. E1 piruvato, producto de 1la descarboxila--
cién regresa a las cflulas del meséfilo y es t';ransportado al inte-
rior del cloroplasto en donde produce fosfoénolpiruvato (PEF) en
una reaccidén catalizada por la enzima piruvato ortofosfato dicima-
sa (PPOK), con el consumo de dos equivalentes de ATP. E1 PEP resul

tante se Ulramsporta a citoplasm2 en intercambio con fosfato para
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Figura 2. ‘Certe transversal de una hoja de maiz mostran.

do la anatomia tipo Kranz, caracteristica de las plantas

C4. CM. CEXIula de mesdfilo; CVV. C&lula de la Vaina Vas-
cular; TV. Tejido vascular. :



seguir alirentando esta ruta (25, 27, 43, 88, 89).

Las plantas que poseen rutd Cy usan parte de la erergia solar
captada para manterer esta ruta extra, pero a pesar de 2110 su e-
ficicncia fotosintética es superior 2 la de las plantas 03 que 50~

lo poseen Clclo de Calvin cuando las condiclores de temperatura e

1lurminacidén les son favorables. El sistema fotesintético Cy ademds

debe operar con €rdidas de agua menorecs, por dos razomes: 1) Gra-
clas a qgque la afinidad por CO, es supericr en esias rlantas, puf--
den manterer altas velocidades de 1jacidn con apertura estomatal
limitada, permitierdo asf uma fotosintesis activa en condicilomes -
de yelatlva aridez y con bajas concentraclopes de CO,, cordicidn
frecuente esta Yltima cugndo las plantas estdn fotosintetizando -~
activamenwe, ya Juc comsumen con rapidez el 002 de las capas cercg_'
nas de la atmésiera, 11, Pusden intercamblar COz por agul més efi-
clentemznte gque las plantas Cq, debido & que 1a concentracidn in-
ternz de COp es mucho mds baja que en estas dltimas. Por otra par-
te debido a que la asimilacidn de CO, es mas eficlente, las plan~-
tas CL;. poseen capacidzd de aprovechar mayor cantidad de energia Ju
minosa y crecer me jor bajo cordiciones de alta Antensidad luminica.
En consecuencia las plantas Cy son bastante productivas, por lo
que ver»xeséntan ser magnificos canmdidatos para incrementar la pro-
ductividad (37;.

Dado que én la ruts C) participan dos btipos de cflulas y va-
rios compartimientos celulares, los mecanismos de transporte inter

e intracelulares, se revisten de un especial interé€s y es convenien

te hacer un2 breve descripcidén de los mismos:
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1) Transporte intercelular. Hasta la fecha las evidencias exls
tentes inidican gue ei transporte de metabolitos de las cdlulas de
meséfilo a las oflulas de vaim vascular y viceversa ocurre por di
fusién simpléstlca.a travér de comunicaclores intercelulares aisla
a5 por urs caﬁa de suberimm bastanite permeables a mol€culas peque
bas y relativamente ilmperm=atles 2 gases que se denominan plasmode
mata {45, 6Z). De acusrdo con cdlculos tedricos, esta. L -
surerficie de intercambio tiene las caracterfsticas necesarias pa-
ra justificar los flujos observados curante 1z fotosintesis (45).
Ademds los rrotoplastos atsiados de mesdfilo son bastante permea-—

bles a varios de los metabolitos implicados en el ciclo Cu_ (47)

11) Tramsporte intracelular. Debido a limitaciones de tipo me
£43

Y
han cidec 2izlo-

todoléglco, solamente los clorcplastos de mesd
dos en foroa.intesra con reniimientcs suficientes para facilitar -
su estudio {5). Se han caracterizado tres transportadores de im--
por-caneia en 1 metabolismo CL}. Un traslocador de dicarboxilatos -
que intercuxbia malato, oxalucetato, glutamato, aspartato y oxoglu
tarate (256); un traslocador de PEP, 3-fosfoglicerato (3-PGA)} y fos
fato (Pi) (25, 48, 92) y urn transportzdor de piruvate (29, 45). Es
te \iltimé es capaz de acumular piruvato en el interior del cloro--
plasto en: cox'atr-a de un gradiente de concentracidn cumndo dicho or-
ganclo €std iluminado, Tero no lo hace ni en 12 oscuridad nl en --
presencia del cesacoplante m-clorofenilhidrazoma carbonil cianuro
(CCCP) indicando cue requieren de potencial electroguimico trans--
membragnal, cus se forra por el funcionamiento de la cadera de trans
porte de electronss bijo condiciones de iluminacién (29). No se han

caracte rirado ain otr.s transportadores involucrados en este meta-
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ﬁoﬂlsmo, aunque es de esperar ¢ - existen varios mds, por lo menos

&% cloroplasto de vaina vascular.

2.2 cCaracteristicas de 1la PEFC de Hoja de Maiz

2.2.1 BReaccidn catalizada.

14 epcimit PEIC cataliza 1a carboxilacidn del fosfoenolpiruva-
to segiin 12 reaccién formulada
: ' _ +2 _
fosfoenolpiruvato + HCOD — & e oralacetato + HPO3
3
FEPC .

la reaccién tiere un cambio de ensrgfs libre muy alto (A G = -6
.a =B Kcal/ mol) y es préctlcemenbe ir-agersible.

Esta actividad fuf descublierta en te Jidoc de plantas por -
Bandurskl (5, 6) quién ademds purificd parcilalmente la pr_'otefm -
responsable de la actividad de FEPC y demostrd que para la activi-
dad catalitica se rmecesita la presencia de rIg+2(l+). Pos teriormente
Maruyama (704) demostrd que 1la carboxnaéién de PEP por la enzima
extrafda de cotiledores de cacahuate utilizaba como sustrato bicar
‘oonai;o(ﬁcog) y o COp, comc ccurre com otrAs r-eaccioneé de carboxi
lacibn catalizadas enzimdtlcamente. Mds adn, se ha demostrado que
es la Unlca carboxilasa conocida que no contiere blotinz y usa -

Hco'3' como sustrato (19, 77).

2.2.2 Propledades cirfticas: Iscenzimas.

Se ha descrito que existen varias formas moleculares diferen-
tes con actividad de PEPC (isoenzimas ) asocladas a otras tantas di

ferentes funciones fisloldgicas. Asf{,Ting y Osmord (100) han suge-
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rido que existen cuatro formas m~l.culares distintes de la cnzima

en plantas: fotosint€tica Gy, fotosintdtica 5, Totosintfsica CAM

¥y ura no autdtrofa. Los estudiocs de esios autores establecieron -

que la enzima de hoJja de plantas C3 difiere de l1la de Cg en sus -
propiedades [{Isicas y cirdticas e igualmente diflere de la enzima

presente en hojas de plantas CAM (75, 100). 1a situacién sin embar

go, puede ser mds compleja que la propu’sta por ellos, puesto que
dentro de las plantas C3 se han descrito diferentes formas molecu-
lares de esta enzlma que han sildo descritas a diférentes funciones
metabblicas (78, 1o4).

Por otra parte, se ha encontrado que las formas enzimdticas -
rresentes en hojab. et.:;oledas, difieren de las presentes en ho.‘)as -
vcrdee anfo en plantas Cq como en plantas C, (35, 36, 100, 103,
106)}. En un rrinciplo se sugirid que la forma de hojla verie proce-
de de las hojas etioladas por und modificacidn postraduccioml orl

ginada por la luz (35, 100, 103). Fosteriormente varios autores -
han demostrado que ocurre esintesis "de novo® en respuesta a la luz
¥ que esta proteina sintetizada corresponde a la forma enzimftioca

tipica de hojas verdes (30, 40, 59, 96, 107). Lo que no ha sido -
comprobado atin es el destino que sufre la forma tipica de hojas e-
tioladas, puesto que ya mno se ha detectado en hojas verdes. Esta
fué la t-agén de que los primeros éstudios parecidn segulr uma trans
formacién de un2 en otra, pero al demostrarse que esto no es asy

hubo aue pensar en uma degradacidn adecuada y represidn de la sin.

tesils de la forma tf{pica de hoja etiolada durante el proceso de en
verdecimiento de la hoja.
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Igualmente se han descrite isoformas en plantas CAM (11,100,
110, 73) sugiri€ndose que la modificacién de la composicién iscen.
zAimdtica podria ser un primer pasc en la respuesta al fotoperfodo
a nivel metabdlico (11, 73).

2.2.3 Pronjecdrdes fisicas: Peso moieculsr y estado de agregacidn.

Existe en la bibliograffa significativa discrepancia en el da
to referente al (eso molecular de la enzima PEPC mativa, como pue-—
de observarse en la Tabla 1, que resume lo publlicado en €ste resS—-

pecto.

TABLA 1. PESOS MOLECULAEES DE PEFC ENCONTRADOS EN DIFERENTES TEJX
DOS DE- ESPECIES Cy, C5 Y CAM.

ESPECIE TEJIDO PESO MOLECULAR REFERENCIA

Saccharum offici- Hoja verde 560 000 - Goatly (34)

Tagam (Ch ) . ' : -

) Hoja etiolada 560 000 . Goatly (34)

S(c;z%gmg vulgard', Hoja verde 400 000 Mares y Lebovld(?72%
HoJja verde 275 000 vidal y Gadal (96:)

R HoJja etiolada 375 000 vidal y Gadal (i2)

Panicum milisceum Hoja verde %00 000 Mares y Iebovld(72)

&)m_a_yg (Cy) HoJja verde 340 000 Kerr y Bobertson(58)
Hoja verde 400 000 Uedan y Sugiyama(lol)
Hoja verde 400 000 Mares y Lebovld(72)
Hoja verde 225 000 Mukerjyi (77) .

Splmcea oleracea Hoja verde 560 000 Miziorke (75)

}{2 a)nohoe blossa- Hoja verde 174 000 Brulfert et.al.(13)

Teidiana (CaM)  (dia largo)

No constitutiva#®
continua...
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EKalanchoe bloss- Hoja verde 184 000 Brulfert et.al.(11)
Teidiam (CAM) (a corto)

Sedium morgania- Hoja verde 232 000 Brulfert et .al.{(11)

nun (CAM)

Brophyllum pinna-Hoja verde 300 000 - - Nott y Oggond (85)
um (CAM R

Brophyllum fedks-Hoja verde 420 000 Jomes et.al. (52)

chenkol i CA

Kalanchoe dlagre-Hoja verde 250 000 . Nott y Osmond (85)
montiana (C

# E1 me tabolismo dcido crasulaceo se imince en ectas plantas al -

cambiar el fotoperfodo de dias largos a dfas cortos.

El diferente peso molecular obtenido por los distintos au‘f:o;--
res, a veces hasta para un mismo tejido podr‘igan relle jar no sola--
mente las diferentes técnicas empleadas para Ia.detérmimacidn del
peso molecular (cuantificacién en gradiente de sacarosa, cromato-
graffa de filtracién en gel, electroforesis en gel de poliacrilami
da con gradiente de poro); sino tambié€n el hecho de que 18 enzima
es fdcilmente disociable y presenta varilos estados de agregacién

en funcidén de su propia concentrzacibdn (52, 58, ioli, 114, 1135).

2.2.4 Begulacibdn de su actividad.

2.2.4.1 Por sintesis de movo. Las plantas han desarrollado varios

mecanismos de respuesta a variacliones del medilo ambierit:e, de mare-
ra que su desarrollo se' ha supeditado en gran medida a la apariciébn
de estos cambios. Légicamente una de las sefiales 'rnés importantes ;-
para el desarrollo de las plantas es la luz, que induce la sintesis
de numerosas prote fnas enzimfticas y estructurales necesarias para

21 establecimiento del organismo fotosintdtico adulto . Se han -
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propuesto tres clases _de fotorreceptores que median respusstas d&l
desarrollo a la luz:Fotoclorifilidio, fitocromo y varios recepto--
res de luz azul y luz ultravioleta mno bien caracterizado (18). Alin
cuardo la participacidén de los receptores de luz azul en la regula
c1én de 1a sintesis de proteinas ha sido bien domostrada solamente
para €l c2so de algas (39, 4z, 54, $4), las svidencizes seflnlan gue
estos Juegan un papel Almportante también en plantas superiores (18,
32, 39, 66). Recifntemente se ha demostrado que la blosintesis de
varias enzimas que participan en la sintesis de terpenoides, es re
gula&a por luz i:ltravloleta ain cuando €l o los receptores involus
crados mo se han identificado (18). De los anteriormente mencilora-
dos, sin d‘uﬂa'el fotorreceptor me jor caracterizado y el Unico que
ha sido aisiado es fitocromo (17, 18). Se sabe que 1la estimulacibn
de la planta por luz roja es capaz de inducir el establecimiento
de la capacidad autotréfica, entendida como la capacidad de asimi-
lacién de carbono que se acompafa de un incremento en la actividad
de varias enzimas partlcipantes enwel ciclo de Calvin, come son ri
bulosn bifosfato carboxilasa-oxigemasa (3B, 59, 109), ribulosa-5-
fosfato cinasa (38, 59), fructosa-1,6-bifosfatasa (38, 59, 96)y =
NADF-Gliceraldehido.3-fosfato deshidrogemasa (13, 38, 59); de va--
rias inplicades en el ciclo Cy gue Son piruvato ortofosfato dicina
sa (17, 38, 109), NADP.mflico deshidrogemasa (51, 59), NADF-mdlico
deshidrogemasa descarboxilante (18, 51, 59), adelinato cinasa (38,
109), pirofosfatasa y fosfoenolpiruvato carboxilasa (23, 35, 43,
105, 109). Este 1n§remen'co se acompaid de un 2umento en los nive-o
les d2 ARX mensajero ¢specifico, como se ha demostrado para NADP-.

gliceraldehfdo-3-fosfito deshidrogenasa (18, 87), piruvato ortofos
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fato dicimasa (18, L1i), NADP-m?lico deshidrogzmisa descarboxilante

(18) y fosfoenolpiruvato carboxilasi (18, 95):

¥y &n la cantidad de
protefna especifica, como ha sido demestrado vara las enzimas Tibu
losa bilfosfato carboxilasa-oxigemasa (20, 40, 95), fruc‘tosa-l,s-b;_
fosfatasa (17), NADF-gliceraldehido-3-fostato deshldrogemasa (20,

40, 95), NADP-mdlico deshidrogenasa descarboxilante (18) y fosfo~--
enolpiruvato carboxilasa (%0, 105, 107). Estos efectos son reverti

dos por pulsos de luz rojo-lejanc indicando 1a participacidn del -
fitocromo (18, 38, 95).

Con respecto a PEPC la forma de 1la enzima cuya sintesis es in

ducida durante el proceso de enverdecimientc de plantas Cy etiola-

das expuestas & la luz, es la que posee las caracteristicas de 1a

isoforma fotosintética, tanto en el caso de mafz (23), como tame-
bi€n en el sorgo (107, 105).

Poco se sabe acerca del mecanismo molecular a través del cual
fitocromo es capaz de transduclir les sefial luminosa, aumgue se na -
reportado que: 1) incrementa la degradaclén del ARN mensajerp

codifica para si mismo {87); 11) estimula la transcripcién en nNu--

que
cleos aislados (90) ¥y, 1131) que media respuestas en organelos ais-
lados, siendo en apariencia la2s membraras su sitio de accién (69,

71). Es por esto que se han propuestoc varlos mecanismos para e€xpli
car su participacién en la regulacidén por luz de la expresidn gens

tica, pero ninguno de ellos estd a la fecha apoyado por suficiente.
evidencia experimdntal (57).

2.2.4.2 For su estado de actividad. La necesidad de mecanismos de

regulacién de la actividad enzimdtica por luz, surge de la ausencla
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relativa de compartamentalizacidn tanto en el citoplasma como den
tro del cloroplasto, due separe a las enzimas degradativas de las
cnzimas fotosintdticas, las cuales, de funciomar simultarcarente -
darfan lugar a cicles indtiles, con el consecuente desperdicio de
ensrgia, csqz::lcvtcs carbonades, nitrdgeno, cte. (14}, Por esto, mno
es sorprenfiente encountrar gque ademds dz regular 1a expresidn gene'-
tica, la luz pusde regular la activicad encimdtica a nivel poste-
traducciomal (1, 14, 95), Algunas respuestas dependlentes de luz
azul o de luz rojs Que no estdn ligadas a 12 expresidn gendiica po
drian ser de este tipo (17, 6C, 95). Sin exﬁbargo, los me Ganisnos -
de regulacibém de 18 actividad enzimdtica me jor estudiados son foS-
forilacién-defosforilacién de proteinas, el cual es dependiente de
la fotofosforilacidn y oxidacidn-reduccidn de grupos sulfhldrl;_o
que es deperdiente de la cademy de vransporie de eleditromss, 2
proceso§ activos bajo condiclomes de 11um1nagién y capaces de modu
lar "in vitro" e vin vivo® la actividad de un ndmero considerable
de enzimas de cloroplasto involucradas en €1 clcelo de Calvin (1@,
64, 84, 112) y ruta ¢, (1, 2, 14,113), as{ como enzimas cloroplds-
ticas y citoplasmdticas que participan en gluedlisis (1, 61, 112)
Yy el ciclp de las rentosas fosfato. Estos dcs mecanismos se descri
ben a continuzcidén en relacidén con la regulacidn de dos de las prin
cipales encimas del metabolismo € y dado que son de tal maturale-
za que producen und modificacifn estructural relativamente estable
de las enzimas, la cual va lipgada & un cambio en la actividad, no
deben confurdirse con los efectos regulatorios de la luz mediados

por cambios en la conc>ntracién de metabolitos, PH y/o lomnes.
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2.2.4.2.1 Enzimas cuya regu: . ‘Sn vor duz W sido deserita.-

Firuvate ortofosfato dicinasz (FFDK). Esta es, a la fecha la
Unica enzimz fotosintdtica, para la cual estd demostrado que se -
regula "in vivo" ror un mecanismo de fosforilacidbn-defosforilacién.
Esta protefna puede encontrarse en uma forma fosforilada imactiva
presenle durinte la noche y en una forma no fosforilada activa du-
rante el dfa (2, 3, 28). Se ha identificado ademds una proteinma ca
paz de catalizar la fosforilacildn de ec<a enzima (28, L, 16) uti-
lizando £DF como sustrato (2, 3, 61) y regulriendo bajas concentra
ciores de ATP como efector alostérico (2, 99). La misma prote{fm -
es tambl€n capaz de llevar a cabo la defosforilacién de la PPDK -
fosforilada y al parecer esta actividad es dep’ez:dlente de fosfato
inorgédnico (2,3, 28, 81).

Es te mecénismo de regulacién de 1ia actlv:.dad"enziméi;ica POE -~
fosforilacifn-defosforilacién regulada por luz podria ser mds ge-
neral, puesto que se ha reportado, que algumas cinmasas de cloroplas
to de plantaes C3 son capaces de fosforilar ®%in vitro® en presencia
de luz, a polipdptidos mo identif icados (8, 67), ¥ por otra parte
Nimmo y colaborador,es, traba jando con FEPC de plantas CAM han a--
portado datos experimentales que sugleren que dicho mecanismo po-

dria ser cperante tambidn en citoplasmz (83).

Mdlico deshidrogenasa dependiente de NADP (MDH-NADP). Esta es
unz enzima del estroma de cloroplasto de las células de meséfilo,
que presenta un estado imactivo, (con ciertos grupos sulfhidrilo -
oxidados) que s2 presenta "in vivo" durante la noche y un estado

activo (con los grupos sulfhidrilo antes mencionados en esfado re-
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ducido) presente durante el dfa (28, 53, 65, 80). M4s conocido y -
¥y mejor estudiado que el anterior, el mecanismo de oxidacidn-redug
c¢ién de grupos sulfhidrilo da lugar a la regulacién por luz de la

actividad "in vivo" de un namero considerable de enzimas tanto clo
ropldsticas como cltoplasméticas que sufren un cambio estructural

reversible, ligado a2l cambio de sus caracteristicas cinfticas, --

cuando clertos puentes disulfuro son reducidos a sulfhidrilos -
(Rigura 3B, ref. 14). Se han aislado protefnas solubles llamadas -
tiorredexinas tanto en especies 03 (14, 15, sk 64), como de espe-
cies C) (15), presentes en cloroplasto y también en citorlasma y =
que éontienen grupos sulfhidrilo de potenclal redox muy regatlivos
siendlo por tanto, capaces de reduclr "in vitro®" con clerta especi-
ficidad, los ruentes disulfuro responsatles del control de la acti
vidad de varias enzimas de las qu2 se sabe que estdn sujetas *"in -
vivo" a este mecanismo regulatorio (14,15). Ias tiorredoxinas pue-
den a su vez, eser reducldas "in vitro® en presencla de luz, por -
preparacliones crudas de la enzima tiorredoxina~reductasa dependien
te de ferredoxina obtenidas de organismos fotosintticos (14). Se

han aislado ademds sistemas membranales capaces de reducir *in vie
tro" en presencia de luz varias de las enzimas reguladas por oxida
ciér-reduccidn de grupos sulfhidrilo (Figura 3A, ref. 1, 76). Es-=-
tos sitemas membrapales llamedos LEMs (Light Effect Mediators) po-~
drian ser tambi€n operantes en la regulacidén "in vivo" de dichas

enzimas, no hablerdose aclarado atn si ambos mecanismos operan "ln

vivo" simultamemaente ya sea en form2 conjunta o independiente.

2.2.4.2.2 Enzimas caya regulacién por luz no ha sido adn aclarada..
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LEM_ < LEML
SH
€ [s—s—!,.EM
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& ES . FSH
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Figura 3. Mecanismos propuestos para explicar el mecanis-
mo molecular de regulacidn de la actividad enzimitica por
oxidacidn-reduccién de grupos sulfihidrilo. A. mecanismo-
nropueste por Anderson (1 ). LEM. proteina mediadora del-

efecto reductor. de la luz; E. Enzima oxidada, forma de np

che; E*. Enzimu reducida, forma de dia. B. Mecanismo pro-
puesto por Buchana:n (14). FR. Ferredoxina; TR. Tiorre- -
doxina; E y E* jgu:il que en la parte A.

17
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Malato deshidrogenasa descarvoxllante depenilente de NADP. Es

ta es unAa enzima del estrom2 de cloroplasto de vainz vascular res-
ponsable de la descarboxilacidn de la mayor parte del malato que -
proviene del mesdfilo, al menos cn mzfz (L3, 45, 97). Hasta la fe-

cha no hay reportes en la literatura de esta encim2 obtenida de

plantas Cy sufra camblos en sus propicdfdss moleculsrss como ¢conse
cuencia de la iluminacién, La regulacidn de su actividzd podria -
m4ds bien e jercerse a través de los cambios de concentracidén de sus
tr;ato, cofactor y/o p¥ que ocurran en el 2stroma del cloroplasto

al pasar de luz a oscuridad o viceversa.

Se sabe gue el pH Sptimo de esta enzima es de 7.5, y que a es
te pH la enzima muestre inhidbicidn por el exceso de sustrato. Sin
embargo, esta 1nh1b1616n disminuye de modo gradual a medida que el
PH se incremeniza. EI resultado de ambos fendmenos actuando simultd
neamente es un cambio en el pH Sptimo a concentracidn elevada de -
sustrato {51). Esta propledad podrifa constituir un mecanismo regu-
latorio por luz (43) ya gue el pH del estroma del cloroplasto osci
la entre 7.5 {en oscuridad)} y 8.2 {(bcjo intensa 11umimclén)-(116).
Puesto que las concentraciones de malato existentes en el estroma
del cloroplasto de valpa vascular no han sido determinados todavia,
no es posible concluir s{ dicho mecanismo es o mo realmente operan
te ®"in vivo'. Por otrz parte, se hza demostrado que los cloroplas—-

toa aislados de c€lulas de vaina vascular de maf{z descarboxilan
(ulu

~C) malato con lentitud, tanto en luz como €n .oscurldad, a no

ser que se les suministre un sustrato exdgeno como 3-FPGA. Este he

cho indica que la ilumninacidén no es el factor responsable de la reg

gulacidbén de la actividad de esta enzima en forma directa, sino que
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la actividczd de esta snzime se <uoriing con las actividades gue- -

consumen IADPH, posiblemente, 2 vruvds de la disronibilidad del ~-
cofactor oxidado (45, 116). Esto no os sorprerdente, en virtud de
que el cloroplasto de valna vascular es defilciente en fotoslstema
II y, por tanto, urd parte importante del poder reductor empleado
en este orgarelo durante la fotosintesis proviemne de la descarbo-
xilacidén oxicativa de malato (45). Otros autores han propuesto, a-
demds, que los niveles de fructosa.l,b-difosfato, que es un inhibl
dor alostdrico de esta enzima, podrian tener un efecto regulatorlo
de su actividad *in vivo" (9, 10). Sin embargo, dado que se¢ ha re
portado que las concentraciones de fructosa-1,6-difosfato, asi co-
mo los otros azitcares Tfosfato, se incrementan durante los per'.‘fodos

de luz (7, 63, 98), es poco probable gque este sea un factor regula

Fosfoenolpiruvatoc carboxilasa (PEPC). La accidn concertada de
la luz sobre la actividad de las enzimas PPDK y MDH-NADP, ya discu
tida, parecerfa ger suficientc para explicar la regulacidén noche-~
dfa de la seceién de la ruta Cy que tiene lugar en la célula del
mesdfilo. No obstante,. deben tenerse en cuenta los siguientes he--

chos: -

1) La reaccidn catalizada por FEPC es prdcticamente irreversi
ble bajec las condiciones . imperantes en 1la cdlula. Por tanto esta -
enzima actiia virtualmente como una bomba capaz de ¢analizar su sus
trato hacia la formacién de malato y/o aspartato, moléculas que ag
tuian como transportadoras del 002 a las c€lulas de vaima vascular.

Debido a que 1o existe reaccidn inversa, cuando €l producto no es
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requerido en esta ruta metabdlica (la fijacidén de COp esta deteni-
da durante la noche (63, 93, 102)), la bomba debe estar apagada pa

ra evitar una acumulacién de intermediarios (044, malato y asparta
to).

11) P!-;P el sustrato de PEPC €5 un metabolito central en el me
tabolismo gereral de las plantas (<2 ){Figura &), sicndo glucdlisis
una de las rutas mds imporiantes en que participa. En varias plan-
tas Cp se ha demostrado gue las enzimas glucoliticas enolasa y pi-
ruvato cinisa, cuyo sustrato es FPEP, se encuentran al igual que -
PEFC en el citoplasma (24), y si bien hay reportes sobre la exis—-
tencia de isoenzim2s con estas actividades en cloroplasto (24, 79),
en plant:as‘cu, c¢stas parecen ser minoritarias (47). TFor tanto, du-
rante la noche cusndo la produccidén de FPEP via PPDK se detierne (-
PPDK se encuentra irmactiva en la oscuridad), PEFC podria compe tir
por el mismo sustrato con las enzimas glucoliticas, cuwe si estdn -
activas durante los perfiodos de oscuridad. Dada la gran cantidad -
de PEPC presente en el mesdéfilo de plontas Cy {se ha reportado que
constituye hasta el 15 % de la proteima total soluble de la hoja -
en este tipo de planta (40)), que se traduce en una elevada capaci
dad cat;al*ftica (su velocidad mdxima en exiractos crudos de n'eiz,
es aproximadan}:nte diez veces supevrlor @ la isoforma no fotosinté-
tica presente en hojas de plantas CB(L&9, i0o8)), serfa de esperar -
que en c8so - de.que esta enzima tenga acceso al PEP cltoplasmdtico
producido wpor gllcé_llsis_, interfiera de manera notable con el fun-
ciommisnto de esta Amportante ruta alternativa de consumo de car-

bohidratos que reporta menor gamancia de erergia. yique ademds, pro
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Figura 4. csquema de las rutas mectabdlicas que consumen

(parte A) y que producen (parte B) fosfoenolpiruvato -
(PEP) en el metabolismo de las plantas Cg.

OAA, oxalacetato;

2-PGA,2-fosfoglicerato;G-6-P, glucosa
-6-fosfato.

Otras abreviaturas se dan en el texto.



duce acumulacién de intermediarios del cicle de Krebs (Figura 5).

La exlstencla de und regulacidn por luz a corto plazo de esta

emzima fud reportada ceczo y2 =¢ .5 mencionado por Karabourniotis y

Col. para varias plantas ¢, (55, 56) y por Igleslas y Ardreo para
mafz (50). Sin embargo, 105 meras ne fueron capaces de detectar
ningdn cartlo en 12 enzimz extraida de hoja de plantas de maflz man
tenldas en luz ¢ en oscuridad, gererando asi serizs dudas sobre el

reporte de Iglesizas y fndreo gque es poco concluyente y sobre la ne

cesidad de una regulacidn de la actividad de FPEFC "in vivo", ya --
fue tal parece no ser un fendmeno de ocurrencia gereral en plantes
Cy.

Iglesias y Amdreo en su estudio con FEPC de hoja de mafz (50)
e canismo de regulacidn de la activiéad de esta enzima
basado €n 1z oxidacidn-reduccién de grupes sulfhidrilo de la pro--
teima, apoyados en el hecho de que tras la incubacién de un extrac
to crudo, obtenidos de l:xojas manteriidos en oscuridad, con DIT, la
actividad de PEPC se incremcntz hasta los valores que obtuvieron
cuando el extracto fué obtenido de hojas prelluminadas, sobre el
que ademds, DIT no tenia ningdn efecto. Karabournlotis y Col. (535,
56, 70) proronen un mecanismo similar para la vegulacién ror luz -
de la actividad de FEIC en aguellas especies Cy en que la detecta-
ron. lds alr, estos autores reportan que el tratamiente de las ho-
Jas con DCMU (un inhibidor de la cadena de transporte de electro—--
nes ) anula la fotoactivacidn de FEPC y concluyen de esta observa-.
cién que el sistemz de transporte de electrores del cloroplasto -

debe estar ifmplicedo en el mecanismo de regulscidn, probablemente
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Figura 5. ésquema que ilustra la competencia que se pre--
sentaria si tanto gluc6lisis como PEPC estuvieran activas
al mismo tiempo, con accesoc a al misma poza metab6lica de
PEP.

***)0bservese la gananciua de energia. Esta

no se pre
senta cuando PEP es

convertido por PEPC en lugar Je 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 deshidrogenasa.
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Porque prevee los equivalentes 7 roduccldn ot Uinalmente produci
rian la actividad de PEPC al re: ... = nuente dilstifuro especifio
co, por otro lado, en las especies CAM, en las que FEPC tambi€n -
posee una funcidn fotosinte’:ica, se ha demostrade de mapera clara

que la regulacidén de esta actividad por luz se realiza a travds .
del paso de la forma de noche que es un tetrdmero activo, a um -
forma dimdrica inactiva durante el diza. Ia imactivacildn en este Q1
timo caso, procede a través de una disociacidén inducida por un in
crémento en los niveles de malato (uno de los inhitidores mds im--
portanteg de esta enzima) y un descocuso en el pH-citoplasmét:ico -
(33, 114). Puesto que, a pesar de pertenecer a grupos de plantas.-
diferentes, las propiedades moleculares de PEPC de hoja de plantas

Ciy y CAM no parecen diferir notablemente (inmunoldégicamente presen

o}

tan reactividad cruzada (21, 105, 107}), no resulia 1ldgico pensar

que este mecanismo de reguwlacién pudiera operar tambi€n en plantas

Cy.

2.3 Histresis

2.3.1 Definicién.

Ias enzimas hister€ticas son definidas como las enzimas que -
re sporden lentamente ( en t€rminos de algumas caracter{sticas) a -
camblos rdpidos en los ligandos a cualguier concentracién de modi-
ficador o susutrato. Tales cambios lentos, definidos en tfrminos -
de la reaccidén catalitiea relativa y absoluta, resultan en un -re-
traso en la respussta de la enzima a cambios en el nivel de ligan-
dos, yue juede ser por varios mecanismos: isomerizacidn, desplaza-

miento de dobles ligaduras por otros ligandos o por rolimerizacidn
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o depolirerizacidn, Fl cambio - <pendients del tiempo en la activi-.
dad enzimdtica es similar para onenas enzimis diferentes, un gran
nimero de e¢lias podrfan caer en la categorfa denomimada histerdti-
ca y tales enzimas son frecusntemente imporiantes en 14 regulacién
me tabdlica. E1 tiempo de comversidén de una forma cindtica a otra -

puede variar ¢e algunos segundos a minutos (31).

2.3.2 Mecanismos moleculares implicados en el fendmeno de histd-

resis.
Posibles bases estructurales para camblos conformaciomles.

Un cambio conformacional lento de unz protefma diflere de uno
rdpido, solo en el hecho de Que tiene mayor dificultad en atrave.-
sar la barrera al estado nuevo. En la transicién conformacional -

lenta pueden existir varias posibilidades (ver Figura 6. ref.g2).

La primera posibilidad podrfa ser urs rotacién o movimientos
de dos of-helices con respecto urnd de otra, que rermite entrar en
contacto a dos regiores andlogas en las intersubunidades y hacer -

una estructura nds compacta sobre €l sustrato ligado (Figura 6z).

Otra posibilidad es la isomerizacidn cis-trans de residuos de
prolima (cuyz ocurrencla se ha demostrado), como ocurre €n la rena
turalizacién de la ribonuclezsa, o en el cierre conformacional de
concanavalinz A en la pr-ésencla de cationes metdlicos divalentes.
Ambos fenémenos han sido la interpretacidn en t€rminos de una iso-
merizacldn entre conformacidn cis-trazns de un residuo de prolina -

(Figura 6b).
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(c) Tm a’d/
. & - “0—--9’

(dy

Posibles basers molzculares para camblos sonformaclonales
lentos. (a) Botacidn de 2oc-helices una respecto a otra.
(v) Isomerizacidn Cis-Trans de una ligadura. (c) Movimien
to segmental ce una porciédn larga de una cadena. (d) Mo~
vimiento giratorio del_campo resp:cto a cada uno.(BRerf.82).

FIGIRA 6.
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La tercera posibilidad podriz s2r llamada >omo “"rotacidn seg-
mental® de unz porcién relativamente grande de la prote{ma sobre -
un residuo de prolinma que puede ser e jemplificado por quimotripsi-
na. El cambio conformacionzl es lernto a valores de pH grandes y se
ha propuesto que es .€1 m2canismo que ocurre en la activacidn de -

= PRI . aad — e o~y rvar
quimotripsind, 0 @ guimobtripsina {(Figura & c¢}.

Ia cuzrta posibilidad para un cambio conformaclional lento po-
dria ser llamado un Ymovimiento giratorio® de un domino respecto a
otro. Esto rarece ocurrir e€n hexocinasa cuando se une a glucosa, -
pero es sabido que la transicidén no es lenta en este caso, puesto
que se requieren ambos sustratos para que ocurra. Un movimiento cé
mo este de "bisagra" sin embargo, podria ocurrir lentamente (Figu-
ra 6d4). )

las cuatro transiclomes anteriores comparten ur de 1as Pro--
piedades més esperadas para un cambio conformacioral, el formar o
romper muchas interacclores simultdneamente; es decir, ocargas de -
repulsién, impedimentos estéricos para el movimiento; o movilidad
desfavorable alrededor de esas interacciomes. Los estudios de cris
talografia de rayos-X, reactividad quimica de grupos especificos,
camblos en la fluorescencia y otras técnlcas comunes en el estudilo
de estructura de prote{nas serdn herramientas ttiles para determi-

nar los detalles de cambios histerdticos (82).

Activacidn erergética de cambios conformacionales lentos.
Estudios erergéticos de la isomerizacidn de enzimas nos pue--
den proveer de informacidn acerca de los cambios moleculares que -

estdn ocurriendo y posiblemente del papel de 1a 1somer1_zacic'm en
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aw iuneién de la enzima. Las transiciones mds lentas son caracteri
zadas por una-gran erergia de activacidn, pero la contribucidn de

la entalpfe de activacién y entropia de activacidn podria diferen-
ciar varlos aspectos de las isomerizaciones enzimdticas..Se necesi
tan estudios de activacidn energética relacionados con cambios ‘es-
tructuralet; de 12 epzima para ver si existen correlaciones direc--~

tas.

Sistemas de polimerizacidén y depolimerizacidn.

Las enzimas tambi€n pueden presentar histdresis cuardo experi
mentan reacclonss reversibies de asociacidén a formas de peso mole-
cular mds alto. Frecuentemente las constantcs de equilibrio para -
la polimerizacidén puede ser afectado por ligardés, 1los cuales son
tambi€n sustratos o modificadores. Ia situaciédn con respecto a la
deserincidn para tolos fendmenos podria ser considerablemente mfs
complicada que la isomerizacidén o mecanismos de desplazamientos -

considerados anteriormente, aungue bajo algumas comdiclores la des

cripeidén global del mecanismo que sigue podrfa ser andloga.

La situacidén para un caso de polimerizacién que puede ser si-
milar a 1a del caso de isomerizacidén aunque mds comple ja, depende
en todo caso de cual sea el paso determinante, s{ la asociacidén de
mondémercs o el cambic conformacicnal que sigue a la polimerizacidn
de la enzima. Cual sea el proceso limitante, podria depender de 1la
concentracién de proteina (una alta concentracidén de enzima favo-

receria le polimerizacidn y voceversa)(3l).
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2.3.3 El fenbémeno de 12 histere cowo regulldor metabbdlico.

La respuesta de um enzima a cambios en concentracidn de li--
gandos es una condicidn inherente al iodelo rropuesto relacionado
a las caracterf{sticas regulatorias de las protefinas e; varlos ca-
sos. Las posibles coosecuenclas fisloldgicas del mecanismo antCee-
rior han sido cominmente abordadas en la literatura y podria pro--
ponrerse una correlacidn entre las caracteristicas cindticas de una
enzima y su papel en la regulacidn me tabdlica. Sin embargo los pro
cesos regulatorios incluyen sistemas cowmple Jos con diferentes vias
que utilizan intermediarios comures, lo cual supone la ezxistencia
de enzimas regulatorias con una cirdtica comple ja en los puntos --
clave para la regulacién. las consecuencias fisioldgicas de una -
respuesta lenta puedé ser muy distinta a las de un2 respuesta rdpl
da y dichos mecanismos pueden ser imporianiés o 12 rogulacién to-

tal del comple jJo proceso metabdlico.

Uma de las mds notables virtudes fisioldgicas de la histére-a.
sis es que pusde servir come un amortiguador para la inhibicidén -
For retroalimentacidn, por productos de varias rutas que de otro
modo terdrian efectos profurdos y rdpidos en los flujos a través -
de esas rutas. Frieden (31) ha discutido las formas en el cual las
enzimas histeréticés podrian contribulr al control del flujlo de me
tabolitos en una secuencia o red de enzimas por efecto "amortigua-
dor"., Para ura enzima alost€rica normal si la concentracién de al-
g\in efector retroalimentador se eleva hasta un nivel inhibitorio y
rermanece en esos niveles, la concentracidém de todos intermediarios

y productos finales decrecerd a niveles mds bajos, sin embargo, con
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inhibicién histerdtica, 10s niveles de los intermediarios y produg
tos fimales pueden continuar su nivel preinhibtido por un tlempo -
mds largo. Por ejemplo, una respuesta histerdtica requerird un -
cierto ticmpo para detererse por el exceso del inhibidor retroali-~
mentador antes de que decrezca la proporcidn de sintesis de otros
intermedintios y productos fimles de esa ruta metabdlica. Si el -
exceso inhibidor es transformado rdpidamente, la epzima hister€ti-
ca puede presentar una respuesta minima y no habrd cambios en la -
concentracidr de sustratos o efectores. Fara gue esto sea efectivo

el tiempo o constante de nisteresis terpdria que ser del miSmO Or--

den-de magnitud que el perf{odo de oscllaciopes inherentes a la ru-
ta. .

Elgut-a'?. A y H son intermedlarios en urA ruta metabblica. Ias 11
neAas continuas irdican la direcciédn del flujo en la ru-
ta. Las lireas Ciscontinuas indican inhibicidn por re--
troalimentacidn.

Bajo ciertas circunstancias 1los miveles de intermediarios po
drian presentar un incremento temporal en respuesta a un incremen~
to en el nivel del inhibidor antes de decrecer a su valor final.Si
12 Anhibiciédn por retroalimentacidn de F, anterilor a la divisidn
de la viza (Figura 7 ref. 82), inhibe histerdticamente la couversfion
A-B y rdpidamente inhibe C-.D & (D-E si C-D es reverslble) el nivel

de C y de H aumntari tempora2lmente hasta que la inhibicidén his-
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terdtica se vuelva efectiva. Los 2umentos tempeorales del mivel de
H cuzndo F esta en exceso rodrisz ser berdfico, por ejemplo, €n
el caso 2e gue H y © sean aminodcidos gue debieran incorporarse a
prote {nzs en una proporcidn esgecifica. 1a ruta fotosintdtica de

treonina (T) ¥

lisira (H) en Escherichia coli deberd comportarse -

de esta marera, debido a las dos transiclomes histerdticas de la -

enzimz bifuncicnal aspartocinzsa-nomoserina deshidrogenasa I.

Otro bereficio potencial fisioldgico de la histédrels es gepe-
rar cooperatividad cirftica. S{ una enzima muestra cooperatividad -
cinftica positiva o negativa, entonces las respuestlas se presentan
en rangos de concentracidn muy amrlilos o muy reducidos, debido a

interacciones que rueda terer.

Z2.3.4 Ejempios de enzimas que preseditan comportamiento nislerdiicos

Muchas enzimas muestran propiedades histerdticas y estdn liga-
das a cooperatividad cingtica, pueden clasificarse en cuatro subdi
vislones de acuerde al periode de retreso o al tipo de cooperativi-

dad que muestran.

Clase I. Funcicnes incildentales. Son alguna enzimids que pue-
den mostrar histéresis o cooperatividad histerdtica con cilertos -
sustratos, los cuales no son relevantes rara el funcionamiento de
la enzima., Esto rodria ser un simple reflejo de transicidn lenta -
inducida por €l sustrato desusual o combinzacidén incidental, como -~
es €l casc de quimotrirsira y ribonucleasa, dos enzim2s digestilvas

que parecen caer en esta categoria.
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Clase‘IZ. Erfecto amortiguador. Un papel potencialmente impor
tante que la hist€recsis podria Jugar en los organismos vivos, €5
el de amortiguar cambios rdpidos en la respuesta al sustrato o e-—
fector, tales amortiguzdores podrian prevenir a la cdlula de algu-
nos cambloc o rluctuaciomes, cuando algin me tabolito particular se
incr‘ementa‘y deerece on concenitacidn €n ciclos sucesivos. Fara al
gunas enziunas estos fendrenos son diffciles de determimr, pussto
que medlante el estudio de enzimas aisladas no se puede determinar
12 interaccidn con otras enzimus del sistema. Dos enzimas han sido
proruestas como candlidatos para terer und respuesta amortiguadora:
fosfofructocinasa y aspartocinasa (segunda transicién). E1 t:etr'émg
ro de fosfofructocimasa se céisocia reversiblemente a un dfmero -.
inactivo mediznte una dilucidén a pH menor a 7, con un tiempo medig
entre 10 y 90 minutos. L& disociacidén es promovida por el pH bajo
vy temreraturzs bajas y ©s dependlente de 12 concentracién de la en
zima. Es interesante gue 1la fosfofructocinasa mueestra ademds inagm
tivacidn lenta por dilucidn, la cual no se accapaia de alteracidn
en el peso molecular. Las propledades alostéricas y cooperativas -
de la enzima muscular, se presentan en el tetrdrwero sugiriendo que
la disoclacidn lenta podrfa jugar un papel amortiguador e€n 185 «-w
fluctuzcloies de metabolitos, particularmente cuando el pE del mds

culo llega a cer muy dcido durante la anasrcbilosis.

Clase III. Cooperatividad de un2 enzima monom€rica. Unma fun-
c1dn icportante e la hist€resis en una enzima monomgrica, es la
de poder conferirle croperatividad pirdtica. .Sin embargo, es diff{-
cil demostiar imequivocadamente, que 13 enzima es monomgrica ba jo

coniiciox» Tisioldgicas. Dos enzimas: hexocinasa de germen de tr
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£0 ¥ glucocivass de hipndo de

acer los crite—-

rios. El mecsrismo mremdnico nt sideo explicsdo mediante la histd-
resis

¥ la cooreratividad regativa 2¢ 1@ enzima. El concepto de
fenrime mnemdnica® decceribe ur mecanismo cooperatlivo, «n el cual -
1z forma de la enzima llberada (monomdrica) por 12 disoclacidn del
coupld jo ermima-producto de 138 rezccidn, se ruede isomerizar 8 O-w-

tra form2 y en ambos esctados la enzima libre pusds
: kg 3
ky ‘

i =z .
0 = O

Rigura 8. IZ1 mecaniswmo

combirarse con
el sustrato.

mneménico para und enzima monomdrica mono-
sustrato. L cfrculo y rombo representa las dos confor
paciones posibles de la enzima libre, si Ky > Ky se obser
varia cooperatividad regativa; si Ky« K, se observarfa
coperatividad positiva.

En la Figura 8 (82), el comrle jo enzimdtico glucosa~f-Tosfato
se disocia Ge la enzimz de jando la form3 representada por los rome~

bos, e€sta forma ruede sntonces tambidn isomerizarse lentamente a ~

la forma representada por los circulos o combimarse con glucosa, -
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S romto-glucosz pusden isomerizarss a
la formz2 representade ror el cuzdraio;

ambaw formas circulo-glucosa

esta forma puede enbonces -
combinarse con ATP, catalizar la reaccidén liberando ADP y liberan-
do glucosa-6F, duramnte la accibén catalitica seguida de la libera--

cién del producto, la enzima es convertida nuevamente al estado -
del rcmbo.

Clase IV. Alteracidn de 1a cooperatividcod en uma enzima oli-
gomérica, l2s enzimas oligomEricas pueden gererar cooperatividad -
2 través de las interacclones entre los sitios para el ligando en
diferentes subunidades. En tales cases, uma alteracién de coopera-
tividad pugden ocurrir como resultado de una disociacién lenta gue
linite las interacclones sitio-sitio. La cindtica de la enzipa -
aspartocimmea-homoserira deshidrogenasa I (AK-HSDH) de E, coll ha
sido totalmente interpretado en tfrminos de un mecanismo que inNVo-

lucra hist€resis e interacciores cooperativas entre subunidades.

AK-HSDH ha nostrado sufrir dos transiclores histerdticas. 1La
primera transicidén (R« T) es asociada con 1a unidn de teeonina y -
tiers un2 corstente de tiempo del orden de. 0.1 segurdos. Esta pri-

mera transicidn ha demostraco ser unis isomerizacién; esto produce

un comile jo enzimdtico de treonima el cual estd 80-90 £ inhibido -

para ambas actividades de AK-HSDH. La segunda transicidn, (T-=U) -

es una isomerizacién que ocurre en una escala de tiempo mucho mds
larga (del orden de minutos) y estd relaciomada con la unibén de treo
ning a ur. segundo gmpo de cuatro sitios de baja afinidad, esta i-

somerizacidén no afecta la actividad de la HSDH, perd reduce la acti
vidad de AKX a cero.
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ELl comporente cinftico de= cooperatividad ha sido interpretado
en términos de 1a yrimera transisidn (R=T), la cual afecta solo -
la actividad de LK, que parece no influlr en la coopsratividad, pe
ro podrfa ser inportante para amortigusr las oscilacliomes del flu-
Jo de metabolitos en E. coli (p.e. Clase II histéresis), asi como

un solo puntc de ligamiento de sitlics de treonima (gran a2finidad).

2.3.5 Comportamierto histerdtico de FioC.

Los uUnicos estudios de histéresis roalizados hasta la fecha -
con FEFC son los de ¥Wohl y Markus (1i1) en los que llegan 2 las si

guientes conclusiores:

PEPC de E. coli, cepa B (ATCC 11303) sufre un yetraso en la -
formacidn del produoéo ¥y €l perfodo de retrasoc depende de las con-
diciones experimentales. El perfodo de retraso es acort&do‘ por 18
adicibém progresiva de sustrato, tambi€n la presencia de activado--~
res 12 accrtan, en tanto que los inhibidores alargan este per{odo.
Ia actividad fimal estd asociada con el periodo de retraso y tam--
bién depende de los ligandos presentes en el medio de ensayc;. Los
efectos de los ligandos alost€ricos sobre el perfodo de retraso -
son rdpida y completamente reversibles; la fase de retraso observa
da despues Ge la adicidn del sustrato a preparaciones incubadas con
inhibidores o activadores, es independiente del tiempo de incubd.-
cién de 1la enzima con estos efectores. 1a concentracién de la enzi
ma es inversainente proporcional a la fase de retraso en ensayos -
que se mantienern en las mismas condiciores, esta deperdencia indi-
ca gue la fase de retraso es un proceso de agregacidn, previo al

estableciniento de las condiciones de estalio estaclionario en el -
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cual predomina la especie agregada que es mds activa. Un reriodo -
de retraso grande entonces significa: que al tiempo de la adicidn
del sustrato, la enzima estd muy disocizada. El activador promueve

la asociaciéx» y el iAnhibiCor por supuesto promueve la disociacidn.

Puesto que l1la especie enzimdticamente activa es un tetrdmero

{es id€nuicas de reso molecular de 100 000 cada una, ..

con subunid
el perfodo de retraso podria corresponder a una dimerizacién de -

dos dotles zadems.

A concentraclilones infinitas de sustrato, la fase de retraso -
llega a ser ixdependicnte de 1z concentracidn de la enzima, esto -
indica que’ la fase de retraso en estas condiciones no es originada
por el proceso de asociacidn, sino que podria corresporder entone-
ces a una reaccién que ocurre entre el sustrate y la forma asocia-
da de 1a ewzima,K micsma gue dcoberis tomar lugar antes que la enzima

pueda actuar a velocidad mdxima.

£sf, 1a fase de retraso consiste en dos comporentes, uno de
duracidn variable, correspondiente a el tiempo necesario para 1a -
asociaciéy de¢ subunicdades, y uno constante que refleja ura reaccidn

entre la enzima asociada y el sustrato.



ITI. MATERIALZES Y METODOS
3.1 lMateriales
3.1.1 Equipo.

Para medir la actividad enzimdtica se empled un espectrofotd-
zetro Pye Unicam modelo SF 1800 de doble haz con control de tempe-

ratura constante y registrador integrado.

la balanza aral{tica utilizada para pesar los reactivos quimi

cos fu€ Mettler modelo H6 (con capacidad de 160 ¥ 0.0001 gr).

La homogensizacidn de pequefias cantidades de teJido se hizo
en um politrdn Jare & Kunkel ultra-turrax con pistilo 10° N. Para -
homogeneizar mayores cantidades de te jido se usd um2 licuadora mar

ca Osterizer modelo Pulso-matic.

Para medir el pH se utilizd un potencidmetro Conductronic con

precisidén de ¥ 0.01 y un electrodo Beckman.

Para centrifugar se utilizd la centrifuge Beckman modelo J2-21

é ur2 microfuga Hawksley.

las -pz'erar-ac.'xores quimicas y soluciores que necesitaban tempe~
raturas bajas ¢e almacenamiento fueron guardadas en un refrigerador

marca Bendix (L°C) o en un congelador (-20°).

Las microjer‘issgas empleadas fueron marca Hamilton de 10 y 100

microlitros.

Para el ensayo de la actividad de PEPC se utilizaron celdas -




38

cuzrzc de 1 mi de capacidaq.

™
@

Para la zgitaclidén de tubos se utilizd un Vortex Genie mode-
lo K-550-G.

Se utillzaron platos magr¥ticos Corning modelo PC-351 para

la agitacidrn de soluciores.

Se utilizd Xitrdgeno gaseoso de INFRBA para la elimimacién de

CO, en los medios de ensayo.
3.1.2 Reactivos.

Los reactivos empleados en esta investigacidn, todos de grado

analftico, fueron obtenidos de las siguienbes'casas comerclales.

De Merck: Tris(-hidroximetilaminometanc), fosfato de potasio
monobdsico y dibdsico, glicerol, sulfato de amonio, dcido clorhfie.

drico, cloruro de potasio, Trietanolamina (TEA ), Etilendiaminote--
trac€tico (EDTA), Tricloroacstico (TCA), Polietilenglicol 6000.

De Sigm2 Chemical Co. F-mercaptoetanol, Nicotimminadenin-di-
nucleotido reducido (NADH en sal disdédica ), fosfosmolpiruvato (sal
de nmoncciclohexilamonio), Deshidrogenasa wdlica (MDH de corazdn de
cerdo), Gitiotreitol, L-dcido mdlico (sal disddica ), azul brillan.

te G, alhimina s€rica de bovino, tritdn X-100.
De T€cnica Quimica S. A.: Bicarbonato de sodlo.

De Pharmacia Fine Chemicals: Sephadex G-25, azul de dextran.
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3.1.3 Materisl tioldgico.

Se usaron _:-:emillés de mafz (Zea mays L. var. Chalguefio) prove
nientes del Instituto Macional de Investigaciores Forestales Agri-

colas y Pecuarios.
3.2 Mé€todos

3.2.1 Crecimiento de plantas.

Las semillas de mafz fueron germinadas en tierre en un inver-
nadero 2 wa temperatura de 28-30°C con fotoperfodo matural. Para

los experimentos se usaron siempre la cuarta y quinta hoja de plan

v

tas de aproximadarente un mes de edad.

3.2.2 Tratamientos de luz y oscuridad a las plantas.

Las plantas fueron guardadas en oscuridad absoluta § ilumina-
das (40 000 ~ 50 000 lux) por tres horas antes de l1a extracciédn de
la enzima. Los tratamientos en luz y oscuridad siempre fueron pre-

cedidos por un perfiodo de cuatro horas bajo luz natural.

Cuando la enzima fu€ extraida de plantas sometidas a8 osCUri--

dad, esta.se mantuvo en oscurildad hasta €l ensayo.

3.2.3 Eliminaciédn de CO-> en los medios de ensayo.

Para la- incubacidén de la enzima en algunos medios de ensayo
libres de CO, se 1lleva a cabo el siguiente procedimiento: La solu-
cidn amortiguadora para la determinacién de la actividad se sumer-
ge en baiio‘a 30-35°C y se hace burbujear N, (gaseoso) por uma hora,

posteriormente se pone al vacio por 10 minutos. Esto se replte de
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nueve a dlez wvsces, slempre ugitanio suavemente. =l voltimeAn de ae-
gua evaporada debe reponerse porialilcamente con agua libre de COZ.
Decinos que esta 1ibre de COp cuandc se hzace el ensayo de activi-
dad sin NaHCOj en las celdas herméticzmente cerradas con atmdsfera

de K, (gaseoso) y no se detecta desaparicidn de MADH.

3.2.4 Extraccidn de la fosfoenolpiruvato cartoxilasa,

se cortd y peséd la cantidad de hojas deseada, se lavaron y -
cortaron en trocitos elimimando la mervadura central. Este te jido
se homogereizé en un Politrdn a mdxima velocidad durante 40 segun-
dos en um solucidén 2mortiguadora de extraccidén de TEA-HCL 100 mM
a pH 7.0 y EDTA 4 mM, en una proporcidn de 1:10 (p/v). E1 homogena
do obtenldo se filtréd inmmediatamente a través de cuatro capasg de
gasa y se centrifugd en la microfuga (10 000 g) durante 30 segub.-
dcc. El ccbrenedante se desnld en unma columna de G-25 previamente
equilibrada con el mismo amortiguador de extraccidén. La mestra -
estuvo comprendida entre el 5 y 10 ¥ del volumen de camapara asi -
conseguir su desalamiento completo. Todo este procedimiento se lle
vé a cabo a 4°C en un cuarto frio y se realizaba en tlempos infe.-

riores de cinco minutos.

3.2.5 Ensayo de actividad de fosfoenolpiruvato carboxilasa.

Se utilizdé un sistema acoplado a la enzima mdlico deshidroge-
nasa (MDEH E.C. 1.1.1.,37) dependiente de NADH seglir} el m€todo des—-
crito por Uedan (101). En este sistema el oxalacetato resultante -
de 1la carboxllécién del fosfoenolplruvato es reduc':ido a malato gra
cias a la actividad de la enzima mflico deshidrogenasa, que parale

lamente oxida IADH a NAD+, segtin el sigulente esquema de reacclones
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PEP + HCOY ~—LEEC oan +  EFOf
04a + rapi+Et —PE e ipparo + MADT

Ia cantidad de oxalacetato rroducido durante el traunscurso de
la reaccién puede as{ medirse sigulendo el descenso de la densidad
Séptica a 34C rm debido a la comversidn del NiDH a NaD¥. El amorti-
guador utilizado para determirar la actiwidad enzimdtica consistid

en Trietanolamina-HCL 100 mM, sulfato de magresio 10 mM a pH 7.0.

La composicién del medio de reaccidn es el sigulente:

Reactivos Volumen (ml) Concentracidn fiml (mM)
en el medio de ensayo

Amortiguador + MgSoOy 0.500 i00 + 10

NADH (20 md) 0.010 0.2

DTT (200 mi) 0.010 2.0

NaHCO3 (1M) 0.010 10.0

PEP (200 mM) 0.005 1.0

MDH (300 unidaaes) 0.010 3 unidades

H20 Fl volumen r=cesaric para completar
Volumsn Tinal 1];.‘9%‘_:111

Todas las celdas preparadas de esta makrera se preincubaban durante
5 minutos para que alcanzaran la temperatura a la qus s2 llevaba a
cabo la reaccidn (30°C). La reaccidédn se iniciaba afadiendo el volu

mer. deseado de la preparacién enzimdtica (casi siempre 50 M1).
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La penliients obtenidz (canmbio de densidad dptica/minuto) se midid

en los rrimeros tres minutos de 1a reaccidn, dorxle se obtenia um

adecuacs lirealidad de cambilos de absorbancla frente a tiempo, con
la excepcidén de aquellos casos en 1los que s@ observd reactivacidn,
en estos casos se de jaban hasta ginco minutes. La reaccidén enzimd-
tica es de orden cero durante ese tilempo en nuestras comiiclcnss -
experimentales. Iara verificar 13 especifidad de la reaccidn se -
realizaron controles que consistian en registrar camblos de absor-
bancia en ausenciz de FEF o de la prepzraclén enzimdtica. En ambos

casos no se€ observaron camblos de absorbancia.

La actividad enzimdtica de PEFC se calculd cou la siguiente -
expreslénc‘

(AD0O) = v

€v 7T w A
sV xXC

A =

En donie:
ADO = cambio de densidad Sptica por minuto
v = volumen final de la mezcla de reaccidén
V = volumen de la preparacidn enzimdtica ut.iliz‘ada en ca-
da deterrinacidn '

€= coeficiente ce extincidn molar de NADH a 340 mm

é.22 cmz/micromol
d = distancia del paso de luz en la celda (las caldas usg

das fueron de 1 cm).

La actividad se expresé como los micromoles de FEP transforma
dos en oxalacetato / minuto / ml de preparacidn enzimdtica. Una -

unidad de actividad en:imdtica se definid como la cantidad de enz}
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ma gue carboxila 1 micromol de TEP / minuto btajo nuestras condicio

nes de ensayo (pH 7.0 a 30°C).

3.2.6 Caracterizacidn de la histdresis.

La velocidad a tiempo cerc, es decir, velocidad inicial (Vi),
la velocidrd de estados estaciomario (Vee), la duracidén de la fase
de retraso (E) y 1la constante de velocidad aparente para la transi
cibn entre las doc velocidades ( T) se determinaron usando el méto
do descrito por Neet y Ainslle (121). La curva de progreso de la -
reaccién permite el cdlculo de la velocidad inicial, que es la pen
diente de la tangente a esta curva a tiempo cero, As{ mismo las ve
locidades de la reaccidn durante el periodo de la transicidén y la
final del estado estaciomario pueden calcularse por las pemxilentes
de las tangentes a la curva a diferentes tiempos (vease Figuras 9
& y Ben resultados). La fase de retraso la definimos en este tra-
jo como €l intersecto en el eje de las absisas de la porcién del -
estado estaclomario de la curva de progreso, es decir, se puede -
calcular directamente extrapolando la regién lineal de 1la reaccidn
{Figura 9A). Esla fase de retraso (B) estd relaclomada con la Vi,
la Vee y por la siguiente expresién matemsitica:

(Vee - Vi1)7T
R =

Vee

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

mediante la ecuacidn:

Vt = Vee - (Vee - vi) e~/ 7% (1)
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Pn donde:
Vt = velocidad a tiempo t
Vee = velocidul de estado estaciomario
Vi = velocidad sinicial
Z-1= constante ararente de velocidad para la transicién

entre las dos velocidades.
Ja ecuacidn I puede expresarse en forma lineal:
1n (Vee -~ Vt) = 1n (Vee - Vi) - t/T

por tanto una grdfica de

In (Vee = Vt, vs * t

nos permite el cdlculo de T-! que se obtiene a partir de 1a pen——
diente cuando se trata de un proceso de primer orden; Vi se detera
mina a partir de las tangentes de 1la curva de progreso a 1ntervalos
sucesivos & lo largo de la fase no linsal, Todas las velocidades -
de estado estacionario se determinan en la fraccidn lineal de la -
curva de progreso de la reacclén. Los datos se amalizaron usando

el mftodo de minilmos cuadrados para obtemer la linea de me jor ajus
te a partir de la cual se determird la pendiente regativa ('C"'l)

{(vease Figura 17 en resultados).



IV. R:TILTALOS
4.1 curva de Frogreso de ia Beaccidn Catslizada por PEFC

Cuando se usa up2 preparacifn de PEFC de hoja verde de mafz -
recién extraida y desalada (descrito en MEtodos) se observa um cla
ra fase de retraso en la reaccidn catalizada por esta enzima. la -
velocidad de formacién del producto es inicialmente baja, incremen
tanmdose panlatirmamente hasta alcanzar ura velocidad de estado esta
do estaclonario mds alta. En 1z Pigura ;' se muestra la curva de -
progreso de un experimento tipico asi como la duracidn de la fase
de retraso, determinmada por extrapolacién de la porcién lineal del
estado estacliomario al eje de las abscisas. Er la Figura 9B se -
cuccotra 12 evoluciédn con 21 tiempo de la velocidad de la reaccién
catalizada por FEPC graficada en 9A. Como pucsde observarse se lle~
ga a un verdadero equilibrio ya que la velocidad del estado esta.-
cionario permanece constante por un periodo considerable. 12 dura-
cién de la fase de retrdso es variable, habiendose observado que -
puede ser del orden de segundos & varios minutos. Ello depende, en
tre otros factores, de las condiciones del ensayo de actividad, co
mo se expordrd mds adelante. Estas fases de retraso se deben & cam
bios conformacionzles de la enzima, inducidos por la unién de un
ligendo, cue llevan a la aparicidén de uma estructura con diferen--
tes propiedsdes cirdticas (31). Este fendmeno se denomina histére-

sis y puede ser caracterizado como se describid en Mctodos.

4.2. Comprobacién del Fendmeno de Histdresis

La fase de retraso no pusde atribuirse a cambios en la tempe-
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FIGURA 9.

.A. CURVA DE PROGRESO DE LA REACCION CATALIZADA POR PEPC

EM EXTRACTCS CRUDDS DE HGJA DE MAIZ. EL ENM3SAYO DE ACTI-
VIDAD SiE HIZO EN TRIETANOLAMIMA-HCl 100 mM A pH 7.0,MgCls
10 mM, NADH 0.2 mM, PEP 1 mM, NaHCO5 10 mM, MDH 3 UNIDA-
DES Y SE EMPEZABA LA REACCION CUN 58 4 DE PREPARACION -
ENZIMATICA. B. EVOLUCION DZ LA VELOCIDAD DE LA REACCION
CATALIZADA POR FEPC. 10S DATOS EXPERIMENTALES CORRE:SPON-
DEN A LO3 DE LA FIGURA DA.




Le
ratura, en el pH o €n 1a composicidén del amortiguador en que se en
cuentra la enzima, puesto que el ensayo se realiza bajo corndiclo--—
nes similares & las de @xtraccidn, 8 excepcidn de la presencia de

sustratos ¥ efectorgs como se muestra en la Tabla 2.

Para comprobar que este comportamiento cirdtico de PEPC en -~
extractos crudos de noja de maisz ¢s uma propicdod de 1a enzima, re
flejo de cambios reales en su estructura, inducidos por alguno(s)
de sus ligandos y no es artificial, es decir, no es similado por -
alguns limitacién del método de emnsayo de actividad utilizado. Se

hiciéron las siguientes pruedbas:

1. En el caso de ensayos de actividad en los que se usa aco-
plada a 1a reaccién catalizada por upa segunda enzima, como el usa
do en este trabajo para medir la actividad de PEPC, puede aparecer
una fase de retraso em la reaccidn s{ se usa una concentracidn in-
suficiente de 12 erzima acoplada (B2). Ello es debido a que tiene
que alcanzar una concentracién finilta del producto antes que sea -
observable la velocidad mdxima. Légicamente, estas fases de retra-
80 no son motivadas por un proceso histerdtico. Parz eliminar esta
posibilm:'.-?(:, en estos casos se comprobd gue con la adicidn de con-
centracliores crecientes de mflico deshidrogenasa (MDH) no disminuila
1a duracién de la fase de retraso (Tabla 3), demostrdndose asi que

la concentracién de esta, usada en los ensayos no era limitante.

2. Como prueba de histdresis se recomienda que tras alcanzar
la velocidad de estado estacionario, se adicione una segunda alicuo
ta de la enzima, debierndose observar una nueva fase de retraso (82)

Sin embargo, en estos casos no se pudo detectar esta segunda fase
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TABLA 2. COMPARACION ENTRE EL HEDIO DE EXTRACCION ¥ EL ENSAYO nNE
ACTIVIDAD DE FPEPC.

Condiclones de extraccion Condliciones de ensayo de actividad
Temperatura amblente (20°C) 30°%

TEA-HCl 100 mM 8 pH 7.0 TEA-HC1 100 mii & pd 7.0

EDTA 4 mM ———

——— PEP 1 mM

—-cvna NafCO 10 mM

— MgCly 10 mM

——— enzima 20 veces menos concentrada
que en el medio de extraccidn.

TABLA 3. EFECTO DE LA CONCENIDACION DE MALTCO DESHIDROGENASA SC-

gg.chA ACTIVI.DAD Y 1A DUBACION DE LA FASE DE ERETRASO DE

uilico deshldrogenasa b: Ny Vee
unidades/ml {mirmtos) unidaedes/ml

0.268

3 1.5 0.257

6 4 1.5 0.254

# Se usaron extractos crudos de hoja de mafz y las determipAaciones
de actividad se hicleron en un medio que contenias TEA-HC1 100 mM
a pi 7.0, MgClz 10 mM, NADH 0.2 mM, PEP 1 mM, NaHC 10 mM, MDH
concentraciones variables y la reaccién se inicisba con una alf-
cuota de 50 Ml de extracto.
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de retraso, por el contrario, .ia actividad wmcodida después de la -~
segunda adilcidn de enzima era inferior a la inicizl produciendose
una rédpida inasctivacién (no motivadz por el agotamiento de sustra-

to), de form3a que nunca se produjo el esperado ipcremento de acti-

vidad {Tabia &).

4.3. Efecto del Tiempo Transcurrido Despues de la Extraccidn

Sobre la Duracidn de la Fase de Retraso

La duracidén de la fase de retraso va disminuyendo a medida --
que transcurre el tilempo despuEs de l1a extraccidén de la enzima (Fi
gura 10), tanto en los extractos de plantas iluminadas como en los
de plantas mantenidas en oscuridad. Esto se acompaiia de una reacti
vacién de la enzima, es decir, las velocidades iniciales medidas -
van siendo cada vez mds 2ltas mientras que se maniiencn coastantes
1as velocidades de estado estaciomario (Figura 11 A y B). Ello deg
carta la posibilidad de que la pérdida de la fase de retraso se de
ba a ipactivacidén irreversible (por e jemplo, por probeélisis) de

la forma reactivable de la enzima,

En base a estos resultadés, todos los estudlos que se realiza
ron Losteriormente y que se describen & continudcidén se hicieron
sobre extractos recién hechos, cuando 1la duracién de la fase de -

retraso es mdxima.

4,4 Efecto de la Concentracién de Enzima

Sobre la Fase de Retraso

Se conoce que fendmenos de agregacidén o disociacién inducidos

por la unién o liberacidén de un ligando a 1a enzima son los respon

'y




FIGURA 10.
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FCHDIDA DE LA FALSE DE RETRASO CON RESPECTO AL TIEMPO -
DE IXNIHACCION DE PRYC DE EXIRACTOS CRUDOS DE HOJA DE
WATZ . I, ENSAYD DI ACTIVIDAD SE HIZC Ed UN MEDIO QUE -
CONTPEHIA TEA-HCL 100 mi A pH 7.0, MgCl, 10 mM,NADH -
12w, BEP 1 mM, KaHCO4 10 w4, MDH 3 UR{DADES ¥ CE M-
PEZABA LA REACCION COMZS0 Ml DE PREDARACION ENZIMATT
Oy TLANTAS  TIAM [HADAS . @~ —m g —8- PLANTAS SOMET
DAS A OSCULIDAD.
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FIGURA 11. A. EVOLUCION DE LAS VELOCIDADES INICIALES Y B. DE ES-
DO ESTACIGHNATIO CON HESPECTO AL TIEMPO DESFUES DE LA
EXTRACCION. KI ENSAYO DE ACTIVIDAD SE HIZO EN UN ME-
LCIo QUE CORTEXIA TEA-HCL 100 wM A pH 7.0,MgCly 10 mM,
_NADH 0.2 mF, PEP 1 mM, NaHCO5 10 mM,MDH 3 UNIDADES. LA

REACCION Zi INICIABA COl' 50 Ml DE PREPARACICHN ENZTMA-~
T1CA . FLAMPAS ILUMIHADAS ., @ =g —@ PLANTAS
SOMETIDAS. A OSCURIDAD.

UNIDADES / mi
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TABELA #. EFECTO SOBBE LA ACTIVIDAD DE PEPC* Y SOBBE LA FASE DE
RETRASO DE LA ADICION DE ENZIMA A UNA REACCION EN CURSO

Condiclores de 12 alfcuota actividad** 28 alfcuota actividads*

extraccidn ( p1) unidades/ml ( p1) unidades/mi
Luz 50 0.199 50 0.161
Oscuridad 50 0.102 50 0.077

* Se usaron extractos crudos de hoJja de ma{z y se hicileron las
determinaciores de actividad en un medio de ensayo que conte
nfe TEA-HC1l 100 mM a pH 7.0, MgClp, 10 mM, NADH 0,2 mM, PEP =
1 mM, NaHCO- 10 mM, MDH 3 unidades y 12 reaccidén se iniciaba
al agregar Ya preparacién enzimdtica.

## La actividad incluida corresponde a la velocldad de estado es
taciomario.
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sables de 1z aparicidn de las Foses de retraso en el ensayo de ac-
tividad (36a, 77, 82). Para comnroiar si estec ero 21 caso, Se hi--
cieron medidas de 12 duracidn de 1la fase de retraso variamio la -
concentracidn Ge la enzimz en el medio de reaccidn mantenierdo i~
Jas el resto de las comdiiciones del medio de ensayo. Se encontrd
gque la duracidn de la fase de reiraso €s Anversamente proporcional
a la concentracidn de lu enzima (Figurz 12 &4 ¥y B) lo gue indica -
gue estd ocurriendo una dimerizacidén. Forque en gensral, al tiempo
de reaccidn t, que corresponde a cualguier momento de l1la reaccidn,
es laversamonte propecrciomal a aon"l, en domnxie a, es la concentraa-
cién total de cualquier n reactante equimolar, que 2 combina este
quion€tricamente para dar lugar al producto (en nuestro casc se -
trata de la propila enzimz) y n es el orden de la reacciédn (68). -
For itantc, vna relacidn liresl entre t y el inverso de la concerie-
tracién de enzira sc obtiene solo sf n es 1gual a dos. Dos fue el
resultado en Ia regresidn lireal del inverso de 1la cpncentracién
de 1la enzima contra la fase de retraso. Puesto gque la especle enzi
médticamente activa es un tetrdmcro de cuAatro cadenas polipeptidi--
cas de 100 000 de peso molecular (101 ), el rericdo de retraso debe

corresporder a upa dimerizacidén de dos dobles cademnas.

4.5 Efecto del Medio de Extraccidén.de la

Enzima Sobre la Fase de Betraso

La inclusién de glicerol al 30 % (v/v) o de polietilenglicol
6000 al 6 ¥ (p/v) en el medio de extraccidén, abolia totalmente la
fase de retraso de 1la reaccidn catalizada por FEPC (Tabla 5). Las

velocidades Jriciales de la reaccidn eran superiores a las encotli--
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FIGURA 12.

A. FASE DE BETEASO DE LA ACTIVIDAD DE PEPC ElN FUNCION
DE LA CONCENTRACION DE LA ENZIMA. B. RELAC ION INVERSA
ENTRE KL FERIODO DE HETRASO Y Lh CONCENTRACION DE LA
ENZIMA EXTRAIDA DE FLANTAS SOMETIDAS A LUZ MATURAL.
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TABLA 5. EFECTO DEL MEDIO DE EXTRACOION DE LA ENZIMA PEPC* SOBRE
LA PASE DE RETRASO

Velocidad de
Hedio de extraccibdn B{min) Velocidad estado esta-
. inicial u/ml cilomario u/ml

Control - i.0 0.132 0.179

* + glicerol al 15 % 0.3 0.175 0.195

" & glicerol al 30 & 0.0 0.184 0.184%

v  + polietilengli- 0.0 3.130 3.130
col al 6 &

%~ Ia preparacién enzimdtica usada fud uma extraccién de FPEPC co
mo se describe en Métodos, pero al medio se le adiciomaba el -
compuesto & la concentracién deseada antes de extraer y poste
riormente se lefa 1la actividad en un2 solucidn amortiguadora
de TEA-HC1l 100 mM a pH 7.0, MgCl, 10 mM, NADH 0.2 mM, PEP 1 mM
NaHCO; 10 mM, MDH 3 unida@Ss y 58 iniciaba la reaccién adiolo-

nando” una alicuota de 50 Ml.

Se utilizaron hojas de plantas que estuvieron bajo luz matural.
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tradas en extractos hechos en susencia de esitos compuestos y se man

tlemren constantes por un tiempo comsiderable hasta gue 15 councentra

cién de sustratos se hacf{a limitante.

Este resultado confirmz gue el proceso de reactivacidn que sc
esta estudiarndo es derendiente de 12 concentracidn de la enzima. -
Igualmdnte la adicidn de glicerol a extractos obtenidos en su aussn
cia, hace que disminuya la duracidn do la fase de retraso, mostran~

do asf, gue estos compuestos favorecewn 21 paso de la forma a la inac

tiva.

4.6 Efecto de la Concentracibén de Fosfoemnoipiruvato

Sobre la Fase de Retraso

La duraciém del perfodo de retraso mostré uma dependencia cla
ra de 13 concentracién de FEP en el medlo de emsayo a concentracio
pes saturantes de HCO‘B' y }*.g+2, haciendose meyor a medida que dismi
nuye la conéentracién dfe este sustrato (Figura 13A). Cuando se gra
fican estos datos en funcidén de la inversa de la concentracién de
PEP (Figura 13B) no se obsenva un2 linea recta, sino curva. Por o-
tra parte, existen claras diferencias entre los e xXxtractos de plan-
tas mantenidas en oscuridad y las de plantas iluminadas. En las --
dltimas, no nos fué posible determimar la fase de retraso a2 concen-
traciones de PEP inferiores 2 0.5 mM debido a que estas concentracio
nes la enzima muestra inactivacién durante el ensayo. Sin embargo,
1a enzima extrafda de plantas sometidas a oscuridad fué mucho mis -
estable y por ello fu€ posible medir la duracidn del periodo de re-

traso de 1a reaccidn a concentracionss de FEP tan bajas como 0.15
mM .
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A. FAZF DE RETRASO DE LA ACTIVIDAD DE FEPC DT HOJA DE

Mf 1T EN FUNCION DE LA CONCENTRACION D& SUSTEATD FEP.
B. DE HETRASO VS EI. TNVERZO DE LA CONCENTRACION

DE SUSTRATO. OPLANIAS EXPUESTAS A LUZ. @ PLA!ITAZ MANTE-
RIDAS EN OSCUBRIDAD. LOS ENSAYOS DE ACTIVIDAD CONTENIAN
TEA-HC1 100 :aM A pH 7.0, ¥gCl, 10 mM,NADH 0.2 mM, NalCQ
10 mM, XDH 5 UKNIDADES, LAS C-DﬁCEN?BACTDX\!ES Di. PEP ERAN
VAR TABLES. PARA TUICIAR LA REACCION SE ACREGABAN 50 jal
DE PREFARACION ENZIIMATICA.
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En ambas series de extract:, el perfodo de retraso no se elli-
mina & concentracliores infinitas de PEP, como puede verse por la
extrapolacién de la gréfica 13B, la linca corta al eje de las orde-
nadas en un puntc superlior a cero. Atn cuando PEPC en ambos tipos -
de extractos difiere en la duracién de la fase de retraso de la -
reaccién que cataliza, el porcentaje de reactivacién en el medlo -

de emsayo no fué significativamente diferente (Tabla 6).

4,7 Efecto de la Concentracién de Malato Sobre

la Duracidén de la Fase de Retraso

Como se muesira en 1a Figura 1%A 7 B, la inclusién de concen-
traciones creclentes del inhibidor de PEPC malato en el medio de -
reaccién, conlieva un incremento en la duracién de la fase de retra
50 de 1a reaccién cataslizada por esta enzima, tanto en extractos de
plantas iluminedas come on leg de plantas mantenidas en 18 oscuri--
dad. La concentracién de sustrato PEF usadas en este experimento -
fueron variables, (Figura 15 A y B), pero siempre en el rango en el
cual 1a enzima extrafda de plantas iluminadas no muestra lnactiva.-
cién. Ias concentraciores del otro sustrato de la reaccidnm, HCO3 ¥
del cofactor Hg'*z siempre se mantuvieron saturantes. Como es de es-
perar, el efecto de este ivhibidor, compe titivo con el sustrato PEP
al pH en que se hicleron estos experimentos, fué mdximo & las con--

centraciores méds altas del irhibidor y m€s bajas del sustrato FEP.

La respucsta de los extractos de luz fu cualitativa y cuantia.
tativamente diferente a la respuesta de los extractos de oscuridad.
En los primeros, el incremento en la duracidén de la fase de retraso

fud directamente proporciomal al incremento en la concentracidén del
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CONCE
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TABLA 6. EFECTO DE LAS CONDICIONES DE ILUMINACION DE LA FPLANTA
SOBRE LAS VELCCIDADES INICIALES Y DE ESTADO ESTACICNA®
BIO DE LA BEACCION CATALIZADA POR PEPC*

g;iﬁgéggﬁs de vis® Vee #* % reactivacién
Luz 0.122 T o.047 o0.275 % o0.038 225
Oscuridad 0.047 ¥ 0.007 o.108 ¥ o.010 23¢

# Se usaron extractos crudos de hoja de mafz y se hicieron las de
terminaciones de actividad en un medio de emsayo que contenia
TEA-HC1 100 mM a pH 7.0, MgCl, 10 mM, NADH 0.2 mM, PEP 1 oM, -
NaHCO~ 10 =M, MDH 3 unidades § la reaccidn se 1iniclaba al agre

gar 50 M1 de preparacién enzimdtica.

*#% Los resultados son promedios de cinco repeticliones.
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inhibidor, mientrae que en los segurndos se obtuvo urna li{nea curva,
slendo el grado de desviaclén de la linealidad mdximo a las concen
traciores mas bajas de sustrato y mfs altas de inhlbidor. Se confir
mé as{ que las condiciones de iluminacién de la planta previas a
la extraccién de la enzima, determinan en gque forma se encuentra -
esta, sierndo 1z forma de oscuridad mucho mds sensible al inhibidor

malatc.

Para descartar la posibilidad de que el efecto observado de -
malato sobre 1la reaccibdn de PEPC mo fuese real, sino motivado por
un efecto de este compuesto sobre la enzima mfilico deshidrogenasa
usada como enzima acoplada en el oftodo de determinacién de activi
dad, se hilzo el ensayo de la actividad de esta ernzima en 12 direc-
¢ién de formacién de malato bajo las mismas condiciomes en que se
realiza el ensayo ac ICDPC {vcose M tedes) en presencia y ausencia
de malato 20 mM. La velocidad de 1la reaccibn catszlizada por 11
co deshidrogenasa no s¢ afecto por 1la presencia de esta concentra
cién del producto de la reaccibn, lo que permitid confirmar que el
malato estaba realmente ejerciemdo su accién sobre PEPC. Este 1€--
sultado era de esperarse, puesto que la constante de equillbrio de
de la rwed?ﬁccién de oxalacetato a malato catalizada por mdlico des-
hidrogenasa es de 2.6 x 10~12 (39a).

4.8 Efecto de la Concentracién de Glucosa-6P

Sobre la Duracién de la Pase de Retraso

Ia inclusién del activador alostérico de PEPC, glucosa-6P, -
una concentracibén 5 ml en el medio de ensayo contenierdo concentra

clones saturantes de }'COS y Hg+2 ¥y concentracliones variables de -
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PEP, tiere como consecuencia ua disminucidn nctadle de la fase de

retraso tanto en los extractos do prantas 1luminadas, como en los
de plantas mantenidas en oscuridad (Figura 16). El efecto de gluco

sa-6P aparece as{ como aditivo al efecto del sustrato PEP.

Por otra parte 1a presencia de glucosa-6P evita la imactiva—-
cién de 12 enzima en el medio de ensayo de extractos de plantas i-
luminadas que tlepe lugar a bajas concentraciones de PEP en ausens
cia de este activador. Ello permitid dc . ormimar 12 fase de retraso

a bajas concentraciores de FPEP.

4,9 Efecto de la Preincubacidén Sobre la Duraciébn

de la Fase de Retraso

Puesto que el procedimiento de extraccibdn de la enzima se reg
liza en presencia de EDTA y en ausencila de Hg*z y de agentes reduc
tores de grupos slfhidrilo que han sido postulados por otros auto
rés como necesarios para el mantenimiento de 1a forma activa de 1la
enzim (33, 50), se quisé investigar s{ alguno de esos factores -~
era capaz de activar la enzima durante urna preincubacidn anterior
al ensayo de actividad.

Los resultados de estos experimentos se muestran en la Tabla
7. Como puede observarse, la preincubacién con Mg"'a no afecta la
duracién de la fase de retraso, por lo tanto, el fendémeno de his--
téresis que se observa mno se debe a que al unirse este metal a la
enzima se produzca una reactivacién lenta. Por otra parte la prein
cubacidn con agenbes reductores de grupos sulfhidrilo como p-mer—

captoetanol no solo €limima la duraciédn de 1la fase de retraso, sino
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TAELA 7.

SCBRE L& DURACION DE LA FPASE DE RETRASO

€L

EFECTO DE VARIAS CONDICIOKES DE PREINCUBACION DE PEPCH*

Comdiclores de preincubacidn

B (minutos)

Control

PEP 1 mM y Mg % 20 mM
p ~meTCAD tos tanol
Triton X-100 1%

0.400
0.300
0.080
0.075

*

Se usaron extractos crudos de hoja de maiz preincubados cinco
minutos a 20°C en TEA.HC1 100 mM & pH 7.0 y EDTA 4 mM. La adl
cibén del compuesto indicado en 18 tabla era despues de 1a ex-
traccién, de estas muestras se tomaba uma alicuota de 50 il -~
para imiciar la reaccidén en un ensayo de actividad que contes

nfa TEA-HC1 100 nM a

™ 7.0, MgCls 10 mM, NADH 0.2 mM, NaHCOj
10 mi4, PEP 1 mM y MDH 3 unidades.

Se utilizaron hojas de plantas que estuvieron bajo luz matu- -

ral.
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que considerablemente 1la incrementan, Es de destacar que el mismo
efecto lo poseen los detergentes como Triton X-100 que actua au--
mentando el gﬁdo de disociacibdn de la enzima y por consigulente

inzerentando la duracidn de la fase de retraso.

4,10 Efecto de la Preincubacldn con Sustratos Sobre
la Actividad y la Duracién de la Fase

de ERetraso

Los resultados descritos anterlormente, sugerfan que PEP, 0 =~
el compliejo I’EP-I-ig+2 que parece ser el verdadero sustrato de 18
reaccidén (75), era el compuesto que imducia el pasoc de la forma i
nactiva a la activa. Para confirmar o descartar esta sugerencia, -
se hicleron preincubaciones de la enzima en el medlo de ensayo en
presencia de alguno de los sutratos, la reaccidn se iniciaba luego
con 1a adicién del sustrato faltante. Pussto que el medio de ensa-
yo contiere HCO§ resultado de la disolucidn del co, atmosférico en
equilibrioc con las scluciomes, se hicleron dos tipos de experimen.
tos. En los primeros se usaron soluciomes que contenfan este HCO§
{(1.22 % 0.2 mM)(74a)) y en los segundos en los que se elimind
este compuesto por el tratamiento descrito en ¥Me todos. Los resultz_a_

dos se‘-.m:néabran en la Tabla 8.

Como era de esperarse, cuamdo los ligandos presentes fueron -

PEP-Mg+?

en un medio conteniendo HCOS, hubo reac~idn durante el pe
riodo de preincubacién, por lo gque aungue se abolfa la fase de re-
traso, estos resultados no permitfan concluir s{ efectivamente era
el comple jo PEP-Mg+2 e) agente reactivante. Sin embargo, cuando la

pre incubacidn se_kacia sin adicliomar ninglin sustrato se observd
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TABLA 8. EFECTO DE LA PREINCUBACION DE PEPC* SOBRE EL PERIODO DE RETRASO CON DIFERENTES
LIGANDOS
'fﬂ.empo de preincubicibén Periocdo de retraso Actividad de PEPC
Ligando presente . ' (min) % control % control #%
Ninguno 5. A 342 (0.7) 5 (0.321)
, A Ti7r (0.7)

S 166.(0.,6)
NaHCOz* ¥+, PEP 1'mM
NaHCO3%#%, MgCly 10 mM

NaHCO5 0 mM

Extractos crudos de PEPC de-hoja de mafz, se
pH 7.0 ¥ los ligandos irdicados en la Tabla.

preincubaron s 30°C en TEA-HCI 100 mM &
** Los volores de actividad control de cada experimento se determinan usande el medio de
ensayo estandar y comenzando la reaccién con la adicién del- extracto enzimdtico.

NaHCO3 disuelto en el medio (1,22 Y 0.2 mM por el equlibrio del Co2 atmosférico. Las)
reacclores) se llevairon) B-cabo a pH 7.0 y PEP 1 mM.

Se utilizaron hojas de plantas que estuvieron bajo luz rmatural.
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gque no solo la fase de retrasc disminuila wmucho, sino que la activi
dad enzimdtica de 1s enzimad preiscubalda era supgrior 2 la del con-
trol en la que la reaccidn se inmicizba por adicidn de la enzima -

al medio de ensayc completo. ${ la preincubacidn se hacfa en presen

cia solo de comcentraciomes saturantes de Hc05 y la reaccién se inl

cimba por adicidn de TEFP ¥ N.g+2, l2 fase de retraso no exist{a y la
actividad medida era superior que en el caso anterior. Estos resul-
tados mostraron que el verdadero agente reactivante era el otro

sustrato de la reaccidn, el 16n HCO5. El tegumdo tipo de experimen
tos confirmbé esta conclusidn, puesto que en la preincubacidn en -
ausencla de HCO§ no s0lo no ellimine la fase de retraso, sino que -
inactiva casi totalmente a la enzima, aun cuando esta preincubacidn
se halla en presencia de PEP-Mg'-. Por tanmto, el 1én HCOJ, & COp,

es recesario para el mantenimiento de 1a enzima activa.

4,11  Cirdtica de 1a Reactivacién en el
Medlo de Ensayo

Los fenémenos de histéresis pueden caracterizarse por la detexr
minacién de 1a constante aparente de velocidzd de 1la transicidn en-
tre la velocidad inicial y la de estado estaciomario (T~'), que se

determina en gréficas semilogaritmicas, como se describié en Méto-
dos.

Amalizando nuestros datos de esta forma, encontramos que el -
procesc de reactivacidn de PEPC en el medio de ensayo

mer orden simple,

no es de pri
sino que implica 21 menos dos fases, pudiendose

aproximar cada una de ellas a un primer orden, con constantes de -



€8

velocidad aparentes que difie:-u claramente (Figura 17), Estas fa-
ses son diffciles de correlacionar directaments con camblos molecu
lares especificos de la enziwma, pero al menos alguno de ellos debe

corrdsponder al proceso de dimerizacldn.
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FIGURA 17. CONSTANIE APARENTE DE VELOCIDAD PABA LA TRANSICION
EWPRE LA VELOZIDAD INICIAL Y DE ESTACO ESTACIONARIO.
LOS DATOS EXPERIMENTALES CORRESFONDEN A LOS DE LA FI-
GURA 9 A.




V. DISCUSION

Los trabajos llevados a cabo anteriormente en nuestro labora-
torio reletives a 1la regulacidn por luz de 1la actividad de PEPC de

hoja verde de mafz habfa llevado a los siguientes resultados, des

critos cn forma ragumida:

a. Cuando el tiempo traunscurrido entre la extraccidn de la

enzima y el ensayo de actividad es corto, se pueden detectar dos
formas de PEPC con diferente cindtica de saturacidén por FEP, una
de ellas predomipante en extractos de plantas mantenidas en la -
luz (PEP-dfa) y otra en aquellas de plantas mantenidas en oscurie-
dad (PEP-noche }{90).

b. La forma PEPC.df{a difiere notablemente de la forma PEPC-
noche en cuanto & su 5&8tGsibilidad a los efectores mds lmportantes
de esta enzima: malato, inhibidor y glucosaw6P activador alostéri-

co (91).

c. 1a reaccidn catalizada por FEPC, de plantas iluminadas o
mantenidas en oscuridad presentaba una clara fase de retraso, in--
crerentandose su velocidad a medida que transcurria el ensayo has-

ta alcanzar una velocidad filja de estado estaciomario.

l1as diferencias encontradas entre ambas formas de PEPC permi-
ten concluir gue la actividad de esta enzima en hoja verde de maiz
esta regulada por luz, de tal forma que es totalmente activa duran
te el dia y parcial o totalmente imnactiva durante la noche. Por o-
tra parte, de acuerdo con nuestros resultados (90), €l mecanismo

molecular de esta regilacidén no parecia consistir en oxidacidn-re-
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duccidn de grupos sulfhidrilo, como =s el caso de otras enzimas fo

tosint€ticas (14).

En este trabajo se trz2id de caracterizar el fendmeno de reac-
tivacidén de la enzima en el medio de ensayo con €l fin de compro-
bar si estaba o ne relacionado con el mecanismo de su regnlacidn -
por luz, y €n caso afirmativo pudiese servir para dilucidar las ba

ses moleculares de este mecanismo.

ILa relacidn inversa encontrada entre el periodo de retraso de
la reaccidn y 1la concentracidn de 1a enzimz, establece que esta o-
curriendo und dimerizacidén. Varias enzimas en las que curiosamente
interviers CO2 como sustrato o producto de la reaccién, presentan
un similar ccmportamiento histerdtico causado por un lento proceso
de asoclacién (36a, 77). Pendémenos similares de histdresis cansac-
dos por camblos enel estado de agregacidén de la enzima han sido -
descritos en estudios sobre PEPC de E. coli (111) y de Crassula -

(114), una especie veget;él con metabolismo dcido crasulaceo.

Otro resunltado de este trabajo en relacién con lo anterior,
es el que la presencia de glicerol o plietilenglicol en el medlo -
de extraccidén de la enzima, impide la deteccidn del proceso de reac
tivacidn puesto que ambos compuestos a las concentraciones usadas
poseen el mismc efecto que una elevacidn en la concentracidn de -
proteina, por lo que no es de extranar que eviten la disoclacidn -
de la forma tetram€rica y/o promusvan la asoclacidn de la forma di
m€rica, de manera que en su presencia la especie predominmante debe
ser el tetrdmero activo. Ademds, estos resultados sugieren que "in

vivo" existen ambas formas de la enzima, la tetramérica y la dimé-
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rica ¥y no que l1a forme dimdrica parece en el extracto como conse-

cuencia de la dilucidn de 1z enziz: que conlleva el procedimiento

de la extraccidn.

La dependencia de la duraclidn de la fase de retraso de la con
centracién de PEP, clarzmente estd indicardo la participacién de
este sustrato en el proceso de reactivacién, ya sea inducido al u-
nirse 2 la enzima un cambioc conformacioral en esta, que l2a hace a-
gregarse y dar lugar a la apariciédn de una forma mds activa y/o -
desplazando un equilibrio que existe entre dos formas interconver-
tibles con diferepnte afinidad por este sustrato hacia la forma de
mayor afinidad que serd, ademds, la mds activa. En cualquier caso,
el proceso de interconversibén de una forma en otra es lento en re-
lacién con la catdlisis, por lo que puede detectarse reactivacidn

durarnte e} curso de un ensayo.

Resulta interesante el hecho de gque tanto las extracclores de
plantas mantenidas en oscuridad, como las de plantas previamente -
1luminzdas presentan reactivacidn. Sin embargo, la fase de retraso
siempre fuf mds larga en los primeros Que en los #ltimos, lo qus -
puede deberse a que la forma FEPC-~noche posee una menor afinidad -
por PEP que la forma PEPC-dfa o @ que en extractos de plantas man-.

tenidas en oscuridad es mayor la proporcidn de dimero.

Por otra parte,la duracibn de la fase de retraso mostré um -
dependencia mno lineal de la concentracién de PEP, que se manifies-
ta sobre todo & bajas concentraclones de este sustrato, en ambos -

tipos de extractos, parece por tanto, existir una cooperatividad -
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negativa histerética y es de destacar que PEFC en los mismos extrac
tos mostré uma cooperatividad regativa en la unic.Sn al sustrato PEP
en un rango ae concentracidén de este e€quivalente al que estamos con
siderando aquf{. Ello parece indicar gue ambos procesos, reactiva--
cién y logicamente éatélisis, depernden de la unidn de tc sustra.
to a la forma activa de 12 enzima, Sin embargo, €1 hecho de gue en
los extraclos de plantas expuestds a& luz no se pudiera detectar -
reactivacién algura a bajas concentraciones de PEP, por el contra-
rio se observa inactivacidn en el medio de ensayo lo que suglere
una cooperatividad regativa histerdtica no basada en las caracte--
risticas de la unién del sustrato a la enzimx. S{ 1a inactivaciém
observada a be jas concentraciones de PEP ocurre tambi€én a concen-
traciores mayores de este sustrato, la duracidn del proceso de ‘"=
reactivacibén serd menor de la esperada, puesto que estos dos proce
sos opuestos pueden llegar al equilibrio antes de gque concluya lia
reactivacibén., Asf{, PEP no solo interviere en el proceso de reactiva
cidn, sino que incrementa la estabilidad de la enzima frente & un
proceso de imctivacién en el medio de ensayo, de naturaleza adn
desconocida, en forma tambi€n dependiente de su concentracibm. La
1ncubac16n de la enzima en un m=dioc de reaccidén sin PEP por un pe-
r{odo i1gual o superior al de duracidn del ensayo de actividad, no
conlleva p€rdidas en su actividad, por el contrario se observa reac
tivacién si de este medio 1o ha sido previamente eliminado el 002.
Este resultado descarta gue 12 inactivacidén a2 bajss concentraclores
de PEP se deba a la dilucidn que la enzima sufre al pasar al medio
de ensayo. Ademds sugicre upa caracteri{stica de la enzima que nNo -

habfa sido detectada previamente, Pudiera ser que después de gue -
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una molécula de enzima ha real:-~sioc catdlisils se produzea €n ella

un cambio conformacional, tal gque lo haga ser sltamente inestable

sl no encuentra otra mol€cula de sustrato {FEF). Por ello, 1a ipac
tivacidén se manifiesta 2 bajas concentraclones de este sustrato, -
cuando upa proporcidn cada vez wayor dc moldculizg 42 enFin? no en.
cuentran sustrate, despu€s de haber re2lizado al menos un ciclo ca
talftico. Apoyando esta explicecidn, estd el resultado obtenido en
este trabajo, que tras la adlclén de unx segunda alicuota de enzl-
ma a un medio de reaccidn, contenmiendc uma concentracidn ro satu--
rante de PEP despues de un clerto tlempo de comenzada €sta, no se

produce el esperado incremento de actividad proporcional, al incre
mento de la cantidad de la epzima, sino que 1la actividad permanece

1gual, o incluso disminuye.

Los razormamientos anteriores son aplicables tanto para los ex
tractos de plantas ilumimadas como pars los de plantas mantenldas
en oscuridad, ain cuando es evidente gue de ser vdlidos, la enzima
de extractos de pilanitas somstildas a cccuridad es mucho mds estable

que los de luz.

Los resultados anteriores no permiten concluir si las diferen
cias a nivel molecular entre PEPC-dfa y PEPC-noche consisten en -
que la primera es un tetrdmero y la segunda un d{mero, como ha si-
do propuesto para la enzima de Crassula (114, 115) 8 que ambas for
mas existen como dimero o tetrdmero. Em el primer caso, los extrac
tos de plantas sometidas a luz conterdrian una elevada proporcidn
de tetrdmero, mientras que en los de oscuridad el diméro serfa el

predomimante. Ademds la forma tetramérica seria inestable a bajas
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concentraciones de PEP, puesto que la imactivacidn se observa en
los extractos de plantas sometidas 2 iluminacidn. La segunda de -
las dos posibilidades apuntadas no permite especular acerca de la
proporcién relativa de dimero y tetrdmero presentes €n ambos tipos
de extractos. Si la primera de las hipétesis planteadas fuese cler
ta deberfan existir claras diferencias en el porcentaje de reacti-
vacibn, entre los extractos de plantas expuestas a luz y los extrag
tos de plantas sometidas a oscuridad, ya que las velocldades inicla
les de esto:z ¥ltimes serfan menores y deberfan alcanzarse iguales
velocidades de estado estaciomario. Sin embargo este no fud el ca-
s0, lo quz unido a la diferente estabilidad en el medio de ensayo
de PEPC dé ambos tipos de extractos, nos induce a pensar que la se

gunda hipétesis es la mds probable.

Otro aspecto interesante de la influencia de la concentracidn
de PEP sobre la fase de retraso, es que a2 altas concentraciones de
este sustrato, la duracién de esta fase es constante e independien
te de la concentracién de sustrato. Asf la fase de retraso nunca -
alcanza un valor de cero, bajo las condicliones de nuestro ensayo.
Ello implica que 12 unidén de este sustrato mo es el paso lcuto el
responsaﬁle de la histéresis, porque de serlo, deberfa existir um
relacidén lineal a cuzlquieraz de las concentraciones de PEP. El pa-
so lento, linmitante de la velocidad de reactivacidn, debe ser el

proceso de dimerizacidn.

En cuanto al efecto del iphibidor malato sobre la duracidn de
la fase de retrasc se puede llegar a"dos conclusiones importantes.

Lz primera, es la coifiguracidn de las diferencias existentes en-
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tre la forma de PEPC-dfa y PEF--uche, como lo suestra claramente -
la diferente resmEesta de l1a durncidn de la fasc de retraso 8 1De-
crementos en 12 concentracién de malzto. La segurnda, compete al me
canismo de reactivacidén y se origima de la cooparatividad histerd
tica positiva encontrada para este compuesto. Asi concentracliones

creclentes de mulato incrementan la duracidn de la fase de retraso
en forma no lireal, lo cual podria explicarse si existieran dos lu
gares de unidén para este inhibidor de ¢ orente naturaleza y con -
diferente afinidad. De hecho, ha sido pustulada la existencia de -
estos dos lugares de unidn sobre la mism forma de esta enzima, pa
ra explicar la inhibicidn no lineal por este compuesto de 1la actie
vidad de PEPC purificada (36a). Sin embargo, en base a estos resul
tados es posible que la razén de este comportamiento, tanto histe~
rético: como cirftice, podria mds blen estar en la diferente afini
dad por malato de la forma tetramérica y dimérica. As{, se sabe --
que malato puede unirse a la primera en forma competitiva con PEP,
que evitarfa la accién estabilizadora sobre el tetrdmero que tiene
este sustrato, retardando asf, el proceso de reactivacidn. Por o--
tra parte, s{ su unién a la forma dimérica estabiliza al diméro, -
impidierdo Bu paso a tetrdmero, la suma de los dos efectos darfa

lugar a um cinftica no lineal como la observada.

Obviamente se requieren estudios adiclonzles que escapan al -
propésito de este trabajo, para confirmar o rechazad esta hipétesis.
AlUn cuardo en estos experimentos no se encontrd cooperatividad his~
terdtica positiva en los extractos de plantas sometidas a 1luminie
cidn, no se puede descartar que esta apareeca a concentraclores de

malato superliores & las empleadas.
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Por lo que respecta al activador alostérico glucosa-6P, este
dismimuye notablemente la duracidn de la fase de retraso, tanto en
cxtractos de plantas sometidas a luz como los de oscuridad, lo gue
era de esperarsce dade su conocido efecto de disminuir la Km (PEP)
(36a, 77). Un resul tado interesante, fud gque glucosa-6P estabili.
za notablemex-lte el tetrdmero de dfa, permitiendo medir la fase de
retrason concentraciones de PEP a las que no se podfa en su ausen~
cla. Por tanto, este compuesto esta ejerciendo al igual que el prg
plo sustrate FEP, una accidn estabilizadora sobre la forma activa

de la enzima.

Un importante resultado de este trabajo, fud el efecto que el
16n HCO; 6 la mol€cula CO, tiene sobre el estado de activacidn de
PEPC. La preincubacidn de la enzima en el medio de reaccidn ex an.
sencia de PEP y P’g*z, pero ©€n presencia de concentraclores saturan
tes de HCOS no solo €limind totalmente la fase de retraso, Sino --
adends la actividad enzimitica medida después de la adlcidén de los
sustratos faltanles en la preincubacidén, fué superior a las activi
dades de estado estacionario encontradas cuando no se llevé a cabo
dicha preincubacidn. Por otra parte, la preincubacidn de la enzima
en el medio de rcaccién sin HCOB produce una rdpida pérdiéa de ac-
tividad, adn cuardo este preincubacidn se haga en presencila de -
PEP y Mg,

responsable del mantenimiento de la forma activa de PEPC, tanto en

Eso claramente estd implicando a HCO3 (S a co,) como

extrastos de plantas tratadas con luz como en oscuridad. Este re--
sultado explica rorqu: la enzima se.va.lentamente reactivando en
el medio de extracecidn, de tal forma que transcurrido un tiempo -

mds o menos largo de:tpues de la extraccidn, ya no es posible detec
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tar la fase de retraso. El HCOE sontenido en aste medlio debe ser
el agente reactivante. La reactivucidn parecsz as{ no requerir Hg+2,
puesto gque el medio de extraccidn no contiere este metal y s{ uma
importante concentracidn del compusste quslante EDTA. E1 papel de
PEP parece ser el de acelerar, pero no imducir, el proceso de resag
tivacidn al unirse y estabilizar la forma tetramfrica acliva. EL

hecho de gque PEP en ausencia de HCOS no sea capaz de evitar la i-

nactivacién de 1la enzima, apoya la conclusidn de que este compues-

to por sf{ solo no puede realizar la reactivacidn.

A¥m cuarde es premature elaborar ura hipdtesis detallada so-

bre el posible significado fisioldglco de este proceso de activa-

cién de FPEPC por bicarbomato, se puede especular que durante los
perfodos de oscuridad, la concentracién intracelular de este com-
puesto bale por el clerre de los estomas, produciendo%am‘inactivgc. :
cibn total o parcizl de la enzima. Durante el dfa cuando la planta
tiers sus estomas abiertos y 1la concentracidn de CO, es mdxima, se :
debe producir el cambilo j:nver'so, con el consigulente incremento de

la fotosintesis Cy.

1a concentracién imtracelular de CO,, aparece asi como un po-
sible factor clave de regulacidn “in vivo" de la actividad de es-
ta enzima y es de destacar que este interesante hecho mno habia

sldo detectado con anterioridad.

En el sigulente esquema estd sintetizado el mecanismo molecu
lar mds simple de regulacidn de la actividaé de PEFC por los sus-
tratos y efectores estudiados, propuesto en base a los resultados

que se acaban de discutlr.
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PEP
Ep~-CO2 glucosa-6P catalisis
glucosa-6p
COop
2Ep-malato ZE%,—*ET—\COZ—‘———%EI.-COZ ;;gfz'——> Catdlasis

CcO,
mala to

-C0, malato
2

Ep = Enzima en forma dimdrica

E;, = Enzima en forma tetrand rica
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;T Qi T T ears
vVI. CUL L LTS INNES

1. 12 enzima fosfoenolpiruvato carbexilasa de hoja de mafz -
sufre un proceso reversible de asoclacidn-disociacidn, gque se acom
pafia de cambios de actividad catalfitica. As{ puede encontrarse en
foroz de tetrdmero (Betivo) o de dimero (total o parcialmente inac

tivo).

2. El compuesto reactivante, inductor del paso de la formd =
dimérica a la tetramfrica es el 16n HCO3, © el COp en equilibrio

con aquel.

3. La interconversién de ambas formas de la enzima esta regu
lada por el sustrato PEP y por los efectores glucosa-6FP (ac'tiv_a__
dor) y malato {inhibidor), aun cuazndo estos compue stes no son capg

ces de irducir por s{ 501los dichc intercasnversidn.

4. Tanto la forma PEFC-dfa como la forma PEPC-noche, parecen
existir "in vivo" como tétramEro y dimero. las diferencias a mivel
molecular entre estas formas no parecen, por tanto, consistir al -

menos no en forma unica en su estado de agregacidm.
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