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RESUMEN 

La enzima fosfoenolpiruvato carboxilasa (PEPC) ha sido puri
ficada parcialmente de diferentes tejidos de Zea ~ para es
tablecer el grado proximidad estructural entre las isoenzimas 
y a la vez conocer mejor la función de esta enzima en el me
tabolismo de las plantas. Se ha hecho un estudio bioquímico en 
base a criterios electroforéticos, cromatográfico~ e inmunoqui
micos. De acuerdo a esos criterios y en base a los resultados 
de este trabajo, se ha concluido que en maíz existen dos pobla
ciones de ·isoeniimas de PEPC: PEPC-1 y PEPC-11. Una de esas po
blaciones es característica de tallo, raíz y callo de embriones 
(PEPC-11), mientras que la otra población corresponde a hojas de 
plantas verdes (PEPC-1). También se detectaron ambas formas en 
hojas de plantas etioladas, siendo la PEPC-1 mayoritaria. Las di
ferencias estructurales entre las PEPC- y la PEPC-11 son pronun
ciadas ya que no existen reacciones de reconocimiento inmunoló
gico entre los anticuerpos de la PEPC-1 y la isoenzima PEPC-11. 

ABSTRACT 

Phosphoenolpyruvate carboxylase (PEPC) has been partially purified 
from different maize tissues and compared in arder establish its 
structural relationship and have a better knowledge of its i.!!. vivo 
activity.A biochemical study has been performed using electrophore
tic,chromatographic and inmunochemical criteria. According to re
sults, it has been concluded that two populations of isoenzymes 
exist:PEPC-1 and PEPC-11. One of this is characteristic of root, 
stem and embryo callus (PEPC-11), while PEPC-1 corresponds to lea
ves fromm green plants. Both isoenzymes were al so detected in etyo
lated leaves, being PEPC-1 the majar enzyme. Structural differences 
between the two most be important since no cross-reaction took 
place between the antibodies to PEPC-1 and PEPC-11 enzyme. 
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INTROOUCC ION 

La regulación e integración de los procesos bioqulmicos implic~ 

dos en la asimilación del co 2 fotosintético en el metabolismo c4 
no son aún perfectamente conocidos. a pesar de que fue en el 1966 

cuando se propuso por primera vez la existencia de esta ruta me

tab6lica (88) Y de que la relevancia del metabolismo c4 en les·pr~ 
1 

ductividad de las plantas bajo ciertas condiciones ambientales ha 

añadido un extraordinario interés a su estudio. 

Los mecanismos regulatorios de la actividad de la enzima Fosfoe-

nolpiruvato Carboxilasa, (PEPC) (EC4.J.1.31) así como el control 

que esta actividad ejerza sobre el flujo de metabol itas a través 

de esta ruta c4 • deben ser factores de regulación claves. La en-

zima PEPC es la primera de las dos enzimas carboxil antes implica

das en la fijación de co2 en este tipo de plantas y la reacción 

que cataliza es irreversible. Por ello es considerada por muchos 

como una enzima cuya actividad debe estar fuertemente sometida a 

control. 

Hay que tener en cuenta, además que la función que esta actividad 

enzimática desempeña en el metabolismo de las plantas es doble: 

una función fotosintética. a la que hemos estado refiriéndonos has 

ta ahora, y una función anaplerótica. El lo sugiere que deben exi~ 

tir formas diferentes de esta enzima asociada a las diferentes fun-

cienes. siguiendo la estrategia general del metabolismo, que en es 



tos casos ·de.s-~rro-lla'·iso_e_n~imaS co-mo medio de lograr una regul~ 

ción diferencial. 

En_ general,. los estudios bioquímicos sobre las isoenzimas son im 

portantes para conseguir la comprensión de su origen genético y 

evolutivo, así como de su papel en la fisiología de la células 

diferenciadas. Al mismo tiempo estos estudios pueden proporcio-

nar valiosas informaciones acerca del control de la expresión g~ 

nética durante el desarrollo de las células diferenciadas y sobre 

la naturaleza de los controles metabólicos en estas células. 

En nuestro caso particul~r, esi:.os estudios cobran una relevan-

tia es~ecial, ~ado ~~e la Cús~ueGa de un incre~ento de producti-

vidad en las plantas tipo c3 , por introducción en éstas de ca-

racteristic~s propias Ce las plan~as tipo c4 , plantea el proble-

r.ia central de conocer el grado de'-parentesco" c¡ue existe eni:.re 

las actividades enzimfiticas clave del proceso asimilador de co 2 
en los dos ti~os de ~lantas {de ''baja productividad'' o plantas 

''alta productividad'' o plantas C~). La eficiencia de 
' 

este ~receso es en gran raedida 13 deterLlinante de la productividad 

de una planta. Una de estas actividades claves es, sin duda, la 

de la enzima fosfoenolpiruvato carboxilasa (PEPC) y ello aña-

de aún más interés a la tarea de investigar la naturaleza, fun-

ci6n y operación de esta enzima. 



Decidimos aJ)Or~cir:·: e_~_-te_·'.-:prÓ-bl.ema'· en una primera etapa en su forma 

más simple -_a- nuest .. ro·--j-u;c.io': haciendo un estudio comparativo e!:!_ 

tre la fo~ma· fotosintética de la enzima PEPC característica del 

metabolismo c4 Y la (s) forma (s) no fotosintética (s) de esta e!C 

zima existente en la misma planta. Esta {s) última {s) supusimos 

deberían ser similares en cuanto a característa y función a la {s) 

forma (s) presente (s) en plantas c3 , puesto que de la5 especies 

c 3 derivan todas las especies Ca. De esta forma, quisimos elimi-

nar las diferencias interespecíficas, que ilabriamas de encontrar fo:_ 

zasamente en el casa de estudiar comparativamente la enzima de es-

pecies c 3 y c 4 . Las diferencias que pudiéramos encontrar entre las 

isoenzimas fotosintéticas y anaplerótica {s) podríamos con certeza 

asignarlas a una función metabólica especifica y concluir sobre la 

)rr.ximiGad genética de las formas encontradas. 

En la bibliografía científica, existen varias publicaciones sobre 

la enzima PEPC de Zea mays (especie perteneciente al grupo de pla!:!_ 

tas c4 objeto de este trabajo), pero no existe un acuerdo sobre el 

tipo y número de isoenzimas presentes en los tejidos de esta pla!:!_ 

ta. 

Teniendo en cuenta las anteriores consideraciones, en el presente 

estudio nos propusimos reinvestigar el problema del polimorfismo 

de la enzima PEP carbo~ilasa en Zea mays usando técnicas bioquim~ 

cas convencionales y técnicas inmunológicas que no habían sido r 

utilizadas anteriormente, con el fin de que los resultados encon-

3 



trados arrojaran alguna luz sobre la homologia estructural y de 

aquf sobre la. proximidad gené~ica de las isoenzimas encontradas. 



l. ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS 



1.1 FOSFOENOLPIRUVATO CARBOXILASA EN PLANTAS 

El pap~l central de esta enzima en el metabolismo intermediario 

de las plantas en general y su innegable importancia en el pro-

ceso fotosintético de asimilación del carbono en plantas c4 y en el 

metabolismo ácido crasuláceo (CAM) ha hecho su estudio interesan-

te para numerosos investigadores. Los resultados de estos traba-

jos se han recopilado en varias revisiones más o menos completas 
' 

(1,6,9b,33,71,101) 

Para que sirva de marco de referencia al trabajo presentado en es 

ta tesis incluimos una revisión actual izada de lo que se ha publ i-

cado acerca de las características físicoquimicas, inmunológicas 

y cinéticas de la enzima PEPC ~ así como de los mecanismos de reg.!:!_ 

lación de esta actividad enzimática que han sido encontradas en 

plantas hasta la fecha. 

1.1.1 Reacción Ca tal izada 

.La enzima PEPC {EC 4.1.1.31) cataliza la carboxilación del fas-

foenolpiruvaro según la reacción formulada: 

fosfoenolpiruvato + Hco; 

s 

_,,_ 
OXALACETATO + HPG4 



La reacción t.ien-e un cambio de energía 1 ibre muy alto 

( .C:. G= -6 a -B kcal/mol) y es prácticamente irreversible. 

Esta actividad fue descubierta en tejidos de plantas por Bandurski 

(3.4) quien además purificó parcialmente la proteína responsable 

de la actividad de PEP Carboxilasa y demostró que para la activi

dad catalítica se necesita la presencia de Mg+2 (s). Posteriorme~ 

te Maruyama f44) demostró que la carboxilación de fosfoenolpiruva

to (PEP) por la enzima extraída de cotiledones de cacahuate utili 

zaba como sustrato bicarbonato (Hco;.> y no co 2 , comoocurre con 

otras reacciones de carboxilación catalizadas enzimáticamente. 

Más aún, se ha demostrado que esta :enzima es la única carboxilasa 

conocida que no contiene biotina y usa Hco3 como sustrato (7,58). 

I.1.2 Distribución y Compartamentalización Celular 

La enzima PEPC está presente en todos los tejidos vegetales en los 

que se ha buscado; igualmente algunas bacterias contienen enzimas 

con actividad de PEPC. Sin embargo, está ausente en tejidos ani-

males. (6). 

En cuanto a su ubicación celular, la mayoria de los autores si-

túan a la PEPC en él compartimiento citoplasmático (37,38,49,49a) 

aunque algunos sostienen que está asociada a cloroplastos. tanto 

en plantas c4 (50) como en plantas CAM (51). 

{, 



I.1.3 Funciones biolóqicas 

La enzima PEPC presente en tejidos de plantas cataliza la fi
jac1on del co 2 y la sintesis conconitante de §cidos dicarboxi·-
1-icos, pero la función que esta reacción desempeíla dentro 
d~l metabolismo depende del tipo y fisiologta del tejido en 
que se encuentre. 

1.1.3.lEn tejidos no fotosintéticos. Aún cuando la 
carboxilación no asociada al proceso fotosintético (cataliza-

da por PEPC) es ubicua en las plantas, existe relativa~ente ~o

ca información con respecto al si~ni7icado de esta fijación de 

C0 2 no fotosintético. Se cree sin embargo~ que esta carboxila
ción pudiera ser integrante de un (a) necanismo de re~ulación 
del pH y de un {b) proceso anaplerótico. 

a) Mecanisno de regulación del pH. El noviniento de iones puede 
producir cambios importantes en el equilibrio ácido-base~ sin 
embargo, el citoplasma requiere mantenerse a un pH constante; se 
l1a sugerido que un control fino de pH citoplásmático ?uede alcan
zarse mediante un balance entre carboxilación y descarboxilación: 

l C0 2 COOH 
RH-~-----~COOH-----!l1COOM---L~---RH 

De acuerdo con esta idea, Davis (9) propuso un ~ecanismo metabó
lico regulador del pH citoplásmático, que implicarla, por un lado, 
a la actividad de PEPC en asociación con la malato deshidrogenasa 
disminuyendo el !JH celular al generar ácidos or'.)ánicos fT!ediante la 
fijación del co2' y por el otro lado, a la enzi~a nálica que ten-

dria efectos opuestos al descarboxilar al malato. 



COz. 
co~ 

PEP ~ O.~A !:ALA TO___¿ Plr!UVATO 
( 1 ) ( 2) ( 3) 

( 1 ) PEPC { 2 }l·IALATO DESH 1 ORO GEN ASA (3)ENZ!MA MALICA 

En consecuencia, los niveles de metabolitos y de H• modularían 

estas actividades metabólicas antagónicas. La sensibilidad de este 

mecanismo regulador de pH estaría determinada por la pendiente de 

las curvas de actividad frente al pH de las enzimas implicadas y se

ria aumentado por efectores que actuarían de manera opuesta a las 

enzimas.Los siguientes tres procesos fisiológicos pudieran expli

carse en base a esta hipótesi s:i1ovimiento de las estomas;estimulación 

del crecimiento por auxinas y síntesis de malato para lograr ba

lance iónico 

i)Movimiento de los estomas. En las cªlulas guarda de epidermis 

donde PEPC se bastante activa {21) se ha reportado un incremento en 

la concentración de malato durante la apertura de los estomas (11 }. 

Se sabe que la base del hinchamiento de las células guardas, cuando 

los estomas se abren, es el gran potencial osmótico negativo que 

resulta de la captación del ion K+(lO) que es equilibrado eléc

tricamente por la liberación de iones H+ durante la formación de 

malato y citrato (26); de ahí la importancia que tiene la actividad 

de la enzima PEPC en el funcionamiento de los estomas. Las carac-

terísticas cinéticas de esta en~iraa de células guardas de Vicia 

faba concuerdan con la función asignada a esta enzima en el ci

toplasma durante el flujo de H• 

B 



ii) Estimulaci6n del crecimiento oor auxinas.La adición de 

auxinas a muchos tejidos vegetales se traduce en una sa 

lida de H+ a la pared celular (12) incrementando la ex 

tensibilidad de esta,ya sea por activación de enzimas 

o por rupturas de enlaces ''icidos-libiles'1 (128, 129). 

Al mismo tiempo se registra una acumulación de K+ y ma

lato (13, 14) y un incremento significativo en la velo

cidad de fijación de co 2 en la oscuridad. 

Es obvio que una 1 iberación continua de H+ al medio po

dria agotar la capacidad amortiguadora del citoplasma. 

lo que conllevaría un incremento del pH celular. Esto 

último se evitarla si funcionara un mecanismo compensa-

torio como el propuesto por Davies (9). En este sentido 

ha reportado que las propiedades de la enziffia "PEPC 

sa extraída de coleoptilo de avena son consistentes con 

la función de disminuir pHsintracelulares altos (16, 17). 

De igual manera; la adición de la fitotoxina r:usicoccina, 

que también estimula la salida de H+ en tejidos etiolados 

de coleoptilos de avena y la captación de K+ (19)..1 produce 

una síntesis rápida de malato en esos tejidos, probable

mente a través de la actividad de PEPC acoplada con la a~ 

tividad de malato deshidrogenasa (15). Puesto que no ha 

podido demostrarse un efecto directo de la fusiccocina l.!!. 

vitro sobre la enzima PEPC (64) se sugiere que es el -



aumento del pH celular lo que incrementa la actividad 

de esta enzima, de acuerdo con la hipótesis ~e uavies y-0 

mencio-"n·ada. 

i i i ) Sfntesis de malato para lograr un balance iónico. 

Como hemos venido discutiendo las células vegetales li

beran H+ al medio cuando la captación de cationes exce

de la de aniones. y para ello sintetizan cantidades equi 

valentes de ácidos orgánicos. Ello cobra especial im-

portancia en el tejido meristemático de raiz (punta de 

raíz). Existen evidencias que indican que el co 2 se fija 

vía PEPC para formar oxal acetato el que a su vez es re

ducido a malato por la malato deshidrogenesa soluble 

(22, 23). 

ácidos 

La sefial que dispara la sintesis ··de los 

puede ser un aumento de pH citoplasmático, co-

mo postula Oavies. Sin embargo, recientemente, Roberts 

et al. (55) no han podido detectar ningún cambio de pH 

en el cit oplasma como cabria esperarse por la salida de 

protones (H+) que acompañan a la entrada de cationes. 

Parece por tanto, que los mecanismos de regulación del 

pH intracelular responden muy rápidamente y ello lleva 

a estos autores a postular que la síntesis de ácidos or

gánicos se incrementa por un aumento en la concentración 

citoplasmática del HCO- 3 resultante de una entrada incre 

mentada de co 2 , acoplada a la salida del H+. 

/O 



b)Función Anaplerótica: además de formar parte de un mecanismo 

regulador de pH, se ha propuesto que la PEPC tiene una fun

ción ~naplerótica siguiendo la definición de Kornberg (20). 

Asf en la bioslntesis de aminoácidos, la enzima PEPC desem

peña un papel importantísimo. ya que su funcionamiento ali

menta la poza de intermediarios del Ciclo de Krebs, que de 

otra manera serían agotados por su uso como esqueletos car-

bonados para la biosintesis de aminoácidos. Esto es espe-

cialmente cierto en nódulos de plantas que exportan nitrógeno 

para eliminar el exceso de amonio incorporado en raíz por ca~ 

versión de los aminoácidos aspártico y glutámico en sus res-

pectivas amidas (24, 25). Igualmente estarla desempeñando 

una función anaplerótica típica en las etapas tempranas de la 

germinación, ya que el incremento de esta actividad enzimáti

ca estudiado en semillas de algodón y sorgo {28) sugiere que 

PEPC constituye el sistema proveedor de malato en los esta

dios tempranos de desarrollo.de plántulas. 

1.1.3.2. En tejidos fotosintéticos.La PEPC realiza 

una función fatosintética clara en las hojas de las especies con 

metabolismo c4 y leido crasullceo (CAM). Ademls, Ting Y Os

mond {52) han sugerido que la enzima PEPC encontrada en hojas 

de plantas c3 también posee una función fotosintética, puesto 

que interviene en la síntesis de malato a partir de fosfoenol

piruvato y el malato puede ser considerado como un producto fi 



nal del ciclo de reducción fotosintética del cárbono. Sin 

embargo, la actividad de la enizma extra{da de hojas de pla!!_ 

tas c4 y CAM es unas20-30 veces mayor que la procedente de 

hojas de plantas c 3 • lo que sugiere unamayor relevancia en 

el metabolismo fotosintético en aquellos casos y es por ello 

que nos limitaremos a discutir con detalle s·u papel en el me

tabtilismo c4 y ácido crasuláceo. 

a) Función en el metabolismo c4 . La fotosíntesis en plan-

tas c4 es una de las principales variaciones del proceso 

fotosintético de asimilación del co 2 , conjuntamente con 

el metabolismo ácido crasuláceo (CAU), de la ruta c3 o Cj_ 

clo de reducción fotosintética del carbono. Fueron Hatch 

y Slack quienes ~propusieron por primera vez que en un gran 

número de plantas se verificaba una ruta cíclica basada en 

la reacción de beta-carboxilación del fosfoenolpiruvato (PEP) 

ca tal izada por la enzima PEPC (88). Las especies c 4 han 

desarrollado una compleja compartamentalización de enzimas 

y un igualmente complejo transporte de compuestos entre dos 

tipos de células: células de la vaina vascular, locali-

zadas en el interior de la hoja rodeando el xilema y al -. 

floema ,' )' Células·. del mesa"filo·. Ambos tipos de células l 
contienen cloroplastos.peró difieren en su contenido en 

ciertas enzimas. El C0 2 atmosférico que penetra a través 

de los estomas se fija primariamente en el citoplasma de 

1.2 
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Ciclo de 
Calvin 

Fig.1 LEsqucrna simplificado para fotosíntesis de la ruta 

c 4 mostrando las reacciones básicas y la localiza

ci6n intracelular (Informaci6n tomada de N. D. fJatch 

y C. B. Osmond 1976. Cornpartmentation and Transport 

in e~ Photosynthesis en :Encyclopedia of Plant Phy
siology. ~~ew Series, C. P. Stocking, U. Heber Eds. 
144-184, Berlin Sp ringer) 



las células del mesófilo como un ácido de cuatro átomos 

de carbono {ácido oxaloacético) mediante la reacción de 

Carboxilación catalizada por la enzima PEPC. El ácido 

de cuatro carbonos se trasporta a las células de la vai 

na vascular donde se descarboxila liberando un ácido 

de tres átomos de carbono y co 2 . El co 2 as'i formado se 

asimila en el cloroplastos de estas células por el ciclo 

deCalvin, que es exactamente igual al que opera en cloro-

plastas de plantas c3 . El ácido de tres átomos de carba-

no se t r a ns po rt a a 1 a s e é 1 u 1 as de 1 mesó f i 1 o donde se regenere 

ra el sustrato de la reacción de carboxilación, cerrándo-

se así un cicla(Figl.l 1 

En las plantas con metabolismo fotosintético c4 
la PEPC proporciona una adecuada capacidad de carbo

xilación lo cual se traduce en una fijación rápida 

de co 2 . Debido a la función de la enzima PEPC, se al-
canza buena eficiencia en el proceso fotosintético en 

células del mesófilo, aún cuando en estas células exis-

ten bajos niveles de co2 durante el estado estacionario 

de la fotosíntesis. La carboxilación promovida por esta 

enzima también permite superar la altR resistencia que 

ofrece la superficie de la hoja a la difusión de co 2 . Por 

otra parte, las reacciones enzimáticas y los procesos de 
transporte que completan esta ruta metabólica sirven pa

ra concen~rar co 2 en las células de la vaina vascular, 

permitiendo velocidades de fijaci6n de co2 IílUcho m5s altas 

/./f-



que las alcanzadas en plantas c 3 ,en ·las que exclusivame~ 

te opera el ciclo de Calvin • Resumiendo, la asimilación 

. fotosintética neta del co
2 

es superior en plantas c4 que 

en plantas c3 debido a: 1) 1 a concentración de co2 en 1 as 

células donde se localiza el ciclo de Calvin.)se incremen

ta a niveles considerablemente superiores a los que se al

canzarían por simple difusión del co 2 atmosf~rico: 

2) la refijación del co2 liberado en las células de la 

vaina. si bajo condiciones extremas ocurriese fotorre~ 

piración. Ambos efectos son posibles gracias a la existe~ 

el citoplasma de las células del mesófilo 

enzima PEPC cuya importancia en el proceso asimi 

lador de co 2 en plantas c4 queda así de manifiesto. Es tas 

caracteristicas bioquímicas de las plantas c4 dan cuenta 

de las altas velocidades fotosintéticas de estas plantas y, 

además, de7 uso altamente eficiente del agua, entendido 

en términos de que transpiran menos agua por unidad de car

bono fijado (31). lo que las hace ser plantas más producti-

vas y que crecen bien en ambientes semiáridos. 

b.} Función en el Metabolismo Acido Crasuláceo. 

Este metabolismo es una adaptación fisiológica y bio-

química importante del metabolismo fotosintetico del car-

bono a condiciones de escasez de agua en el imas áridos • 
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EO la fig.1.z se esquematizan las rutas metabólicas impli

cadas en la asimilación fotosintética de co 2 en estas -

plantas. Durante la noche estas plantas tienen abiertos 

sus estomas permitiendo asi la entrada de co 2 con pérdidas 

mfnimas del agua intracelular. La fijación primaria de 

co 2 en un compuesto orgánico (-é·1 "ácido oxalacéticó, un ác-iáo 

efe 4 carbonos)tiene lugar durante el per{odo de oscuridad 

gracias a la actividad PEPC. La enzima malato deshigroge-

nasa convierte ~1· oxal acético en ácido mál ico. el cual es 

almacenado en las vacuolas de la planta. Durante el dia. 

los estomas están cerrados. de otra forma las pérdidas de 

agua imped-irlan la so~revi"vencia Pera el procesa fotosi.!!. 

tético. que requiere luz y co2. puede tener lugar ya que se 

utiliza al co 2 resultante de la descarboxilación del malato 

acumuiado(32.33,· 34,36).La PEPC aparece en este metabolismo 

como una enzima clave, dado que cataliza la fijación prima

ria.del .•C0 2 atmosférica. 

! . l .4 Características de la PEPC 

a) Isoenzimas.- Se ha descrito que existen varias 

formas moleculares diferentes con actividad de PEPC (isoe~ 

zimas) asociadas a otras tantas diferentes funciones fisi~ 

lógicas. Asf, Ting y Osmond (52) han sugerido que existen 
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cuatro formas moleculares distintas de la enzima en pla~ 

., tas: fotosin~ética c4 , fotosintética c3 , fotosintética 

CAM y una no autótrofa. Los estudios de estos autores e~ 

tablecieron que la enzima de hojas de plantas c3 difiere 

de la de c4 en sus propiedades físicas y cinéticas e igua~ 

mente difiere de la enzima presente en hojas de plantas 

CAM°(45, 52). La situaci6n. sin embargo. puede ser más 

compleja que la propu~sta por ellos. puesto que dentro de 

las plantas c 3 se han descrito diferentes formas moleca\o 

res de esti? enzima a 1as cuales se ·les han atribu·í.Jo 
diferentes funciones metabólicas (5J,54) 

Por otra parte, se ha encontrado que las formas enzimáticas 

presentes en hojas etioladas difieren de las presentes en 

hojas verdes tahto en olantas c 3 como en plantas c4 (52, 55, 

56, 57, 63). En un principio se sugirió que la PEPC de 

hojas verdes procedia de las hojas etioladas por una modi

ficación postraduccional originada por la luz (52, 55, 57). 

Posteriormente varios autores han demostrado que ocurre sín 

tesis de proteínas ~novo en resµuesta a la luz y que esta 

proteína sintetizada corresponde a la forma enzimática típi-

ca de hojas verdes (59, 102, 103, 104, 105). 

Lo que no ha sido comprobado aún es el destino que sufre 

la forma tipica de las hojas etioladas, puesto que ya no 

se ha detectado en hojas verdes. Esta fue la razón de que 

' .. 



los primeros estudios parecian sugerir una transforwación 

de· una en otra, pero al demostrarse que esto no es así. 

hubo GU~ pensar en una degradación adecuada y re~resión 

de la síntesis de la forma t'ir1ica de hoja etio1a:a duran

te el proceso de enverdecimiento de la hoja. Igualmente 

se han descrito isoformas en plantas CAM (52. 60. 61, 62) 

sugiriéndose que la modificación en la composici5n isoen

zimáticc podría ser un ~rimer oaso en la resouEs-:a al fo

toperiodo a nivel metabólico (t.l, 62). 

Prooiedades l~munol6gica~. Aunque no muy ~uml-

roso~. :i sor. varios los trabajos outilicados soore )a o~-

tención y uso de anticuerpos frente a 12 enziffia ~t.? e 
lJlVE.'rSO~ [Je-est.cs traoa3os que en 

forma resumida se expondrán é continuaci6n, parece dedu

cirse aue las tor~as de la enzima presentes en diferente~ 

tejicos ~· planta!. pre!:.entan un grado relativamentr: al to 

de norr:ologli estructure~> lo que impl icaria un origen ev(·

lu~ivo comü11 de todas ellas. 

Las anticueroos conseguidos frente a la enzima obtenida 

de hoja verde dt plantas e, cruzan con la~ forrr.as Ge Pt:'PC 

dt:: vercts, etioladas. y de raiz de especies Cj>~ 6 y 

C/,M y han permitido estudiar por técnicas inmunociLuquímicaE 

la loctli:ación intracelular de esta enzima en hojas de 



plantas superlores (49, 110). Hayakawa y colaboradores 

(59) obtuvier:-on anticuerpos frente a la· enzima'PEPC de hojas 

:verdes de maíz y al adicionarlos a preparaciones enzimátj_ 

cas de las formas aisladas de hoja verde y hoja etiola-

da encontraron que mientras producfan aproximadamente un 

100% de inhibición de la actividad en las primeras sólo 

inhibfan un 45% en las segundas, demostrando así identi

dad estructural en un caso y cierto grado de homolog{a en 

el otro. 

Los reSultados de Sims y Hague (103), también en maíz, 

confirman en cierto modo los mencionados de Hayakawa ~ 

(59) ya que ellos encontraron que los anticuerpos obteni

dos frente a la forma enzimática de hoja verde de maíz reco 

nacían a la enzima presente en hoja etiolada. Su estudio, 

sin embargo, no permite concluir que ambas formas de la en 

zima sean inmunológicamente idénticas o que sólo exista una 

forma de PEPC en hojas etioladas o verdes. ya que estos au-

to res se limitaron a comprobar por medio de la técnica de 
,[ 

incremento de la cantidad de una far · 

que acompaña al envercedimie!!.1·.' 

Queda pues, abierta la posibil ldad de que 

inmunoprecipitación. el 

ma en hoja de la PEPC 

to de la planta. 

en ambos tipos de hojas exista otra protefna con actividad 

de PEPC no reconocible por los anticuerpos que ellos obtu-

vieron y por lo tanto no precipitable. 
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En cuanto a la enzima PEPC de hojas de plantas con met~ 

bolismo ácido crasuláceo. existen en la literatura varios 

trabajos que reportan la obtención de anticuerpos frente 

a esta enzima y su reacción cruzada con una ·ezima aue no 

est§ asociad' i ~ste me~abolisrao fotosintªtico(66,67,68,77,. 

c) Propiedades Flsicas: Peso Molecular y Campos! 

ción de subunidades. Existen en la bibliografia signifi-

cativas discrepancias en los datos referentes al peso mo-

lecular de la enzima PEPC nativa como puede observarse en 

la tabla 1.1 que resume lo publicado en este respecto. 

Los diferentes pesos molecul~~es obtenidos por los distin-

tos autores. a veces hast~ para un mismo tejido. podrían r~ 

flejar no solamente las diferentes técnicas empleadas para 

la deter~inación del peso molecular (cuantificación en gr~ 

diente en de sacarosa .cr:omatografia de filtración en gel. 

electroforesis en gel de poliacrilarnida con gradiente de 

poro). sino también el hecho de que la enzima es fácilmen

te disociable y presenta varios estados de agregación en 

función de su propia concentración (40, 43, 95, 131, 132) 

aún cuando la forma activa parece ser un homotettámero. 

<l)Estabiliclad. La enzima de Civersos orígnes,es

nccialmentc la asociada a fotosíntesis, ha demostrado ser 
' 
altnncnte inestnble en manos de rauchos invcsti~adores que 
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T AELA ' 1 .J 

PESOS MOLECULÁREs/!J¡J. PEPC E:Jco:uRAnns EN 

DIFEQ.ENTcS TEJIDO~ l1E'E~PE21ES, c 4 , ~ 3 yCA:1 

ESPECIE 

Caña de 
Azúcar (e 4 l 

Sargo (C 4 ) 

Mil o (C4) 

Matz (C 4 ) 

Espinaca 
(C 3 ) 

Kalancboe 
6lossfeldiana 
(CAM) No can s 
titutiva*) 

Sed i um 
morganianum 
. ( CAM) 

Briophyl\u.,. 
pinnatum 
1 - ••• ' 

TEJIDO 

Hoja Verde 
Hoja ctialada 

Hoja verde 
Hoja verde 
Hoja etiolada 

Hoja Verde 

Hoja verde 
Hoja verde 
Hoja verde 
Hoja verde 
(PEPC-2) 

Hoja verde 
(PEPC-1) 

Hoja verde 

Hoja verde 
(dia largo) 

Hoja verde 
(día corto) 

Hoja verde 

Hoja verde 

PESO 
MOLECULAR 

560,000 
560,000 

400,000 
275,000 
375,000 

400,000 

340,000 
400,000 
400,000 
225,000 

270,000 

560,000 

174 ·ººº 
184,000 

232 ·ººº 

300,000 

REFERENC·IA 

Go a t l y ( 113 ) 
Go a t 1 y ( 113) 

Mares y Lebovlá (41) 
Vid a 1 y Gadal (114) 
Vidal Ga da l ( 11 4 ) • y 

Mares y Lebovlá ( 4 1 ) 

:; 

Ke rr y Robertson ( 9 ~ 
Uedan y Sugiyama (4C 
Mares y Lebovlá (41) 
Mukerji ( 5 8) 

Mukerji (58) 

Miziorki ( 4 5) 

Brul fert et. a 1 . ( 6 7 l 

Brulfert et.al. (62) 

Brulfert e t. a 1,.-(-6 2 ) 

Nott y Osmond ( 7 7) 



r,eportan pérdidas importantes de actividad durante el pr~ 

ceso de purificación (46, 58, 84, 70). Esta inestabilidad 

se presenta principalmente cuando se incuba en soluciones 

con valores de pH. alcalinos (por encima de B.O) (46, 48, 

70). La adición de glicerol o de agentes reductores (OTT 

o 2- mercaptoetan~l.) no evita las pérdidas de actividad 

de la enzima a estos valores de pH (46, 70). En cambio 

a pH 7.0, Kerr y Robertson (95) encontraron que la adición 

de glicerol a alta concentración (50%,~v/v) no sólo esta

biliza la enzima, sino que incrementa su actividad especi 

fica cuando se le está incubando a bajas temperaturas. 

Igual efecto del glicerol ha sido encontrado por Uedan y 

Sugiyama (40). Este efecto del glicerol a bajas tempera-

turas ha motivado el que varios investigadores hayan in

cl uído glicerol en los amortiguadores usados durante el 

proceso de purificación de esta enzima (58, 63, 104, l, 

111, 47). 

El hecho de que el glicerol estabilice la enzima a bajas 

temperaturas sugiere, como lo hace la discontinuidad de 

la curva de la Arrehenius a veces encontrada._ (40, 96), 

que la enzima sufre un proceso de disociación por exposi

ción al frío, aunque esto no ha sido demostrado hasta la 

fecha • 



e) Mecanismo de Reacción.- El á tamo de carbono 

de . la. molécula de Hco; norma 1 mente es muy poco sus 

ceptible de ataque mucleofil ice, y l a manera en que 1 a 

enzima PEPC ca tal iza l a formación del en 1 a ce carbono-car-

bono no se comprende totalmente. Originalmente Maruyama 

y col. (44). propusieran un mecanismo de 11 reacción canee~ 

tada" cfclico para la carboxilación de PEP debido a que no 

ob~ervaran·. reacciones parciales durante los ensayos ciné 

tices de 1 a PEPcy a que encontraron que el ~ 1 ªo se transfe 

ria del HCO~ al Pi. Este mecanismo fue más tarde confir-

mado por estudios de resonancia paramagnética electrónica 

(JCE.). Sin embargo, recientemente se han publicado evi-

dencias que indican que la reacción transcurre por etapas 

involucrando un intermediario carboxifosfato unido a la 

enzima. 0 1 Leary y col. sostienen que la formación de este 

intermediario es la etapa determinante de la velocidad de 

la reacción ( 2 ) • Ambos grupos de investigadores han en-

contrado que al menos un grupo ionizable/con pK cercano a 

7;está involucrado en 1 a unión del magnesio y el PEP al 

sitio activo de la enzima y que la función del ión magne-

sio en la reacción parece ser la de servir como puente en-

tre el sitio de unión de la carboxilasa y el PEP. 

De acuerdo al mecanismo recientemente propuesto por O'Leary 

y colaboradores (92), el PEP actúa como un donador de fos-



fato para el ~icarbonato formando un intermediario anhf-

drido carboxf.fosfato por un lado, y por otro. el piru-

va to en forma enól ica~ q"ue se cree permanece unido a la en 

zima muy cercano al carboxi fosfato. En una segunda etapa 

de la reacción •. el .Piruvato enól ico ataca el carbono del 

carboxifosfato liberando fosfato, Pi,, y formando oxalaceta

to. Tal como se ha planteado este mecanismo, la energía 

del enlace fosfato enól ice se podria usar para la forma-

ción del enlace carbono-carbono y al mismo tiempo sumini~ 

tra un medio para ·activar el átomo de carbono del bicar

bonato (HCOjl para un_ ataque nucleofíl ko. 

f¡ Restos de Aminoácidos que participan en el cen

tro activo. Posiblemente Cis, llis, y Arg sean los amino

icidos más importantes; veaoos co~o participan. 

l. Cisteiria-: e.~ 1.lllestudio detallado sobre PEPC de espina-

ca. Bandurski (5) encontró que era necesario incluir com

pue'stos tiól icos (DTT ,fi-mercaptoetanol, etc.) en el me

dio de ensayo para obtener máximas actividades, lo que con-
\ 

sideró como evidencia de la existencia de grupos sulfhidrl 

los esenciales para la actividad de la enzima. Posterior-

mente se ha encontrado que PEPC de diversos origenes vege

tales se inhibe por p-cloromercuribenzoato (44, 46, 47, 98) 

y que esta inhibición es revertida por OTT y evitada por 

PEP (46, 47). Recientemente varios autores (133-136) han 
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reinvesr.~gado.e.1 papel de los grupos SH en la actividad 

de la enzima de maíz llegando a la conclusi6n de que es

ta enzima posee dos grupos SH vecinos que pueden formar 

puente disulfuro, lo que se acompaña de una disminución 

en la actividad enzimática. Sin embargo, Hatch y Oliver 

(70) no pudieron encontrar inhibición por p-cloromercuri

benzoato, acetato de mercurio, cloruro de cadmio o DTT 

oxidado de la enzima de maíz. Por otra parte se ha repor-

tado que la enzima de plantas CAfi se inhibe por glutati6n 

reducido. De estos resultados se deduce que aún cuando 

PEPC ti en_e grupos sulfhidrilo s cuyo mantenimiento en estado 

reducido es importante para una máxima actividad catalíti

ca, podría ser que igualmente poseyera puente (5) disulfu

ros esenciales para la actividad y/o estabilidad. 

2. Histidina. Iglesias y Andreo (118) han demostrado la 

esencialidad de dos restos de histidina por subunidad de la 

enzima nativa para la uni6n del sustrato/o para la catáli

sis realizada por PEPC...J ya que la enzima se inactiva rápidame!!. 

te por incubaci6n en presencia de dietilpirocarbonato. 

3. Arginina. Iglesias y col (141) han reportado la inac-

tivaci6n de la PEPC de hoja de maíz por fenil,lioxal con una 

estequiometrfa 2: 1, lo que sugiere que dos restos de argin! 

na por molécula de PEPC son los responsables de esta inacti-

Estos restos serían esenciales para la catálisis 



y/~ unión del sustraro a la enzima. 

.g) Propiedades cinéticas. - ;·)val ores de V max • Ting 

Y Dsmond (52) hicieron un amplio estudio de las caracterís

ticas cinéticas de las formas de la enzima PEPC en hojas de 

plantas C3 , c4 y CAM. En 10 especies, tipo c47 examinados por 

estos autores encontraron que la enzima de hoja presenta 

Vma~ muy variable con valores comprendidos entre 9 y 53.5 m~ 

les/min/g de peso fresco; siendo el promedio de estos valores 

de 22.5 ~14 mol/min/r. de peso fresco. En cambio en e] estudio 

que realizaron con ocho plantas tipo C-, encontraron que aun-
.> 

que la enzima extraída de hoja mostraba valores de Vmax tam-

bién muy variables (valores comprendidos entre 0.18-2.52 mol/ 

min/g oe oeso fresco), el valor prom~dio era unas 15-20 veces 

inferior al obtenido para la enzima de hoja de plantas c4 . Es 

tos mismos autores, Ting y Osmond, determinaron la velocidad 

máxima de la enzima extraída de hoja de 5 especies CAM;.encon

trando un valor promedio cercano al encontrado en plantas c4 • 

A este respecto resulta interesante el hallazgo ·de Brulfert y 

col .. (114) de que en una especie CMf podían encontrarse diferen-

cías en los valores de Vmax de PEPC;dependiendo de si la planta 

había sido sometida a un fotoperíodo de día largo (Vmax=0.2 mol/ 

h/g .• de peso seco) o de día corto (Vmax=6.4 mol/h/g de peso seco). Esta 
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es una de las razones por la que estos autores proponen 

que el cambio de fotoperíodo que induce al metabolismo 

ácido crasuláceo en esta especie, induce al mismo tiempo 

la aparici6n de una forma de PEPC con una mayor capaci

dad catalítica que la forma pre-existente cuya Vmax co-

rresponde a una forma típica de metabólismo c3 . 

ii)'/alor de Km. Ting y Osmond en el estudio cii:ado (52) 

encontraron para PEPC de hojas verdes de plaatas c4 un valor 

promedio de;,¡;¡ para PEP de Q,59:!:0.35 y para la PEPC de 

~ajas verdes de plantas c3 , 0.14!0.07. 

Los valores de la Km para Mg correspondientes a PEPC 

de hojas de plantas c4 dan como promedio 0.5 ~0.3 znli.1, mie!!_ 

tras que el valor promedio de la enzima de oja de plantas 

c3 es de 0.097+ 0.057. Las diferencias entre las enzimas de 

hoja verde de ambos tipos de planta5-J en cuanto a los valo

res de Km tanto para PEP como para ?-1g1 son significativos y 

permiten definir dos formas moleculares: una típica de ho

ja de planl:a c 4 y otra típica de hoja de planta C3 , fácil

mente diferenciables por este criterio cinético. 

Por otra parte, Mares y Leblová (41) encontraron para maíz 

y sorgo una Km de-lmM para PEF en ambos casos y para Mg 

una Km de 0.8 mM. 



El comportamiento cinético a bajas temperaturas de la enzima. 

PEPC ha sido estudiado . por Phillips y· .col (96) en plantas 

c4 sensibles al frío, encontrando que aumenta significativamente su 

energía de activaci6n por debajo de 12ºC, mientras que la enzima de 

las plantas resistentes al frío no muestran ningún cambio en el ran 

go de temperatura· de 2-ISºC. Estos autores, al tratar la enzima con 

Trit6n X 100 (0.5%, p/v) consiguieron eliminar el quiebre de la curva de 

Arrhenius, lo que se acompañaba de un aumento en la energía de acti

vación sobre ese rango de temperatura. En base a estos resultados, 

sugirieron que podía existir una interacci6n de la enzima de extrae-

to crudos con -1 as membranas. Sin embarno~ Uedan y Sugjyama (40) 

que también encontraron una abrupta discontinuidad de la curva de -

A rrnen i u·s obtenida con la enzima purificada de maíz y un incremento 

asociado de la energía de activaci6n por debajo de 10.SºC, no pudie

ron comprobar este efecto de la adici6n de Trit6n X 100.· Por ello , estos 

Últimos autores concluyeron que el comportamiento cinético de la en

zima a baja temperatura es una propiedad inherente de la · enzima 

PEPC de ma i z · Igualmente, Vid al y Gadal (63) han encontrado que la 

enzima fotosintética de sorgo (planta c4 ) muestra una discontinuidad 

en la curva de Arrehenius a 16ºC, pero no así la enzima proveniente de 

hoja etiolada de la misma planta que ellos sugieren es semejante a la 

enzima encontrada en hoja de plantas c3 . ¡or otra parte, Grahan Y col 

(72) encontraron que la enzima extraída de especies c3 tropicales 

(sensibles a bajas temperaturas) presenta gráficas de Arrhenius no 

)ineares por debajo de lOºC, mientras que la enzi1na de especies c3 6 
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de climas templados {resistentes a bajasternperaturas presentan una 

gráfica l!neal). 

Los posibles mecanismos por las que las bajas temperaturas pueden 

ejercer efectos directos sobre la molécula proteíca implican a los 

enlaces hidrof6bicos. Ruptura de estos enlace) que pueden llevar a 

disociar a la proteína en sus subunidade~ influenciarían los paráme

tros cinéticos de la enzima. 

1.1 .5 Regulaci6n 

A pesar de que son numerosos los datos bibliográficos relacionados 

con los mecanismos de regulación de la enzima PEPC, no se ha estable 

cido, por el momento, un modelo adecuado que dé cuenta de su regula

ci6Il en las plantas en general, con la excepci6n quizás de la enzima 

operante el metabolismo ácido crasuláceo cuya regulaci6n ha sido es

tudiada de forma más exhaustiva. De hecho, se han reportado variacio-

nes significativas entre especies con respecto a ciertos mecanismos 

de control, lo que hace difíc~l generalizar y postular un mecanismo 

básico de regulación. La :inhibición por malato y la activaci6n por 

glucosa 6-fosfato han sido hasta ahora los mecanismos de regulaci6n 

_de la enzima por metabolitos más importantes de entre los descritos. 

ft) Inhibidores.- Existe un acuerdo casi general de 

que malato y aspartato son los principales inhibidores de la enzima 

de muy diversas especies (116, 117, 76, 42, 82). La inhibici6n por 



~ci.dos C-4 probablemente esté ejerciendo un control fino para inte

grar la producci6n y utilizaci6n de estos metabolitos intermediarios. 

La inhibici6n por malato es dependiente de los valores de pH ("in vi-

tro" e "in vivo"). Así)en hojas de plantas CAf.t se ha demostrado que 

malato a concentraci6n de 4 mM inhibe el 100% de la actividad de 

la PE PC a pH 7.0 y s6lo el 10% a pH B.O (89. 43). Por otro lado 

también en plantas CAM, la protecci6n que ejerce la glucosa 6-fosfa

to sobre la ~nzim~ PEPC cpntra i·a inhibi~ión por mal Ato es mayor a· ptl 

ácido (77~7B) • En estas plantas con metabolismo ácido crasuláceo la 

interconexi6n entre los valores de pH, los niveles de malato, la acti 

vidad de PEPC y la luz son de especial importancia para el mantenimie~ 

to de un estado metab6lico determinado. Existen evidencias de que la 

actividad de enzima PEPC~ en las plantas con metabolismo ácido era 

suláceo está fuertemente inhibida durante los períodos de luz coinci

diendo con una concentraci6n citoplasmática de malato alta (34). Las 

altas concentraciones de malato que existen durante el día pueden man 

tener inactiva a la~ enzima PEPC (33, 81, 83, 86). Como Winter ha 

demostrado (91, 93) 1 a enzfma · PEPC :ie hojas .de ·plantas CÁM.".en extrae-

tos· crudos rápidamente desalados.,. existe en un estado altamente sensibl 

a malato cuando el extracto se obtiene durante el período de luz. En 

cambio, la enzima obtenida durante el período de oscuridad es inhibí-

da en menor grado por malato. En el caso de la enzima extraída dura~ 

te el.período de luz, después de la extracci6~se produce un cambio 

rápido al estado menos sensible a malato, típico de la enzima extraí

da durante el período de oscuridad, pero si la enzima se extrae 



en presencia de malato y a pH ácido se evita el cambio de la forma 

altamente sensible a inhibici6n por malato (forma de PEPC d~ la no-

che). En consecuencia, el malato no s6lo es un inhibidor potente 

de la PEPC durante el día, sino que también mantiene un estado "a.! 

tamente sensible" de la enzima durante el período de luz. Si a es-

to sumamos el hecho de que el pH celular desciende a la regi6n ácida 

durante la iluminaci6n (77, 89) y que a valores de pH ácidos se incr~ 

menta la inhibici6n por malato, se comprende que la actividad de PEPC 

en plantas con metabolismo ácido crasuláceo1 est~ completamente inhibi-

da durante la mayor parte del período de luz. Estas hechos han sido 

corroborados recientemente por Wu y Wedding (131, 132), quienes ade-

más han denostrado que la forma de día "sensible" a malato, es tetra-

mérica mientras que la forma de noche ("insensible" a malato) es di

mérica. 

Por lo que respecta a PEPC de otros orígenes, una relaci6n similar e~ 

tre el efecto inhibidor de malato y el pH ha sido demostrado en coleE 

tilo de avena (16) y en enzima purificada de hoja de maíz (137). No 

sería de extrañar por ello, que en un futuro pr6ximo se encontrara 

que las bases moleculares del control ejercido por malato sobre la 

actividad PEPC)operantes en plantas CAM
1
son las mismas para el caso 

de PErG de plantas c 3 y c 4 . 

b)Acti~adores. En cuanto a los metabolltos actlvadores de PEPC, 



la glucosa 6-fosfato ha sido descrita corno un·activador de la enzima 

de hojas de plantas c 4 (69, 56, 40) y de plantas CAM (42). En la 

enzima extraída de hoja de maíz este rnetabolito cambia la cinética 

de la forma sigmoidal a la forma michaeliana (40). Debido a la in-

sensibilidad a este metabolito de la PEPC de hoja etiolada de caña de 

azúcar Goatly y col. (56) sostienen que el efecto activador de gluc~ 

sa 6-fosfato podría ser específico para isoenzimas asociadas a la fo-

tosíntesis c4. Sin embargo, Ha)pakawa y col. (59) encontraron activa-

ci6n por glucosa 6-fosfato de la forma de la enzima típica de hoja 

etiolada de maíz. Se ha descrito que glucosa 6-P disminuye la 

ra PEP (59), aumenta la velocidad máxima (74) o modifica ambos 

Km pa

pará-

metros (40). Por otra part':; se ha reportado (76) que en plantas ~ 

al igual que en plantas CAM, como mencionamos anteriormente, glucosa 

6-fosfato revierte la inhibici6n de la enzima por malato y aspartato. 

El significado fisiol6gico de la activaci6n de PEPC por glucosa 6-P 

no está claro. En el caso de la enzima asociada a fotosíntesis c4 , 

es posible que el efecto de la glucosa 6-fosfato está relacionado con 

la coordinaci6n que debe existir entre 1a carboxilaci6n primaria y 

el ciclo de reducción del carbono fotosintético o Ciclo de Calvin, 

del cual la glucosa 6-fosfato es un producto. En estas plantas, la 

necesidad de que la enzima esté activamente catalizando la reacci6n 

de carboxilaci6n depende de que el ciclo de Calvin a su vez esté fu~ 

cionando, puesto que de lo contrario habría un consumo de PEP y una 

producci6n de ácidos dicarboxílicos innecesarios. Por eso se sugie-



re que niveles relativamente altos de glucosa 6-fosfato serían la 

sefial que indicaría a PEPC que efectivamente está ocurriendo la 

asimilaci6n de co 2 por el Ciclo de Calvin. Este posible signifi-

cado fisiol6gico no es ?Plicable a plantas c
3 

o a tejidos no aut6-

trofos (donde la enzima no está asociada al proceso fotosintético 

de asimilación de co2) o a plantas CAM,en las que la fijaci6n pri

maria de co
2 

por la.fosfo~1Jolpir 1 1v3tocarboxilasa no ocurre simultánea

mente con la operaci6n del Ciclo de Calvin. Algunos autores han 

postulado que el incremento de concentración de glucosa 6-fosfato 

por hidr6lisis del amid6n contribuiría a la fijaci6n neta de co2 

en la oscuridad. Pero corno Osmond y Holtum (34) apuntaron.la campar-

;amentalizaci6n de metabolitos y enzimas (glucosa 6-fosfato se forma 

en cloroplastos, mientras que la enzima PEPC es citoplasmática)puede 

invalidar estas especulaciones. Es difícil imaginar una acci6n di-

recta "in vivo 11 de glucosa 6-fosfato sobre esta enzima ya que los com 

puestos fosforilados no atraviesan la membrana del cloroplasto. 

Otro metabolito estudiado en relación con su poder actiVador 11 in vi-

tro" de la actividad de PEPC ha sido la glicina. Se ha reportado 

(40, 59, 80) que la glicina activa a la enzima PEPC _de hoja verde 

de especies c
4 

monocotiled6neas, pero no tiene efecto sobre la forma 

no fotosintética de hojas etioladas de maíz, sobre especies c4 dico

tiled6neas ni sobre especies c
3

, tanto monocotiled6neas como dicoti

led6neas. 



Los activadores también muestran una dependencia del pH. Así ha 

~ sido descrito que Pi y fructosa 1.6 difosfato activan la enzima 

' 
de 'hojasetioladasde maíz y que lo hacen más eficientemente a valores 

de pH bajos (84). La posible importancia fisiol6gica de este hecho 

reside en que a pH bajo la actividad de PEPC es menor y por lo tanto 

dichos efectores podrían contrarrestar. al menos en parte. este efec

to de pH. Este sería el caso cuando la captaci6n excesiva de aniones 

por la célula provoca una disminuci6n de la concentraci6n de ácidos 

orgánicos (18). Si este descenso alcanza un punto donde el funciona

miento del ciclo de Krebs se ve afectado. entonces las elevadas con

centraciones de Pi podrían abolir el efecto pH bajo y estimular así 

la producci6n de Oxalacetato a través de la PEPC. Por otro lado, si 

los ácidos orgánicos son eliminados en respuesta a la toma excesiva 

de aniones, la producci6n incrementada de fructuosa 1.6 difosfato a 

través de ~a fosfofructocinasa activaría la PEPC contribuyendo a abas 

tecer el ~lelo de Krebs (84). 
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1.2 OBJETIVOS 

El .objetivo fundamental de este trabajo.es investigar las carac

terísticas fisicoquímicas y moleculares de Ja enzima PEPC extraí

da de diferentes tejidos de Zea mays con el fin de determinar si 

están presentes varias isoenzimas en maíz y de evaluar las conexi~ 

nes estructurales y funcionales que pudieran existir entre esas 

isoforrnas enzimáticas. 



1.3 HIPOTESIS 

Si la actividad de de la PEPC de Zca rnavs en tallo, raiz, 

hoja etiolatla y callo está realizando la nisna función anaple

rótica en el metabolismo de estos tejiCos, entonces estas pro

teínas deberán tener características nuy similares entre sí y 

st1~tancialncntc diferentes a las de la pro~cina con actividad 

de ~EPC ~resente en hojas de nlantns crecidas en presencia 

de luz , puesto que en este últino caso la enzima está desem

peñando prepondcrantcmcntc una función en el proceso foto

sintético de asinilación del co 2 atraosférico. 



1.4 DISENO EXPERIMENTAL 

El esquema experimental desarrollado para resolver el problema pla~ 

teado consisti6 en la realizaci6n de los siguientes experimentos: 

a) Cuantificaci6n de la actividad de PEPC extraída de los dife

rentes tejidos. 

b) Purificaci6n parcial de los extractos por técnicas de precipi

taci6n con sulfato de amonio, cromatografía en columna de in

tercambio iónico y de filtraci6n en gel. 

e) Caracterización electro~orética de las proteínas con actividad 

de PEPC mediante electroforesis nativa para detecta·r bandas 

con actividad enzimática y electroforesis en condiciones desna

turalizantes para estimar los pesos moleculares de las sub-uni

dades de estas proteínas. 

rl) Inmunizaci6n de dos conejos con la enzima PEPC purificada de 

hoja verde y obtcnci6n de los anticuerpos correspondientes para 

investigar las relaciones estructurales entre las proteínas con 

actividad PEPC encontradas en los diferentes tejidos de maíz. 



11. METODOS Y MATERIALES 



I l. 1 EQUIPOS 

Para medir la actividad .enzimática se emple6 un espectrofotómetro 

Pye Unicam modelo SP 500 de doble haz con temperatura constante y 

registrador integrado. 

Se emple6 un espectrofot6metro Carl Zeiss modelo PMQ II para la 

determinaci6n coloriméirica de proteínas en las fracciones cromato

gráficas y en los distintos extractos. 

El colector de fracciones utilizado para cromatografía en columna fue 

LKB Ultrarac 7000 con unidad registradora integrada. 

de vidrio fueron de Pharmacia Fine Chemicals. 

Las columnas 

Las centrífugas utilizadas en este trabajo fueron los modelos J2-21, 

LSO y L-75 de Bechman, todas ellas refrigeradas. 

La balanza analítica utilizada para pesar los reactivos químicos fue 

Mettler. 

La electroforesis en geles de poliacrilamida en tubos de vidrio se 

realiz6 en un equipo ISCO con fuente de poder modelo 490. La electro

foresis en geles depol~acrilamida en presencia de SDS se hizo en placa 

horizontal en el equipo 217 MULTIPHOR. 

La homogenizaci6n de pequeñas cantidades de tejido se hizo en Poly

tron KINEMATIC Gmbh. 

-PaT? medir el pH se emple6 un po~enciómctro Corning ~todelo 12. 



II. 2 REACTIVOS Y MATERIALES 

Los reactivos empleados en esta investigaci6n, todos de grado analí

tico, fueron obtenidos de las siguientes casas comerciales. 

De Mcr·k: Tris (.whidroximetilaminometano), fosfato de sodio monobá

sico y dibásico, fosfato de potasio monobásico y dibásico, glicerol, 

sulfato de amonio, borohidruro de sodio, ácido clorhídrico, persulfa

to de amonio, cloruro de sodio, agar-agar, metano!, cloruro de pota

sio. 

De J.T. Baker: sulfato de sodio, EDTA, nitrato de plata, etanol, for

maldehído. 

De Sigma Chemical: 2-mercaptoetanol, polivinilpoli-pirrolidona -

(PVPP); NAO, fosfoenolpiruvato, deshidrogenasa málica, DEAE-Celulo

sa, acrilarnida (grado electroforético), bis-acrilamida, violeta rápi

do B, dodecil sulfato de sodio, miosina,fosforilasa, galactosidasa, 

albúmina, anhídrasa carb6nica, reactivo de Folin-Ciocalteu, ditio

treitiol, azul brillante R, azul brillante G. 

De Pharrnacia Chernicals: sephadex G-200, sephaPex G-25. 

De Schwarz/1--lann: apoferri tina, alfa-globulina, ovalbúmina, catalasa. 

De DIFCO: Coadyuvante completo de l'reund [Mannide monooleate 1.5 ml. 

paraffin oil, 8.5 ml y Mycobacterium 5 mg (muerta y secada)~ 

<¡o 



La trituraci6n de los trocitos de geles que contenían las bandas 

de actividad de la enzima PEPC se hizo con un homogenizador ma

nual de tejido Potter Elvchjern . 

La centrifugaci6n de pequeños volúmenes se hizo en una rnicrofuga 

Beckman. La mezcla del antígeno con el coadyuvante de ~reund se 

hizo en condiciones cst6riles en una cámara de flujo laminar marca 

HITACHI. Las preparaciones químicas y soluciones en general que 

necesitaban temperatura baja se almacenaron en refrigerador marca 

Bendix (4ºC) o en un congelador marca Kclvinator (-70ºC). 

Algunas preparaciones enzimáticas fueron concentradas empleando una 

celda de presión Amicón (10 ml de capacidad). 

Las microgeringas empleadas fueron Hamilton. 

Las bolsas de diálisis de celulosa utilizadas fueron de la marca 

Sargent_-Welch, del tamaño C-65. 

De Bio-Rad: Temed, hidroxiapatito. 

De Productos Químicos Monterrey, S.A.: icido acético. 

El nitrógeno líquido empleado fue obtenido en el Centro de Materia

les de la UNA1'!. 
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II.~ MATERIAL BIOLOGICO 

II.3.1 Semillas y plantas.Se usaron scmill3s de maíz(Zca mays 

L. var. Tuxpeñcrl) donadas por el Centro de Investigaci6n de f'.fejora

miento de Maíz y Trigo .. A partir de las semillas se obtuvieron 
,!antas verdes y etioladas. 

II.3,2" Coneios Los conejos utilizados para producir 

anticuerpos fueron machos de la raza Nueva Zelanda de apr.ox. 2 Kg. 

de peso y 7 semanas de edad al momento de la primera inoculaci6n. 

Los conejos fueron proporcionados y se mantuvieron en el bioterio de 

la Facultad de Química de la UNAM durante todo el tiempo que dur6 

el experimento. 
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ir. 4 METODOS Y TECNICAS 

.I.I.4,1 Crecimiento de Plantas e Inducci6n de Callos 

i) Plantas verdes.- Las semillas fueron ger

minadas en tierra en un cuarto de crecimiento con un fotoperíodo de 

12 horas.';d.e luz· y' 12 hOras dc·oscurid.ad. Como fuente luminosa se cm

ple6 luz fluo.resc~nte de tubo. Al término de una semana, las plantas 

se trasladaron a un invernadero donde se dejaron crccc·r con fotope

río-do natural y .. temperaturas entre 20 y 30ºC hasta una edad de 15 a 

20 dias (de dos a tres lígulas expuestas), momento en que se realiz~ 

ba la extracci6n de la PEPC de los diferentes tejidos. 

ii) Plantas ctioladas. Las plantas etiolndas 

se germinaron en las mismas condiciones que las plantas verdes pero 

se mantuvieron todo el tiempo en oscuridad. En cst:os .casos las plan-

tul as fuerorl. usadas a los 10-lZ días ·dc:spués . de la siembra . 

iii)._ Inducci6n de Callos. - Los callos fueron in 

ducidos a partir de embriones de semillas secas de maíz en· el Labora

torio de la Dra. Estela Sánchez de Jimfinez. 

la diferenciación hacia callos y el crecin1iento de estos se llevó a 

cabo con el medie ~S. (vér apéndice) sobre agar s6lido suplcment:ado 

con tiam!na (O. 9 mg/ml) '· MCPP (4mg/ml), AIA (50 mg/ml), caseina 100 

mg/ml), pll 5. 4 . 



11.4.2 Extracción de Fosfocnolniruvato carboxilasas 

a) Técnica de Extracci6n. - Se pesó la cantidad de 

·tejido deseado y se moli6 en un mortero pre-enfriado con suficien

te nitr6geno líquido para romper las células y obtener un polvo fi 

no congelado que se suspendi6 en el volumen deseado del amortiguador 

de extracción con agitaci6n constante hasta que todo el tejido se 

descongelara. La solución resultante se transfiri6 a una licuadora 

(Waring Blendor), previamente enfriada con nitrógeno líquido, y se 

homogeniz6 durante 20-30 segundos a velocidad máxima. El homogena

do obtenido se filtró inmediatamente a través de cuatro capas de ga

sa y se centrifugó a 26 ,000 xg durante 15 minutos a 4 re. El preci

pitado se desech6 y el sobrenadante que contenía la actividad PEPC 

se filtr6 a traVés de papel Whatman No. 2. 

b) Sistema Amortiguador para el Extracci6n. . El sist~ 

ma amortiguador utilizado para la extracción de la PEPC en todos los 

casos, al que llamaremos A, tenía la siguiente composici6n: 

Tris 100 mM 

Fosfato de potasio 100 m/.I 

Sulfato de magnesio 5 mM 

EDTA 1 mM 

Acido asc6rbico 1% (p/v) 

Glicerol 20%(v/v) 



Polivinilpolipirrolidona ZO%(p/v) 

Z-mercaptoetanol 20 mM 

Los dos últimos componentes se agregaban extemporáneamente. El 

pH resultante era 7.5. La rclaci6n de amortiguador a peso fresco 

del tejido a extraer usado fue variable dependiendo del tejido que 

se estuviera estudiando. Así; se hizci con cuatro .volúmenes (4 ml/g 

de tejido fresco) cuando se trataba de hoja y con 2 volúmenes en el 

caso de los otros tejidos. 

e) Ensayo de la actividad de fosfoenolpíruvato car-

·baxilasa- .Se utiliz6 un sistema acoplado a la enzima málica desh! 

drogenasa (MAM, E.C. 1.1.1.37) dependiente de NADH según el método 

descrito por Uedan (40). En este sistema el oxalacetato resultante 

de la carboxilaci6n del fosfoenolpiruvato es reducido a malato gra

cias a la actividad de la enzima málato deshidrogenasa, que parale-

lamente oxida 
+ , 

NADH a NAD , segun 

PEPC 
a) PEP 

b) OAA + NADH + H+ 

el siguiente esquema de reacciones: 

- ¡., 
OAA + HP04 

MALATO + !\AD+ 

La cantidad de oxalacetato producido durante el transcurso de la -

reacci6n puede asi medirse siguiendo el descenso de densidad ópti

ca a 340 mm causado por la conversi6n del NADH a NAD+. 



El amortiguador utilizado para determinar la actividad enzimática 

(amortiguador B) : consisÜ.6 ~n Tris-HCl 117.6 mM, cloruro de 

magnesio,. 11.76 W.f; el pH era 7.3. La enzima JJH11ato deshidroge

nasa (preparaci6n comercial como suspensi6n en sulfato de amonio) 

se dializaba frente a fosfato de potasio 10 mM y glicerol 50%(v/v) 

con anterioridad a cada medida para evitar la precipitaci6n de fo~ 

fatos insolubles (fosfato de magnesio) que tendría lugar durante 

el transcurso de la reacci6n por la elevada concentraci6n de sales. 

La composici6n del medio de reacci6n era la siguiente: 

Reactivos 

Amortiguador B 

NAill (20 nN) 

lJIT (200 nN) 

Bicarbonato (lM) 

PEP (250 nN) 

MDH 

Celda problema 

Volumen (ml) 

0.85 

0.01 

0.01 

0.01 

0.01 

0.01 

Celda Blanco 

Volumen (ml) 

~.s5 

O,OJ 

0. OJ 

0.01 

o. 01. 

Concentraci6n 
final 

100 

0.2 

2 

10 

2.5 

4 unidades 

Agua 

Volumen final 

El voltunen necesario para completar 1 ml 

1 • o l. o 



Todas las celdas preparadas de esta manera se pre-incubaban durante 5 

minutos para que alc~nzaran ·1a temperatura a la que se llevaba a cabo 

la reacci6n (40° C). La reacci6n se iniciaba añadiendo el volumen 

deseado de la preparaci6n de PEPC (casi siempre 30 µl). La pendie~ 

te obtenida (cambio de densidad 6ptica/minuto7 se midi6 en los prim~ 

ros 5 minutos de la reacci6n donde se obtenía una adecuada .linearidad 

de cambios de absorbancia frente a tiempo •. La reacci6n enzimática es 

de orden de cero durante este tiempo en nuestras condiciones experime~ 

tales. Para verificar la especificidad de la reacci6n se realizaron 

controles que consistían en: determinar cambios de absorbancia en ausen 

cia de PEP o de la preparación enzimática. 

La actividad enzimática de PEPC se calcul6 con la siguiente expresi6n: 

DO/min 

V 

V 

(DO/min) X V 
A=~~~~~~~~~~-

E X V X d 

cambio de densidad 6ptica por minuto 

volumen final de la mezcla de reacci6n 

volumen de la preparaci6n enzimática utilizado en 

esta determinaci6n. 

E coeficiente de extinci6n molar del NADH a 340 nm 

(6.22 cm 2/micromol} 

d distancia del paso de luz (en la celda de espectrofo

t6met l"o usada es de 1 cm]. 



,.j.¡ 

• 

• 

La actividad se expres6 como micromoles de PEP transformados en 

oxalacetato/minuto/ml de Pi:ep.arac·i·6n enzimática. La actividad espeCí

fica se obtuvo dividiendo este valor por los miligramos de proteína 

que contuviera 1 ml de la preparación utilizada. Una unidad de acti

vidad enzimática se defini6 como la cantidad de esta que carboxila 1 

micromol de PEP/minuto bajo nuestras condiciones de ensayo (pH 8.3, 

40°C). 

'is 

l 



... 

• 

\ 

II.4.3 Determinación de proteína 

a) 1-létodo de Peterson (75) . Este procedimiento 

es una modificaci6ri al descrito por Lowry y Col. (119). Se basa en 

la formaci6n de un precipitado coloreado entre el Cu+Z y los enlaces 

peptídicos de las proteínas. Por otra parte, los resíduos aromáticos 

de aminoácidos de proteínas interaccionan con el reactivo de Folin

Ciocal teu e intensifican el color azul. 

Reactivos: 

1) CTC (Cobre-Tartrato-Carbonato): carbonato de sodio 0.2% 

(p/v), sulfato c6prico 0.1% (p/v). Debe disolverse primero 

el sulfato cúprico y el tartrato de sodio y potasio y lue

go agregarlo a una soluci6n de carbonato de sodio para evi

tar la precipitaci6n del reactivo. 

2) SDS (dodecil sulfato de sodio) 10% (p/v) 

3) Hidr6xido de sodio 0.8 N 

4) Reactivo de Folin-Ciocalteu (preparaci6n comercial) 

5) TCA (ácido tricloroacético) 72% (p/v) 

6) BSA (soluci6n estándar de proteína) 1 mg/ml 
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Fig. 2.1. Curva de calibración para la determinación de 

proteínas empleando la técnica de Peterson. 
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Soluciones de trabajo: 

Reactivo A: Mezclar CTc, hidr6xi.d.o· de. sodio, SDS y agua en pro

porci6n 1:1:1:1 

Reactivo B: Mezclar un volumen del reactivo 4 con cinco volúmenes 

de agua. 

Procedimiento: A 1 ml de la soluci6n de proteína problema o están

dar se le añadieron 0.1 ml del reactivo 5 (previamente enfriado a 

4°C) y se dej6 en reposo durante 20 minutos a temperatura ambiente. 

Se centrifug6 a 3000 rpm durante 30 minutos y se descart6 el sobre

nadante cuidando de que el precipitado no que<larn contaminado con 1í-

quido. Al precipitado obtenido en cada tubo se le añadi6 1 ml del 

reactivo A y 1 ml de agua, se agit6 y se dej6 en _reposo a tcmperatu-

ra ambiente durante 10 minutos. Se le agregó 0.5 ml del reactivo B 

y después de 30 minutos a temperatura ambiente, se ley6 la densidad 

6ptica a 750 nm o 500 nm frente a un blanco tratado de la misma ma

nera pero que contenía 1 ml de amortiguador empleado para disolver 

la proteína estándar en lugar de la soluci6n de proteína problema. 

la gráfica patr6n se construy6 usando cantidades de albúmina compr~~ 

didas entre 10 y 100 microgramos. Se hicieron las diluciones adecua-

das a las muestras cuya concentraci6n de proteínas iba a determina_I 

se con el fin de que los valores de D.O. que se obtuvieran cayeran 

dentro del rango de proporcionalidad de la curva patr6n·. La determi-

naci6n de la concentraci6n de proteína (estándar o problema) se hizo 

po.r triplicado. 

5.! 



b) Método de Bradford(lZO).- Este procedimiento se 

basa en la formaci6n de un complejo azul entre el reactivo azul de 

Coomassie (azul brillante G) y los enlaces peptÍdicos de proteínas. 

Reactivos y Soluciones: 

Azul de Coomassie: se disuelven 50 mg del colorante en 25 

ml de estanol 95\ (v/v) y se le agregan so ml de ~cido fos

f6rico 85 % (p/v) lentamente. l?e afora a 500 ml con agua desio

nizada o amortiguador y finalmente· se filtra en papel para -

eliminar resíduos no disueltos. 

Procedimiento: A O .1 ml de la soluci6n estándar de proteína 

o de la soluci6n problema se le agregaron 5 ml del reactivo 

azul de Coomassie, tras 30 minutos a temperatura ambiente se 

lee la absorbancia a 595 nm frente a un blanco que ha sido 

tratado de la misma manera y que contiene 0.1 ml de la solu

ci6n empleada para disolver la proteína. La gráfica patr6n 

se construyó con cantidades de albúmina comprendidas entre 

5 o SO microgram9s;rango en el cual hay una adecuada proporci~ 

nalidad. El contenido de proteína de las muestras ensayadas 

se ajust6 de· manera que quedara en el rango de proporcionali

dad de la gráfica. La determinaci6n de la concentraci6n de 

proteína (estándar o problema) se hizo por triplicado. 
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II.4.4 Purificación de la PEPC 

a) PTecipitaCi6n con ~Sulfato de Amonio.-· El proc~ 

dimiento de purificaci6n consisti6 en los siguientes pasos~ La 

precipitación inicial del extracto crudo se hizo agregando a este 

sulfato de amonio s61ido de manera lenta y con agitaci6n constante 

hasta alcanzar un 30\ de saturaci6n (0.176 g/ml). Después de agre

garle toda la sal se dej6 10 minutos con agitaci6n lenta y finalmen 

te se centrifug6 a 26,000 g durante 30 minutos. El precipitado ob-

tenido se descart6 y el sobrenada·nte fue sometido a una segunda pre 

cipitaci6n, esta vez al 60% (0.198 g/ml) siguiendo el mismo proced! 

miento. Después de la centrifugaci6n a 26,000 g durante 30 minutos, 

el precipitado obtenido (precipitado 30-60) contiene toda la activ~ 

dad de PEPC. Todo el proceso de precipitaci6n se hizo a 4ºC. El 

precipitado fue utilizado inmediatamente o guardado a -ZOºC hasta su 

postcrior .. uso·., sin que sufriera pérdidas de actividad significativas 

dura11te el periodo de almacenamiento. 

b) Resuspensi6n y Desalamiento. El precipita do 

30-60 de·sulfato de amonio se resuspendi6 en un amortiguador de 

fosfato de sodio 50 mM, pH7.Z. que contenia sulfato de magnesio 

SmM, EDTA 1 mM, 2-mercaptoetanol 20 mM (amortiguador C). El volumen 

de resUspensi6n utilizado fue del 3-5% del volumen del extracto cru 

do antes de precipitarlo. En ocasiones fue preciso centrifugar es-

ta resuspensi6n a 15,000 g durante 15 minutos, con el objeto de lim 
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piarla del material ~o disuelt~ antes de someterla al siguiente pa-

so de desalamiento en una columna de Sephadex G-25. El volumen de· 

la proteína aplicado a ·1a columna de Sephadex G-25 estuvo siempre 

comprendido entre el 5-10% del volumen de cama de esta columna pa-

ra así conseguir un desalamiento completo. La columna de Sephadcx 

G-25 (52 x 1.4 cm) se equilibr6 y eluy6 con el amortiguador e con 

un flujo aproximado de 100 ml/h. Se recogieron fracciones de 6 ml y 

aquellas con actividad de PEPC se reunieron para ser aplicadas a una 

columna de i~~ercambio i6nico. 

c) Cromatografía de intercambio i6nico.- i)Prc-

paraci6n de la columna cromatogr,fica: para la preparaci6n de la resi 

na se incubaron 30 gramos de DEAE-CELULOSA (0.91 meq/g malla me-

dia) en un exceso de agua por varias horas. Después de eliminarle 

6sta por filtraci6n, -se mezclaron con 450 ml de HCl 0.5 N durante 45 

minutos agitando ocasionalmente. Se lav6 con agua sobre un embudo 

Buchner hasta lograr que el pH de los lavados alcanzar un valor ccr-

cano a 4. La resina húmeda se resuspendi6 entonces en 450 ml de 

hidróxido de sodio 0.5 N siguiendo el mismo procedimiento, es decir, 

se mantuvo 45 minutos con agitaci6n y a continuación se lav6 con 

agua hasta alcanzar ahora un pH aproximado de 9.0. Finalmente, 

la resina sin agua, pero h61neda, se resuspendi6 en una soluci6n 0.2 

M del componente 'ciclo del amortiguador C y tras 30 minutos de equi

libraci6n se elimin6 este componente y se resuspendi6 en el amorti

guador C lavando repetidas veces hasta que el pH de la resuspensi6n 



de resina alcanz6 el valor de 7.2. En ocasiones, en vez de seguir 

este procedimiento, la resuspensi6n se titul6 con el componente &ci 

do del amortiguador hasta que alcanzara un pH de 7.1 y entonces se 

equilibró con el amortiguador C. Finalmente, la resina equilibra

da., se mont6 en una columna de vidrio (26 x l. S cm) con ayuda_ del 

amortiguador C y se siguió lavando con unos 200 ml del mismo amor

tiguador. 

ii) Corrida de la cromatografía. A la columna de DEAE-CE

LULOSA se aplic6 el extracto desalado en S~phadex G-25, con un flu

jo de 80 ml/h. Después de que todo el extracto habia entrado a la 

columna, ésta se comenz6 a lavar con el amortiguador C y se mantuvo 

este lavado hasta que las fracciones recogidas presentaron valores 

de absorbancia a 280 mm inferiores a 0.04. En este momento, se e~ 

nect6 la columna a un gradiente de KCl de O a 200 mM disuelto en 

un volumera de ZOO ml de solución del amortiguador C. El lavado de 

la columna y su eluci6n con el gradiente se llev6 a cabo con un flu 

jo de alrededor de 80ml/h. Después de consumirse el gradiente, la 

columna fue lavada con 200 mM de KCl disuelto· igualmente en el amo~ 

tiguador C. Durante la . a·luci6n se recogieron fracciones de 4 ml 

a las que se les midi6 el contenido de proteína por absorbancia a 

280 mm y la actividad de PEPC con el método descrito anteriormente. 

Las fracciones que constituían el pico de actividad de esta enzima 

se reunieron y se precipitaron con sulfato de amonio al 70%. Tras 

centrifugar a 10,0000 g durante 30 minutos a 4°C siguiendo el pro-
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cedimiento usual, el sobrenadante obtenido se descart6 y el precipi

tado se guard6 a -20°C hasta su utilización. El grado de pureza de 

estas fracciones se determin6 electroforéticamentc. 

d) Cromatografía de Filtraci6n en GEL 

Una cantidad adecuada de Sephadex G-200 fue suspendida en exceso de 

agua durante una noche a temperatura ambiente tras lo cual se mont6 

en una columna de vidrio (2.6 x 85 cm). Se equilibr6 con el amorti 

guador e que contenia, además, glicerol al 5% (v/v) (amortiguador 

E). Las fracciones de DEAE-CELULOSA con actividad de PEPC precipi

tadas con sulfato de amonio se resuspendieron en el amortiguador C 

y se centrifugaron nuevamente con el objeto de tener una preparación 

suficientemente limpia para ser aplicada a la columna de Sephadex 

G-200. Una vez aplicada la preparación a G-200, se eluy6 la colu~ 

na con el mismo amortiguador C con un flujo de 12 ml/h y se recogí~ 

ron fracciones de 6 ml a las cuales se les determin6 el contenido 

de proteína para su absorbancia a 280 nm. Aquellas fracciones que 

presentaron actividad de la ~enzima PEPC-se reunieron y precipita

ron con sulfato de amonio al 70% siguiendo el procedimiento habi

tual. Todo el procedimiento se realizó a 4ºC . 

. e)Cromatografia sobre :hidroxi~patita~ Las frac-

cienes anteriores después de ser precipitadas y resuspendidas en el 

amortieuador C, se dializaron y diluyeron con el mismo amortiguador 
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en proporci6n de 1/5 y se mezclaron con un volumen adecuado de hi

droxiepatita que habia sid9 iavado previamente varias veces con el 

amortiguador C. La mezcla de resina-preparaci6n enzimfitica se man 

tuvo a 4°C con agitaci6n ocasional durante 30 minutos, tras lo 

cual se mont6 en una columna de vidrio (15 x 1.5 cm) con ayuda del 

amortiguador C. Se sigui6 lavando la columna con ese mismo amorti 

guador y al mismo tiempo se fue verificando el contenido de prote! 

nas de las fracciones recogidas midiendo absorbancia a 280 nm. 

Cuando la absorbancia de csasfracc~ones disminuia , a 0.04 uni

dades de D.0. 7 se inició la eluci6n por pasos con el amortiguador 

C incrementando la concentración de éste a .SO mM y 100 mM de fos

fatos; la actividad de PEPC fue seguida en las distintas fraccio

nes tal como se explicó anteriormente en los otros procedimientos 

cromatogr~ficos. Igualmente 7 se estudió el grado de pureza del Pi 
ca de act~vidad mediante electro~oxesis . 



II. 4. 5 Determinación del ueso mOlecular Ce la pro-;._~~na 

nativa por cromatografía en Sephadex G-.200 .. 

Para.estos estudios se utiliz6 ·1a PEPC obtenido en cromatografía de 

DEAE-CELULOSA. Las muestras se dializaron frente al amortiguador E 

antes de ser aplicadas a la columna de G-200. Las condiciones bajo las 

cuales se cromatografiaron estas muestras y se calibr.ó la columna fue-

ron las ya descritas en el apartado Il.3.4.4. de métodos. 

Se utilizaron las siguientes proteínas estándares para la calibraci6n 

de la columna. 

bla 2.1 Pesos moleculares de proteínas estándares e~pleadas en 

cronatografía de filtración en gel. 

Proteina Peso }l.folecular Cantidad 
(Daltones) (mg) 

Apoferritina 480 ,000 1.5 

Catalasa 232,000 5.0 

Gamma-globulina 160,000 6.0 

Ovalbúmina 45,000 7.0 

Todas ellas fueron disueltas conjuntamente en un volumen final de 6 ml 

de amortiguador E. Para la determinaci6n del volumen vacio (V
0

) de la 

columna se utiliz6 una soluci6n de azul de dextrano en el amortiguador 

E (2 mg/ml). Los 6 ml conteniendo las proteínas estándares se aplica-

ron a la columna de G-200 con flujo de 24 ml/h y se recogieron fracci~ 

s"t 
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nes de Z.6 rnl cuyas absorbancias a 280nm se determinaron para detec

tar los picos de proteína. El v.olumen total (Vt) de gel suspendido 

que se empac6 en la columna fue de 450 ml. El volumen de eluci6n 

(Ve) de cada proteína fue determinado tomando en cuenta aquella -

fracci6n de cada pico de proteína que presentara la mayor absorban-

cía a ZBOnm o la mayor actividad enzimática. Se calcul6 el coefi-

ciente de distribuci6n (Kav) con los valores de V
0

, Vt y Ve hallados 

experimentalmente como se acaba de exponer. 

V = Volumen de eluci6n de cada proteína estándar e 
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La curva de calibraci6n se hizo graficando el Kav de las proteínas 

patrones frente al logaritmo de sus respectivos pesos moleculares. El 

peso molecular nativo de las isoformas de la enzima PEPC se obtuvo 

de esa curva al interpolar el K obtenido experimentalmente (Fig. 3.7) av 

6c 



II.4.6 Técnicas electroforéticas 

a) ElectrOforesis en geles de. poliacrilamida baj.o 

condiciones no desnaturalizantes (PAGE). Esta electroforesis se 

llev6 a cabo en tubos (0.3 cm de diámetro interno y 9 cm de largo) de 

acuerdo con el procedimiento que describimos a continuaci6n. Se 

emple6 un sistema continuo de gel en el amortiguador de fosfatos pH 

7.Z tal y corno se detalla a continuaci6n. 

:_Peparaci6n de los Geles: 

Los geles se prepararon mezclando las soluciones que se describen a 
continuaci6n (en rnl) indicadas en la siguiente tabla para diferente 

\T (porcentaje total mon6meros: acrilamida + bisacrilamida) y un vo

lumen final de 30 ml. 

Tabla 2.2 Prenaración de peles para electrofore~js C~AGRJ 

%T Soluci6n A Soluci6n B Soluci6n C TB\IED Agua 

3 

4 

s 

7 

lS 

lS 

lS 

15 

4.05 

S.4 

6.7S 

9.4S 

o.os 
0.05 

0.05 

0.05 

o.os 
0.05 

0.05 

o.os 

10. 85 

9.5 

8.15 

5.45 



Solución A: amortiguador de fosfato 0.2M pH 7.2 

Solución B: acrilamida 22.2% (p/v)-bisacrilamida ·0.6% (p/v). 

Soluci6n C: persulfato de amonio 0.2 ·g/ml (preparado inmedia

mente antes de usarse) 

TEMED preparaci6n comercial. 

Para hacer los geles, todos los componentes: se mezclan (excepto el 

persulfato de amonio) y se .desg·asifica la mezcla durante 10 minu

tos. Finalmente se añade el persulfato de amonio y se procede a lle 

nar los tubos. 

·ii)Preparaci6n de la muestra: 

Las muestras antes de ser sometidas a electrofOresis se dializaron 

durante 3-5 horas frente &l amortiguador de fosfatos. diluido 1:10, 

con el objeto de igualar su fuerza i6nica. A 0.25 ml de este diali-

zado se le agregaron 0.01 ml de azul de bromofenol (0.25%¡p/v) y 0.01 

ml de glicerol 50% (v/v). De esta preparación se tomaron los volÚ· 

menes deseados para realizar la electroforesis. 

iii)Amortiguador usado en los electrodos : 

falfos O.lM pH Z.2 (diluir 1:1 la soluci6n A). 

, 

amortiguador de fas 

iv)Condiciones de corrida: Se hizo una preelectroforesis de 30 

minutos de duraci6n, a 4 mA/tubo y 4°C con el fin de eliminar del gel 

los iones y radicales libres que no reaccionaron durante el proceso de 



polimerizaci6n. Acabada 6sta, se aplicaron las muestras en un ·vo

lumen inferior a 0.02 ml para evitar en lo posible el ensanchamie~ 

to de las bandas de proteína durante la corrida electroforética, la 

cual se hizo a 4°C y a BmA/tubo. Generalmente su duraci6n fue de 

3-4 horas. La electroforesis se daba por ter~inada cuando.el indica 

dor del frente electroforético (azul de bromofenol) llegaba a 1 cm 

dél extremo inferior del tubo. 

v )Revelado de los geles: 

La banda de proteína que mostró actividad de PEPC, se detect6 siguie~· 

do una modificaci6n al método de Vidal y Carvalie (55). El procedimiento 

seguido fue el siguiente • Los geles se incubaron inmediatamente des-

pués de las electroforesisen tubos conteniendo 1.5 ml de una soluci6n 

que llevaba el medio completo de reacci6n de la PEPC (Tris-HCI 100 mM, 

bicarbonato de sodio 40 W.f, sulfato de magnesio 30 mJ.f, PEP ·is. 7 W.f~ 

pHB.O) más un colorante específico para el oxalacetato, violeta rápido 

B (3-5 mg/ml). Este reactivo debe mezclarse ~on los demás componen-

tes momentos antes de la incubaci6n del gel para evitar que se preci

pite. Una banda color rojo ladrillo aparece tras incubar los geles 

por períodos <l-e tiem:Pos variable.s que dC:pendían de la actividad de 

PEPC en las bandas (el tiempo de incubaci6n nunca fue superior a 30 

minutos). El color desarrollado se debe a la formaci~n del complejo 

oxalacetato-violeta rápido B. Esta banda teñida sobre el gel es es

table por varias semanas. Hay que señalar que esta técnica de deteE 

ci6n de PEPC es muy sensible, pudiéndose detectar actividades tan pe-
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quefias como 0.03 unid~des/tubo. En aquellos geles que fueron incu-

bados en ausencia del sustrato de la reacci6n (PEP;:, no apareci6 nin .,1 

guna banda teñida. Cuando se aplicaron actividades superiores a 0.1 

unidad/tubo fue preciso incubar los geles dUrante un tiempo inferior 

a S minutos, para así obtener una banda coloreada bien definida. Si 

el gel se dejaba por más tiempo en la soluci6n reveladora, se obte-

nía una banda muy difusa y ancha que no permitiía medir con precisi6n 

la movilidad relativa (Rf). El proceso de revelado se. llev6 ·a cabo 

a temperatura ambiente. Los Rf de las bandas se midieron inmediata

mente después de la aparici6n. La movilidad relativa (Rf)de cada ban

da revelada se calcul6 empleando la fórmula siguiente: 

donde Db es 

dad de PEPC 

1 
R = 

f 
-:C 

la distancia recorrida por la proteína que mostr6 activi-

y D es la distancia recorrida por el azul de bromofenol, 
c 

utilizado corno frente electroforético. 

b)Electroforesis en geles de Poliacrilamida en prese~ 

cía de SDS (PAGE-SDS). La electroforesis bajo condiciones desnatura

liza1\tes en presencia de SDS se hizo en placa horizontal de acuerdo a 

la técnica descrita en el boletín LKB 306 (121), que se describe a 

continuaci6n; 



·i)Preparaci6n de los geles: 

Las ·.sóluciones empleadas fueron las mismas que para la electroforesis. 

bajo condiciones no desnaturalizantes, con la única diferencia de que 

la soluci6n A contenía en este caso SDS 0.2%(p/v). 

Para el equipo (LKB Multiphor) utilizado la placa de gel se hizo con 

66 ml de soluci6n de gel constituída por: 

Agua 14.82 ml 

Soluc16n A 33.00 ml 

Soluci6n B 18.00 ml 

Soluci6n e O.l ml 

TEMED 0.078ml 

El persulfato de amonio (soluc:"i:~n C) se agregaba después de que la mez

cla de las otras soluciones se había desgasificado durante unos 10 

minutos. El gel resultante es del 6% (%T), La placa de gel no fue 

utilizada hasta después de 8 horas de haberse preparado para permitir 

su total polimerizaci6n. 

ii)Preparaci6n de la muestra: 

Las muestras se diali"zaron previamente a la electroforesis en la so

luci6n A diluÍda 1:10. A 250·.ill del dializado se le añadieron 10.41 

de 2-mercaptoetanol. La mezcla se calent6 durante 2 minutos a lOOºG, 

t1·as lo cual se aplicaron 10 pl por carril de la placa-gel. En oca

siones, la muestra aplicada en este tipo de electroforesis provenía 



de las proteínas eluidas de las bandas detectadas por actividad de 

PEPC en. PAGE. El procedimiento seguido para esta eluci6n fue el s! 

guiente: l~s banditas tefiidas con violeta rápido B se cortaron; Se 

reunieron aquellas que provenían de un mismo material de partida y 

l 
1 

1 

se trituraron en un homogenizador en presencia de un volumen adecua- J· 

do de un amortiguador de fosfato 20 mM, pH 7 .O conteniendo SDS l\ (p/v) ·J; 
Las suspensiones resultantes se distribuyeron en bolsas de diálisis y 

se dejaron dializando frente al mismo amortigtlador durante toda la no-

che a temperatura ambiente. ~Des.pues se centrifugaron en microfuga 

a velocidad máxima durante un minuto, para eliminar los restos de gel, 

y los sobrenadanteS se colocaron nuevamente en -bol si tas de diálisis ... ---· 

A éstas se les aplic6 una corriente de aire (un ventilador a tempera-

tura ambiente) para concentrarlos hasta el volumen deseado. Estas 

preparaciones concentradas fueron dializadas nuevamente frente al mi~ 

mo amortiguador tras lo cual se les agreg6 10·;,4 de mercaptoetanol 

por cada 250 flde dializado y se.calentaron a lOOºC durante 2 minutos. 

Finalmente, después de enfriar, se les agreg6 10 ·'1-'í :le azul de bromo

fenol (0.25% p/v) y se aplicaron vol6menes adecuados de esta prepara

ci6n a la electroforesis en condiciones desnaturalizantes .. 

Los patrones de proteínas incluídos en la PAGE-SDS para determinar los 

pesos moleculáres de las especies ensayadas se prepararon de la misma 

manera que las. muestras problemas (pero atendiendo a las es.pecifica

ciones de la casa comercial en cuanto a su concentraCi6n a usar). Las 



proteínas usadas como patrones fueron las siguientes: 

Proteína 

Anhidrasa Carbónica (eritrocidots) •..•.. 

AlbÓmina (huevo) ••..•••••••••.••.•.•.••• 

Albíimina (bovino) •.•..••.•••.•.••••••.•• 

Fosforilasa B (míisculo) ...•• , ...•••..•• 

Peso molecular 
(Sub-unidades) 

29,000 

45,000 

66,000 

97,000 

Beta-galactosidasa (E. Coli.) •..•••....• 116,000 

Miosina (mósculo) •...•...•••.•..••...••• 250,000 

Todas las proteínas usadas como patr6n vienen mezcladas en la pre

paraci6n comerical. De esta mezcla se aplicaron 0.135 mg por-carril, 

disueltas en 10 ml del amortiguador de la muestra. 

i.ii)Amortiguador usado en los reservorios de los electrodos: 

Amortiguador de fosfatos 0.1 M pH 7.2 conteniendo SDS 0.1\ (p/v). 

iv) Condiciones de corrida: 

La electroforesis se realiz6 a 9.8 mA/carril (amperaje constante) y a 

temperatura ambiente. 

v. )~evelado de los geles: 

Las bandas de proteínas presentes en los geles fueron fijadas y te-



ftidas por dos procedimientos, usando azul de Coomassie y/o usando 

un reactivo de plata (AgN03). 

La fijaci6n y tinci6n con azul de Coomassie se llev6 a cabo de la 

manera siguiente. Los geles se incubaron durante 2-5 horas (a ve

ces durante la nocfle) en una soluci6n que conienia 1.25 g de azul 

de Coomassie R-250 en 454 ml de metanol al 50\ (v/v) y 46 ml de ~ci• 

do acético glacial (esta soluci6n siempre fue filtrada en papel pre

viamente a su uso para eliminarle los resíduos no disueltos). El 

desteñido se llev6 a cabo lavando los geles sucesivas veces con una 

soluci6n de metanol:agua:~cido acético glacial en proporci6n 5:5:1 

o con etanol:agua:ácido acético glacial en proporci6n 3:6:1. Este 

procedimiento se emple.6 tanto para geles de placa como para geles de 

tubo. 

Por· otra parte para la tin~i6n de los geles de placa 
el procoedimiento;seguido fue·el- de ·1rray"y· ~1.(123) 

' 
Las soluciones empleadas fueron las siguienteS: 

Soluci6n A-l:etanol 50%-ácido acético 10% 

Soluci6n A-Z:etanol 25%-ácido acético 10% 

Solución A-3:etanol 10%-ácido acético 0.5% 

(las concentraciones porcentuales son v/v) 

Solución A-4: nitrato de plata, 1.9 g/~ 

Soluci6n A-5: carbonato de sodio 7.5 g/L 

con el· reactivo 1tf 

':l.•·· 



Mezcla reductora: 

Hidr6xido de sodio (60g/L) ZOO ml 

Borohidruro de sodio (7 mg/L) s ml 

Formaldehído (37\, prep. comerc.) 3 ml 

Volumen total 400 ml 

Las bandas de proteínas se fijaron incubando al gel (placa) Z horas 

(con un cambio de solución cada hora) en cinco volúmenes de la solu

ción A-1, luego en 5 volúmenes de la solución A-2 y finalmente en 5 

volúmenes de gel de la soluci6n A-3 (un volumen del gel fu~ Siempre 

66 ml). En total Se requieren 6 horas de incubación, pudiendose dejar 

el gel en la solución A-3 hasta el día siguiente. Para teñir las pro

teínas, el gel se sumerge durante dos horas en 3 volúmenes de la so

lución A-4 lavando después tres veces con agua bidestilada durante 30 

minutos y sumergiéndolo inmediatamente en la soluci6n reductora. Es

ta soluci6n debe utilizarse en los 5 minutos siguientes a su prepara

ci6n. Cuando aparecen las bandas, lo cual ocurre entre los 10 y 15 

minutos de incubación, se lava el gel con agua y se sumerge en la so

lución A-5 que permite incrementar la intensidad de las bandas. Fi

nalmente se procede a medir los Rf de las bandas sobre el gel. En 

ciertos casos el gel se fijó y teñi~ con azul de Coomassie y por el 

procedimiento descrito anteriormente. En estos casos el gel perfec

tamente desteñido se colocó en la solución A-3 durante toda la noche 

y al día siguiente se sigui6 el protocolo de tinci6n con el reactivo 



de plata a partir de este punto tal y como acabamos de describir. 

Se obtuvo una grAfica del Log 10 del peso molecular de las proteínas 

de peso molecular conocido, usadas comomarcadores, frente a su movi

lidad e·lcctroforética ·re1.átiva · El pe~o moleculár de las subunida

des de PEPC se estimó interpolando en ·1a gráfi-ca lle· Calibración 
/' 

la movilidad relativa (R~) de las. diferentes isoformas obtenidas 

en esta el~c~ro~oresis. 

70 



II.4.7 Técnicas innuno4~írnicas 

a)Preparaci6n del Antígeno.- Como antígeno se em

ple6,la fracci6n eluida de la columna de DEAE-CELULOSA que present6 

mayor actividad especifica y que demostró tener un grado aceptable 

de pureza, puesto que en electroforesis en geles de poliacrilamida 

en presencia de SDS se obtuvo solamente la banda de proteina corre~ 

pendiente a PEPC cuando se tifi6 con azul de Coomassie. 
/ 

esta frac-

ci6n se concentró en Amic6n con membrana de 100,000 daltones hasta 

conseguir que la preparaci6n tuviera una concentración de proteína 

de alrededor de 1.2 mg/ml. El proceso de concentraci6n se llev6 a 
. • .,, 2 

cabo a 4ºC con una presión de nitróg.en9 .de 4-5 kg/cm y un flujo 

aproximado de 10 ml/h. Posteriormente se filtr6 en una membrana 

de ruillipOre de 0.65 micr6metros y se dializ6 durante 5 horas fre~ 

te a un amortiguador de fosfatos 10 mM pH 7.5 conteniendo NaCi al 

0.85\ (p/v). Todo el material utilizado en la preparaci6n final de 

1a·suspensi6n que iba a ser inyectada al conejo (pipetas, viales, 

solución de cloruro de sodio, jeringa, agujas, etc.) se esterilizó 

durante 45 minutos en autoclave. En condiciones de ester.ilidad se 

mezclaron 3.8 ml de la preparación de enzima pura dializada y 3.8 

ml de adyuvante completo de Freund. Con el objeto de convertir e~ 

ta mezcla en una verdadera emulsión, se la hizo pasar repetidas ve

ces por agujas de diámetro interno decreciente (18, 20, 21, 22) ha~ 

ta que se formó una emulsi~n blanca espesa. La estabilidad de la 

emulsi6n se comprob6 añadiendo una gotita sobre agua helada y veri-
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ficando que no se dispersaba sino que se mantenía estable por va-

rios minutos . 

b)Programa de Inoculaci6n.- A cada uno de los co

nejos se les aplicó por vía intramuscular 1 ml de la emulsión (0.6 

mg de ¡}rote~na) distribuido proporcionalmente en los cojinet.es pla!!_ 

tares. Los· detalles y el calendario de inmunizaci~n llevado a .cabo 

fue el siguiente: 

DIA TRATAMIENTO SITIO DE INOCULACION CANTIDAD 

o lra. Inoculación Intramuscular (cojinetes l ml 

plantares) 

15 2da. Inoculación Sub-cutánea (cuello) 0.5 ml 

21 3ra. Inoculación Sub-cutánea (cuello) 0.5 ml 

28 Sangrado (prueba) Vena (oreja) 3 ml 

33 4ta. Inoculaci6n Sub-cutánea (cuello) 0.5 ml 

43 Sangrado (prueba) Vena (oreja) 3 ml 

45 Sangrado final Punci6n cardiaca 40 ml 

Cuando se hizo preciso obterler nue.,_r;:i!!!ente anticuerpos se utilizaron 

·a los mismos conejo~· ,,. se empleó como antieeno a la 1'roteína conte

nida en los geles de poliacrilamidg. 

En este caso la preparación pura de PEPC se someti6 a electroforesis 

en geles de poliacrila.mída en condiciones no desnaturalizantes en 



tubo; las banditas de proteína reveladas por actividad para PEPC se 

cortaron y se homogenizaron con la soluci6n salina y se pas6 la mez

cla repetidas veces a través de varias jeringas de diámetro interno 

diferente 18, 21, 22. Todo este procedimiento al igual que en la pri 

mera preparaci6n se hizo en condiciones de esterilidad. La suspen

si6n obtenida, muy fluida, se aplicó a los conejos por via sub-cutá-

nea. Una semana despu~s. estos se volvieron a inocular con otros 

SO rnicrogramos de proteína (esta vez la proteína no fue obtenida a 

través de electroforesis) mezclada con solución salina. El sangra-

do de prueba se hizo a los 6 días y el sangrado final (punci6n car

diaca) de 60 ml~ a las dos semanas de la primera inoculaci6n. El 

suero fue sometido al mismo tratamiento de purificaci6n parcial lle-

vado a cabo en el primer programa de inmunización. Los anticuerpos 

contenidos en el suero fueron purificados parcialmente antes de ser 

usados en los estudios 

descrito. 

inmunológicos siguiendo el procedimiento 

c)Obtenci6n del Suero Inmune.- La sangre obtenida de 

los.conej·os fue procesada con el obJeto de obtener el suero e inve~ 

tigar en éste la presencia de los anticuerpos. Para esos prop6si-

tos, la sangre se dej6 en reposo durante 30 minutos a ternperatu.ra am 

bientc para permitir la formación del coágulo y luego se incubó a 4ºC 

durante 24 horas, tras lo cual se procedió a despegar el coágulo de 

la pared del tubo (de centrífuga) o se someti6 a centrifugaci6n duran 

te 30 minutos a 5,000 x g a 4ºC. El sobrenadante (suero) era de-
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cantado y utilizado para hacer las pruebas de inmunoprecipitaci6n 

en capilares o de Ouchterlony. Finalmente, se utiliz6 para obtener 

los anticuerpos parcialmente purificados. La sangre de conejo.no in 

munizado también fue sometida a este tratamiento. 

a) Precipitaci6n en Capilares.- Esta prueba se us6 

para la detecci6n inicial de los anticuerpos en' el suero. Tubos 

de 0.025 ml de capacidad se llenaron a la mitad de su volumen con 

el antisuero y la otra mitad con diferentes diluciones del antigeno 

(PEPC de hojas verdes). En los tubos donde existian anticuerpos 

frente a este antigeno y la proporción de ambos era adecuada, se far 

mó un precipitado perfectamente visible después de 24 horas de incub~ 

ci6n a 4°C. 

e)Titulaci6n del suero inmune. El título del suero 

se midió cualitativamente, observando el tamaño de los inmunopreci

pitados formados en los capilares con las diferentes diluciones del 

antigeno. Cuando aOn se formaba inrnunoprecipitado con diluciones 

del antígeno de 1/64 se consideraba alto el título y entonces se pr~ 

cedía a sangrar el conejo no sin antes comprobar este resultado con 

la prueba de Ouchterlony en placa de agar. 

punción cardiaca. 

El sangrado se hizo por 



1) Purifi caci6n parcial de los anticuerpos.- El sue

ro obtenido despu6s de la centrifugaci6n se precipit6 con una solu-

ci6n Saturada de sulfato de amonio amortiguada con Tris-HCl 0.02M, 

pH B.O que llevaba además EDTA 1 mM. Para ello a 20 ml de suero se 

agregaron 12 ml de soluci6n saturada, gota a gota con bureta y con 

permanente agitaci6n en frío (4ºC). Después de agitar durante unos 

30 minutos adicionales se centrifug6 a 8.,00.0 rpm a 4ºC durante 45 

minutos. El precipitado obtenido, rojizo y abundante, se suspendi6 

en 8 ml de Tris-HCl 0.02mM y nuevamente se le agreg6 gota a gota 

4.8 ml de la soluci6n saturada de sulfato de amonio. Después de 30 

minutos de agitaci6n se centrifug6 de la misma manera que antes. Es 

te procedimiento se repiti6 hasta conseguir un precipitado perfecta

·mente blanco el cual se resuspendi6 en un amortiguador de fosfato de 

sodio S mM pH 8.0 y se dializ6 contra ese mismo amortiguador durante 

la noche a 4°C. 

g) Prueba de doble difusi6n de Ochterlony (124). Para 

llevar a cabo esta prueba, se fundi6 agar al 1% (p/v) en el amortigu~ 

dor de fosfato de sodio SOmM pH 7.2 conteniendo azida al 0.02\ (p/v) 

cuando la te.mperatura del agar era ·de-:so-60 ºe se cubrieron los por

taobjetos formando una capa de agar de unos 2-3 mm de espesor. Des

pués de que gelificaron se guardaron las placas a 4°C en cámara húme-

da hasta su utilizaci6n:. Sobre cada placa .se hicieron 7 pocitos con 

' 1 
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una capacidad aproximada de 0.03 ml, que se llenaron con las prep~ 

raciones enzimáticas y de anticuerpos. Las placas de agar se man-

tuvieron a 4°C en cámara hfimeda durante 3 días para permitir la d~ 

fusi6n de anticuerpos y antígenos a través del agar y la formaci6n 

de la banda de precipitaci6n inmunol6gica. Una vez estas bandas 

fueron visibles, se eliminaron las prote~nas que no reaccionaron 

por sucesivos lavados con una soluci6n de cloruro de sodio al ·o.085\ 

(p/v) amortiguada con fosfato de sodio 10 mM pH 7.0. Finalmente, 

se lavaron con agua desionizada y se cubrieron con una tira de pa

pel filtro que al humedecerse quedaba adherida a la superficie del 

gel. En esta se secaba la placa· completamente situándola frente a 

una corriente de aire produci4a por un ventilador. Una vez secas 

las placas, las bandas de inmunoprecipitaci6n se tiñeron durante 

unos 10-15 minutos en una·soluci6n de negro de amido al 0.1\ (p/v) 

disuelto en &cido de ac~tico glacial al 10\ (v/v) o con azul de 

Coomassie (el mismo reactivo empleado para teñir geles de electro

foresis). El desteñido s'e llev6 a cabo lavando la placa con una 

soluci6n de &cido ac~tico glacial al .10\ (v/v) en el primer caso o 

con el sistema de desteñir geles de electroforesis ya descrito en 

el segundo caso. 

;1)lnmunoprecipitaci6n .de la actividad de. PEPC. Para 

permitir· una comparaci6n-entre las dos formas ·d.e·.la:-:enzima encon 

tradas en tejidos· de· maíz se. incubaron separadam~nte cantidades .,.... 

constantes de actividad de PEPC {O .5 u/ml) tanto de hojas verdes 



' .. 

'. 

como de raiz obtenidas ambas tras la cromatografia en DEAE-CELULOSA. 

La incubación se llev6 a cabo con diferentes cantidades del mismo -

antisuero completando hasta un volumen de O.ZSO ml con una soluci6n 

salina (fosfato de sodio SO mM pH 7.Z y cloruro de sodio 0.85% (p/v). 

En el experimento control se emple6 un suero de conejo no inmunizado. 

La incubaci6n fue realizada a 4ªC. Los sobrenadantes obtenidos se 

utilizaron para medir actividad residual de PEPC que se expres6 como 

% de la actividad enzimática existente en la fracci6n del control que 

no contenía antisuero inmunizado. 
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!II. RESULTADOS 



III.1 ACTIVIDAD ESPECIFICA DE PEPC EN LOS DIFERENTES 

TEJIDOS DE' MAIZ 

E1-e·studio de la actividad de PEPC en diferentes tejidos de maíz 

nos : . .'.pcnnl'li6. entre otras cosas, establecer los niveles de acti 

vidad específica de los extractos crudos de estos tejidos. Para 

la· obtenci'6n de estos datos, después de la centrifugación del ho

mogenado, el sobrcnadante'obtenido en cada caso (extracto crudo) 

se utiliz6 inmediatemente para medir la actividad y determinar el 

contenido de proteína, tal como se explica· en ínétodos 

Con el objeto da extraer y preservar el máximo de la actividad de 

PE.PC.. ;fu.e._p.r.e.ciso ensayar diversos procedimientos de extracci6n y 

estabilizaci6n. En la literatura se reporta el uso de diversos me

dios ·para ruptura de los tejidos y el empleo de diversos amortigua

do.r.as.paJ:a la_obtenci6n de la actividad de PEPC (5Z, 53, 56). En 

este trabajo se seleccion6 cuidadosamente aquel que garantiz6 el ma

yor rendimiento y estabilidad de la actividad enzimática de PEPC. 

Por -e-jem}'lo ·varios autores han usado Tris-JiCl como amortiguador en 

el procedimiento de cxtracci6n de PEPC: O.lM-pH 7.5 (40); 0.05M-pH7.7 

(41); 0.2M-pH a.o (67);0.lM-pH S.3 (82). Sin embargo, con estos si!!_ 

tcma-s ob"tuvimos rendimientos muy bajos en comparaci6n con los obte

nidos con e~ sistema Tris-Fosfato que desarrollamos. La poca activi

dad que e"trajimos en Tris-liCl pudiera deberse a la baja capacidad amor

tiguadora de este·tamp6n a pH cercano a 7,4 a 4ºC, que permite que 
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el pH del extracto descienda a valores inferiores a 6.0 y/o a un 

--ef'ecto estabilizador de los iones fósfat"o efecto ciue ha sido ~ ·· 

- desc~ito parn otrnu onzlmafi (13Rl 

Por otra parte, se ha verificado lo que en otro reporte se ha pu

blicado (56) en el sentido de que la presencia de polifenoles en ho

ja es un serio obstáculo para obtener buenos rendimientos de enzima 

y que la adici6n del ascorbato y PVPP en el amortiguador mejoran sus 

tancialmente esos rendimientos. 

Es interesante sefialar que no se consiguen los mismos resultados en 

la medida de la actividad de PEPC cuando la reacci6n se inicia con 

PEP que cuando se inicia con la preparaci6n enzimática. Cuando se 

inicia con PEP después de una pre-incubaci6n de la enzima durante 

unos 5 minutos en presenciade.los demás reactivos y a pH 8.3 se re

gistra una signi!icativa y rápida pérdida de actividad enzimática, 

lo que no ocurre si la reacción se inicia con el extracto enzimfitico.· 

Por esta razón, este último procedimiento fue utilizado para medir 

la actividad de PEP. Esta observación fue publicada por Gavalas y 

col. (47 b Y e) después de que este trabajo experimental ya había 

sido concluído. 

F.n la tabla 3.1 se muestra la actividad especifica de PEPC en extrac

tos crudos de los diferentes tejidos. Se observa que la actividad 

específica en hoja verdes, es al menos, un orden de magnitud mayor que 



en los dem~s tejidos, excepto en callos de em~·r:i:·ortes Hay que 

resaltar el hecho de que según varios autores, la PEPC repre

senta del 9 al 15\ de la proteína soluble en hojas de maíz --

(103, 59, 40). 

Por otra parte hemos detectado que los callos de enbriones de 

ma!z contienen actividad de PEPC aunque dado de que se trata 

de un tejido no fotosintético no es de esperar que esta activi

dad esté asociada con la operaci6n de un ciclo c 4 y corresponda 

más bien a la enzima anaplcr6tica que se encuentra en la mayoría 

de los tejidos de las plantas. La actividad específica de PEPC 

va incrementál'Xlose durante la resiembra del callo, alcanzando un 

máximo a los 14 días, después del cual comienza de nuevo a decr~ 

cer hasta estabili~arse en un valor de 0.45 u/mg de proteína a 

los 20-25 días. (Fig. 3 .1). Es de notar que la resiembra de estos 

tipos de callos se hace cada 18 días. 

Tabla 3.1 Actividad Específica de la enzima PEPC en extractos cru

dos de los Diferentes Tejidos de Maíz Estudiados. 

Hoja verde 

Hoja etiolada 

Tallo 

Raíz 
Callo de embrion 

Contenido de proteína 
(mg/ml) 

1.4 

1.6 

0.62 

0.65 

0.196* 

Actividad específica 
unidades/mg proteína 

2.98 

0.41 

0.14 

0.21 

i.39• 

• Actividad específica máxima encontrada 14 días después uc la siembra. 

Po 



1.2 

'·º 

~ o.a 
,~. 
"' ~ o ... 
p., 0,6 
"' 'O 

"" -.!'.'. • e, 
u 0,4 o p., 

~ 

"' "' 

5 10 15 20 25 
Fig 3. 1 Ct\\ffiIQ EN LA ACTIVIDAD ESPECIFICt\ DE !A ENZIMA PEPC 

A LO LARGO DEL PERIODO DE QlECIMIEN"ID DE CALLOS DE EMBRIONES. 

~t.icstras de callos (tomadas cada 2-3 días) a partir de ln 
siembra) fueron hanogenizadas a 4ºC en el :unorti(~uador A 
en un rolitrón. Después de centrifugar, el sobrcnadantc 
fue utilizado para mccl.ir la actividad de PEPC y -·el con
tenido de proteína. 
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!II. 2 PURIFICACION DE LA ACTIVIDAD DE LA io.1uMA PEPC EXTRAIDA 
DE HOJA DE.MAIZ 

Como se ha mencionado anteriormente, el objetivo principal de este 

trabajo fue hacer una estudio comparativo de la actividad de la 

enZima PEPC existente en los diferentes tejidos de maíz, tanto a 

nivel físico-químico como estructural, para lo cual requeríamos 

disponer de anticuerpos monoespecíficos frente a alguna de las fo~ 

mas enzi.máticas de _los diferentes tejidos estudiados. Decidimos 

conseguir estos anticuerpos frente a la forma asociada a la foto~ 

síntesis· c4 presente en hoja verde }"a que por ser esta la más abuE_ 

dante de las actividades encontradas supusimos que su purificaci6n 

sería relativamente más fácil. En consecuencia, se inici6 la 

purificaci6n con el único fin de conseguir una cantidad apropiada 

de la enzima pura para ~la obtención de anticuerpos específicos 

de esta forma. 

Los valores de rendimiento y grado de purificaci6n de la actividad 

de PEPC a partir de hojas de.maíz reportados por diferentes autores 

son muy discrepantes. Se han citado como causa de esta variabili-

dad la actividad oxidante de la polifenoloxidasa presente en los 

pasos iniciales de la preparaci6n de la enzima y en general, las 

características intrínsecas de inestabilidad de la actividad de 

PEPC ante factores no siempre esclarecidos. 



En este trabajo se precipit6 la actividad de PEPC de extractos 

,crudos con sulfato de amonio entre el 30% y el 60\ obteniendo -

buenos resultados. 

Por otra parte, se hicieron ensayos preliminares para la posible 

inclusi6n en el proceso de una cromatografía hidrof6bica usando 

Phenyl Sepharosa CL-4B (Sigma) ya que considerabamos que las ca

racterísticas hidrof~bicas .de PEPC, indicada por su gran facilidad 

de formaci6n de agregados de alto peso molecular, eran adecuadas 

para obtener una buena retenci6n selectiva de la actividad sobre 

la resina. Para tal fin, la enzima se peg6 a la matriz hidrof6-

bica a una concentraci6n de O.SM en sulfato de amonio en un amor

tiguador de fosfatos 0.05M que llevaba ademiis EDTA (lmM), Mg+Z 

(5 rnM) y glicerol (25%, v/v). La eluci6n se hizo usando sucesiva

mente: a) soluci6n que llevaba 0.25M en sulfato de amonio-10% en 

Glicerol (v/v); b) soluci6n de sulfato de amonio (O.lM)-Glicerol 

(10%, v/v); c) y solución diluída de glicerol (10\) . 

Todas las soluciones disueltas en el mismo amortiguador de fosfatos 

con el que se hizo el pegado. Pero, los resultados no fueron alen

tadores ya que la pureza de las fracciones con actividad de PEPC 

y la actividad específica de ésta no aumentaron significativamen

te tras esa cromatografía, por lo que no se.incluy6 este paso en el 

esquema final de purificaci6n. 

Un mejor fraccionamiento de las proteínas del precipitado 30-60~ 



de (NH 4 ) 2so4 se consigui6 mediante una cromatrografía de ínter· 

cambio i6nico en columna empleando DEAE-CELULOSA y las condicio

nes experimentales descritas en Métodos. Tanto el rango de con· 

centraci6n de la sal como el volumen to~al del gradiente usado 

en la eluci6n se determinaron experimentalmente teniendo presen

te el conseguir la actividad de PEPC en un pico bien def~nido y 

con una contaminaci6n mínima con otras proteínas. En este senti-

do, aunque el grado de.purificaci6n conseguido en este paso con

siderando la totalidad de las fracciones obtenidas no fue extra

ordinariamente alto, la recuperación obLenida de 57% fue consid~ 

rada buena~ (veásc tabla 3.2), 

El siguiente paso consisti6 en aplicar la preparaci6n enzimática 

obtenida anteriormente a una columna de Iiltraci6n en gel de Se-

phadex G-200. Este paso no rindi6 buenos resultados. Solamente 

se recuper6 el 10\ de la actividad total aplicada (equivalente al 

6\ de las unidades del extracto crudo). Electroforéticarnente se 

comprob6 que esta cromatografía permitía recuperar fracciones de 

PEPC en un grado de pureza mús alto que las fracciones obtenidas 

tras DEAE·CELULOSA y tras Phcnil Scpharosa CL-4B. Sin embargo, 

aún quedan contaminantes muy fuertes principalmente una fracci6n 

que electroforéticamcntc coincídi6 con la enzima ríbulosa bífosf~ 

to carboxilasa. Además otro inconveniente fue la fuerte pérdida 

de actividad~':> de la enzima tal como lo demuestra l:i baja rccupe

raci6n de un 61 y el dcscc11so de la actividad específica de 10.3 

U/rng de proteín~ obtenida despu6s de DEAE-CELULOSA, a 4.1 U/mg de 

) . 



proteína despu~s de esta cromatografía de filtraci6n en gel. 

Fin~lrnente, las fracciones obtenidas en Sephadex G-200, se apli

caron a una columna de intercambio i6nico en hidroxiePatita con 

el ·fin de aumentar el grado de purificaci6n. Este soporte croma-

tográfico posee grupos funcionales diferentes a. los del in ter-

caffibiado=_DEAE-CELULOSA,ypor otr~ parte~ algunos ~utares(4Q,45) la 

han empleado con relativo exito en la purificaci6n de PEPC. 

Debe hacerse notar que aunque electroforéticamcnte p~do determi

narse que la banda de proteína correspondiente a la enzima PEPC 

estaba considerablemente más enriquecida {prácticamente pura) el 

descenso en la actividad específica demuestra que parte de esta pr~ 

teína -se enc'an'i:raba, inactiva. 

Los resultados finales de este proceso (Tabla 3.2) nos indican que 

siguiendo estc·~~otocolo·experimentaf .la purifieaci6n se-po-

dría mejorar bastante ~i se logra estabilizar la actividad de PEPC 

durante las etapas cromatogrificas, fundam~ntalmente en el paso de 

Scphadex G-200. Una recomendación podría ser modificar la composi-

ci6n de los_ amortiguadores usados a lo largo del proceso de purifi-

caci~n incluyendo en ellos algunas sustancias de las conocidas como 

activadores o protectores de ia actividad enzim&tica (glicerol por 

ejemplo). 

Es interesante notar que las 2 ~ ~ fracciones con actividad de PEPC 

máxima tras la cromatografía en DEAE-CELULOSA poseían una actividad 



espec~fica constante de 22.5 U/rng de proteína, actividad que coin

cide con la que seg6n los datos existentes en la bibliografía po-

see la enzima purificada (1). Este hecho, conjuntamente con el 

de la pureza de estas fracciones estimadas por electroforesis -

(PAGE-SDS), nos rnotiv6 a usar la enzima contenida en estas frac

ciones (conseguida en un experimento posterior) corno el antígeno 

que habría de inocularse a conejos para la obtenci6n de anticuer

pos rnonoespecíficos. 



. 
TABLA 3.2 Purificaci6n de la ,acti.Y:ióa.c! <le PEPc::_ <l°lt hoj ,.,.. ver<les .de· maíz 

Proteína Actividad Actividad Rendimiento Purificaci6n 
Etapa Total Específica 

rn,g Unidades Unidades % 
mg proteína 

Extracto Crudo 72 201 2.79 100 

Precipitación con 51 180 3.52 89 1.26 

"" Sulfato de Amonio 
-J 

Cromatografía en 12.1 125 10.3 57 3.70 
DAE-CELULOSA 

Cromatografía en 2.92 12 4.1 6 1.4 7 
SEPHADEX G-200 

Cromatografía 2.42 8 3.3 4 1.18 
HIDROXIEPATITA 

<.. 



III. 3 CO>IPORTAMIElffO Ell CROMATOGRA!'IA DE INTERCAMBIO IONICO 
DE LA ACTIVIDAD DE PEPC EXTRAIDA DE LOS DIFERENTES 
TEJID OS DE /.IAIZ. 

Las .diferentés isoformaS de PEP'c _é¡Ue _"exlstcn._cn las plantas han si

d~ _-estudiadas· enipleando, entre. ·otras técnii::as, la cromatografía de 

inte°i-biO- 1órii-ca·.· Esta técn.ica le permitÍ.ó n Vida! et al . (63) en

contrar las dos formas de PEPC en hojas verdes y ctioladas. De la mis-

ma manera Ting y Osmond (42,52) caracterizaron las l1oloenzimas e i-

soenzimas de hojas de plantas c3 y c4 . Otros mucJ1os estudios sobre 

-es-ta ·ac-tividad enzimática (57 ,40) han sido llevado a cabo con el au-

xilio de la cromatografía de intercambio i6nico principalmente so

bre lu DDAE-CEL~LOSA de donde las protcinas previamente aplicadas 

son eluidas tras aplicar un gradiente lineal de una fuerza i6nica 

que nor1nalmente os·cila entre 0-300 m\I de KCl. 

Teniendo en cuenta estos antecedentes, se llcv¡lron.a cabo experimentos 

con la DEAE-CELULOSA 
para examinar las similitudes o diferen-

cías que existen a este nivel entre las enzimas con actividad de PEPC 

los teJ.idos de maíz estudiados (hoja verde, hoja etiopresentes en 

lada, tallo, raíz y callos inducidos de embriones. 

Las diferentes preparaciones enzimáticas fueron aplicadas y cromato-

1 de DEAE-CELULOSA bajo cun-grafíadas por separado en una co umna 

diciones experimentales (amortiguador usado, tamaño de columna, can-

d l de elucl..6n) iguales en todos los tidad de muestra aplica a, va umen 

casos y descritos en mÓtodos. ~ 
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En la tabla 3.3 se presenta·un resumen de los resultados obtenidos 

en estos experimentos. Las actividades específicas, y otros valo

res que aparecen en la tabla se ob~uvieron despu6s de reunir todas 

las fracciones pertenecientes al pico de actividad de las respecti

vas cromatografías en DEAE-CELULOSA. 

TABLA 3.3 Resultados de.la Cromatografía de Intercambio I6nico 
Aplicada a Extractos Crudos de PEPC · 

UNIDADES TOTALES REC ACTIVIDAD PURIFI· KCl 
TEJIDO APLICADAS (%) ESPECIFICADA CACION (mM) 

Hoja verde U) 10.00 SS 12.5 4.2 104""' 

Hoja Etiolada(~) 1.90 64 ( I 1 3.2-tf1t- 7.3 107 
tlll 1.2 2.9 170 

Tallo 5.40 36 0.82 5.6 157 

Raíz S.44 48 1.60 7.6 150 

Callo 11.32 S3 6.70 4.8 160 

.- -

*Otro pico no muy bien definido e luyó a 168 mM (ver cromatograma) 

**Esta actividad específica corresponde a la fracción mayoritaria 

(1) La actividad específica corresponde a la fracción más pura 

(2)El pico que eluy6 a 107 mH representa el 9H de la actividad de 
PEPC recuperadq.;el que eluye a 170 m],1 representa solamente el 
3 ~ de la actividad de PEPC recu9erada tras la cromatografía. 

La actividad de ~EPC de los diferentes tejidos fue purificada alre

dedor de 6 veces tras la cromatografía en DEAE-CELULOSA y los rendi· 

mientos obtenidos oscilan entre el 30-50\. 
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La actividad de PEPC de boja' verde presente en la resuspensi6n de

salada d~l precipitado ~0-60\ de sulfato de amonio tras ser aplica

da Y cromatografiada en DEAE-CELULOSA (Fig. 3.2) apareci6 como un 

pico bien definido en la secci6n del gradiente correspondiente a 

104 mM de KCl. Es interesante sefialar la aparici6n de un segundo 

pico de actividad, no muy bien definido, pero encontrado en tres 

experimentos difc.rentes a aproximadamente 168 mM de KCL. Desaf'J.!, 

tunadamente las bajas actividades enzimáticas asociadas con este 

pico no nos permiti6 una posterior caracteTizaci6n de la forma enzi 

mática que contenía. 

La cromatografía de intercambio i6nico· de la preparación de sulfato 

de amonio de hoja etiolada resolvi6 la actividad de PEPC en dos Pi ..., 
cos (Eig. 3.3). El primero al que hemos llamado PEPC-1 result6 con

tener la mayor actividad (97\ de la actividad total recuperada tras 

esta cromatografía) y eluy6 a una concentraci6n de KCl de 107 mM, 

es decir a una concentración muy similar a la que eluy6 el pico -

principal de actividad de hoja verde. El otro pico obtenido de·ho

ja etiolada, al que estamos llamando PEPC-ll representó s6lo el 3\ 

de la actividad total recuperada y eluy6 a una concentraci6n en KCl 

alrededor de 170 mM. 

·En cambi~ el pico de la actividad de PEPC. obtenido después de cro

matografiar en DEAE-CELULOSA las preparaciones de sulfato de amonio 

de raíz, tallo y callo apareci6 a una concentraci6n de KCl entre 

150-160 mM (Fig. 3.4, 3.5, 3.6). 

'!O 



~ .... 
~ 
2. 
u 
fu 
"" t!:l 

~ 
~ 
~ 

o.9 

~ .8. 

0.7 
200 

a.·6 

160 
:.s 

= I ~ 
C-.4 12og 

0,3 
80 

º· 2 
IJ ? 40 

0.1 

40 60 80 100 120 

No. de fracción 

Fig.3.2 PATllCI'I DE EWCJU'I/ EN DEAE-CELULCEA DE LA ACTIVIDAD 

DE PEPC DE HOJA VERDE. 

Los extractos de hoja verde precipitados con sulfato 
de amonio (30-60\) y desalados, se aplicaron a una 
columna de DEAE CEWLCSA equilibrada con el amorti
guruior c. La elución se hizo con un gradiente de KCl 
0-200 m\1 en el mismo amortiguador C y se recogieron 
fracciones de 4 ml. 
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Fig. 3 .3 PATROO DE EWCION DE DEAE-CELULClSA DE LA ACTIVIDAD DE 
PEPC EN HOJA ETIOLADA. 

Los extractos de hoja etiolada precipitados con sulfato 
de amonio (30-60\) y desalados~ se aplicaron a una co
llDllfla de DEAE-CELULOSA equilibrada con el amortiguador C. 
La ·e1uci6n se hizo con un gradiente de KCl 0-200 mM en 
el mismo amortiguador C y se recogieron fracciones de 
4 ml. 
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Fig. 3.4 PATRON DE EWCIO'I EN DEAE-CELULOSA DE LA "AC;'IVIJ.lAl.I D2 
PEPC .DE kA. f.1AlZ 

l..Ds extractos de raíz precipitados con sulfato de 
amonio930-60\) y desalados, se aplicaron a WJa colum-
na de DEAE-CEW!.OSA equilibrada con el am ortigua<lor C 
La elución se hizo con un gradiente de KCl 0-200 m.~ en 
mi.~o amortiguador C y se recogieron fracciones de 4 ml. 
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PATRCN DE EWCICN EN DEAE-CEWI1JSA DE lA ACTIVIDAD 
DE PEPC DE TALLO. 
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Los extractos de tallo precipitados con sulfato de amo
nio (30-60t) y desalados~ se aplicaron a una columna de 
DEAE - CEWLOSA equilibrada con el amortiguador C. La elu
ción se hizo con un gradiente de KCl O- 200 nun en el mismo 
amortiguador C y se recogieron fracciones :'de 4 ml. 
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Fig. 3.6 PATRrn DE EWCI<l'l DE DEAE-CEWLOSA DE LA ACTIVIDAD 
DE PEPC DE CALLOS DE E-IBRI<l'l. 

Los extractos de callos de embrión precipitados con 
sulfato de am onio(30-60i) y desalados,se aplicaron 
a una coluIIUla de DEAE-CEWLOSA equilibrada con el • 
amortiguador C. La elución se -hizo con un ~adiente 
de KCl 0-200 m'! en el mismo amorti1¡t13dor e y se re
recogieron fraciciones de 4 ml. -
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El resulta do más interesante de esta cromatografía fue el que 

el segundo pico de actividad de hoja verde coincide en cuanto a la 

concentraci6n de KCl a.la que se eluyen los picos de actividad de 

PEPC de raíz, tallo, callo y PEPC-II de hoja etiolada. Al mismo -

tiempo, uno de los picos de actividad de hoja etiolada (PEPC-II) y 

el pequeño no caracterizado de hoja verde también coinciden en el 

valor de concentraci6n de KCl a la que eluyen (170 mM y 168 mM res-

pectivamente). Es por ello que podemos decir que los datos obteni-

dos en nuestras condiciones experimentales concernientes al compor

tamiento en cromatografía en DEAE-CELULOSA de la actividad de PEPC 

apuntan hacia la e_xi~tencia de dos poblaciones o dos formas isoen

zirnáticas, ·entendiendo por formas isoenzimáticas "moléculas con la 

misma actividad enzimática que pueden separarse en tipos ·.distingul 

bles por cualquier método", tal como define Market (62) de PEPC en 

. tejidos de maíz; una poblaci6n eluyendo a u~a concentraci6n prome

dio de KCl de 105.S mM y la otra a 171 mM. 

Los experimentos que a continuaci6n describirnos fueron emprendidos 

con el objeto de confirmar este hecho y de caracterizar a las dos 

isdeqzimas. 
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III. 4 DETERMINAC.ION DEL PESO MOLECULAR DE LAS ISOFORMAS DE L.·\ 
ZNZHIA PEPC POR CROMATOGRAFIA DE FILTARACION EN GEL 

Después de haber identificado y caracterizado las isoformas de ln en-

zima PEPC en cromatografía de intercambio ionice resultaba inter~ 

sante comprobar si las formas encontradas diferían en peso molecular. 

Por ello. procedimos a determinar su peso molecular en cromatografía 

de filtraci6n empleando Sephader G-200. 

Las preparaciones de PEPC concentradas tras cromatografía en DEAE

CELULOSA se aplicaron por separado a una columna de Seryhadex G-200 

previamente equilibrada como se describi6 en rnét-odos; J.a Labla 3. 4 

muestra los resultados de este experimento. 

TABLA 3.4 PESO MOLECULAR DE LAS ISOFORMAS DE PEP.C ESTIMADO POR 
CROMATOGRAFIA DE FILTRACION EN GEL. 

PROTEINA 

Ferritina 
Ca talas a 
Globulina 
OValJrumina 

PEPC-Callo 
PEPC-Tallo 
PEPC-Hoja verde 

Kav 
EXPERIMENTAL 

0.029 
0.240 
0.430 
0.743 

0.102 
0.111 
0.121 

Kav 
CALCULADO 

0.061 
0.327 
0.398 
0.784 

PESO MOLECULAR 
(Dal tones) 

480,000 
232,000 
160,000 

45,000 

418,193 
406,028 
392,000 



El ajuste lineal de la curva de Kav=f (Lag PM) di6 la siguiente 

ecuaci6n con coeficiente de correlaci6n lineal de 0.96 

Kav= 0.70 Lag PM + 4.048 

Los pesos moleculares fueron calcUlados a partir de e·s'.ta·expresi6n 

matemática. 

Tal como se observa en la tabla 3.4 los pesos moleculares de las 

proteínas nativas con actividad de PEPC presentes en los tejidos de 

hoja verde, tallo o callo de embriones no son significativamente di-

ferentes. El peso molecular promedio es de 400,000 daltones, lo 

cual está de acuerdo con el peso molecular reportado por varios auto

res (40, 139) para la enzima presente en hoja de maíz. No hay datos 

en la bibliografía sobre el .Peso molecular de esta enzima en otros 

tejidos de maíz. 



ux;. DEL PESO ~DLECULAR 

Fig. 3. 7 DETERMINACICN DEL PESO ~DLEOJLAR POR CRll>IATOGRAFIA EN SEPHADEX G-200 
DE LA PEPC DE HOJA VERDE Q\) , TALL0(1:J Y CALlD DE EMBRICN (CE). 

Las frucci6nes cen actividad de PEPC obtenidas en DEAE-CELULOSA 
de callo de embriones(CE), tallo (T) y hojas verdes lHvl tras ser 
precipitadas con sulfato de amonio y posterionnente dializada se a
aplicaron a una coltnnna de .Sephadex G-200, equilibrada con el mis
mo amortiguador C que contenía adicionalmente glicerol (5\). El 
volumen vacío fue detenninado utilizando azul de dextrano y la ca
libraci6n de la colu:nna se realiz6 er.ipleando ferritina(480,000), 
catal"5aLZ3Z, 000) ,globulina fl 60 ,000) y. qyalbúmin;¡ (45,000). Se 
recogieron fracciones de 6 m y se le nudi6 proteina por absorban-
cia a 280 ran. 
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III. 5. COMPORTAMIENTO ELECTROFORETICO DE LA ACTIVIDAD DE 
FOSFOENOLPIRUVATO CARBOXILASA EXTRAIDA DE LOS DIFE 
RENTES TEJIDOS DE MAIZ -

.. 

Los datos cromatográficos obtenidos nos indicaban la existencia de 

dos.pos"ibl.es isoenzimas que presentaban diferencias en cuanto a su 

caTga neta (diferente retcnci6n en la columna de intercambio i6nico 

y no en cuanto a su tamafio, ligeras diferencias en el valor de Kav 

en cromatografía de filtraci6n molecular). Sometimos estas formas 

a electroforesis para tratar de corroborar estas observaciones. 

!IJ.5.1 Caracterizaci6n Electroforética de la 
e PEPC de tejidos de ma z 

Uno de los métodos más frecuentemente.usados para determinar la he

terogeneidad enzimática es la detecci6n 'l!!·f': zim.ogramas, consistente 

en acoplar la electroforesis en gel con procedimientos de tinci6n 

'histoquímicos para identificar enzimas diferentes; esta técnica es 

directa, simple, fácil de usar, puede aplicaTse a enzimas en homoge

nados. crudos y posee un gran poder de resoluci6n para la identifica

ci6n de las enzimas. El éxito en la detecci6n de una enzima en par

ticular presente en una mezcla de proteínas aplicadas a electrofore

sis en geles de poliacrilamida depende, entre otras cosas, de la 

especificidad del reactivo presente en la mezcla de reacci6n enzimáti 

ca donde se lleva a cabo la incubaci6n de los geles. En ese sentido, 

entre las técnicas reportadas para la detecci6n de la actividad de 

la enzima PEPC ~css, 125, 126, 127) nosotros·hemos seleccionado la 
' 



que utiliza el colorante violeta rápido B (55) ya que cumple con 

esos req~isitos. es decir. tiene una absoluta especificidad frente 

al oxalacetato, que es uno de los productos de la reacci6n catali

zada por PEPC. 

Los extractos de los diferentes tejidos de maíz fueron precipita

dos con 30-60% de sulfato de amonio, dializados y finalmente some

tidos a electroforesis en geles de poliacrilamida al 4% de T. Las 

bandas de proteína con actividad de PEPC se revelaron específicame~ 

te eomo se describe en Métodos, utilizando el colorante violeta r! 

pido n. 

Se cligi6 el. 4% de acrilamida+bisacrilamida ya que el elevado peso 

molecular de la proteína nativa dificulta su movimiento a través de 

poros relativamente pequeños. Usamos por ello el porcicnto de T -

(% T) mínimo que nos permitía un manejo apropiado <le los geles y 

una máxima separaci6n entre las dos isoenzimas. 

La técnica utilizada (véase Métodos) fue una modificaci6n a la ori

ginal descrita por Vida! y col. (55), ya que si usábamos el amorti

guador Tris-JfCl al pH descrito tanto para los electrodos como para 

hacer los geles, la actividad de la enzima PEPC se perdía sustan-

cialmente; en cambio cuando se sustituy6 el Tris-HCl por un amorti

guador de fosfatos se pudieron detectar actividades tan bajas como 

0.03 unidades totales tubo. 
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En la fig. 3.8 se presentan los resultados de este estudio elec

troforético y como se puede.observar el zimograma obtenido confir-

ma las conclusiones derivadas del perfÍl cromatográfico obtenido 

en DEAE-CELULOSA; es decir, las proteínas con actividad de PEPC 

que eluyeron a fuerza i6nica baja en DEAE-CELULOSA (tipo PEPC-I) 

presentaron una movilidad relativa electroforética menor que las 

que eluyeron a fuerza i6nica alta. Además, la enzima de hoja verde 

y el pico PEPC-I de hojas etioladas mostraron el mismo comportamie!!_ 

to electroforético. Del mismo modo, la enzima de tallo, raíz, callo 

y el pico PEPC-II de hoja etiolada se movieron idénticamente, mostra!!. 

do así nuev·amcnte, una total coincidencia en las características de 

ambos grupos de isoformas de PEPC. 

Cuando se sometieron a electroforesis los extractos crudos de hojas 

etioladas no se detect6 más que una banda de actividad, a pesar de 

que la cromatografía de intercambio i6nico había revelado la presen

cia de dos formas. Este resultado es lógico si se tiene en cuenta la 

gran diferencia en cuanto a actividad.que presentan los dos picos eluí 

dos de DEA-CELULOSA y que ·e1 proceso de revelado no se puede continuar 

por per~o~os prolongados para evitar el excesivo ensanchamiento de la 

banda teñida por difusión del oxalacetato. Por ello el tiempo de re-

velado 6ptimo para la forma mayoritaria era a todas luces insuficien

te para detectar la pequeña proporci6~ de la forma minoritaria. 
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Fig. 3.8 PArnD!'I ELEcrnoFORETICO DE Li\ ENZIMA PEPC DE HQJA VERDE 
(Hv) ,HQJA F.TIOJ.ADA (HE-.I y HE-II) ,CAi.LO JlE E\IBIU ONES, 

RAIZ(R), Y TALLO (T). 

Las muestras aplicadas en todos los casos 1 correspondie
ron al precipitado 930-60i) de sulfato dcamonio, resus
pcndido y dializado. La electroforesis en condicones nati
vas se hizo en geles de poliacrilamida en 'O.Iba al 4\ de T. 
Las proteínas con actividad de PEPC fueron detectadas 
por incubacián de los geles en presencia de de los sus
tratos y del colorante cspec!fico específico del producto 
de la reacción, violeta r5piclo B a pl-1 B.O. 
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Por otra par.te, es importante señalar la .identificación de las caracte

.risticas de la actividad d~ PEPC.extraíd~ de cdllos con las caracterís-

tica~ de la PEPC extraída de otros tejidos~ Esto se hace rnfis interesan 

te Cc:_ome;> di~;~u~·iremos más adelnnt'e). si se tiene en cuenta que aún no 

se ha~ia ~studiado esta actividad erizimfitica ~n· call~i de embriones de 
··;. 
maíz. 

III.S.2 Gráfica de Ferguson de las Actividades Enzimáticas 
de ho1a verde. y callo de ·en1br1ori~s. 

Los resultados anteriores s~ bien confirmaron los resultados obteni

dos en la cromatografía de intercambio i6nico. no aportaron ninguna 

indicaci6n acerca de una semejanza o diferencia en cuanto a peso mo-

lccular entre las dos isoenzimas. Para tratar de elucidar si presen-

taban diferencias en 'cuanto a su tamaño obtuvimos una gráfica de -

Fcrguson de las formas de hoja verde y de callo de embriones(tomadas 

como representantes de las dos formas hasta este momento encontradas) 

mediante electrof6resis en condiciones no desnaturalizantes y revela

do específico ·por actividad de preparaci6n de enzima parcialmente-pu-

rificadas (Fig. 3.9). 

La ·gráfica de Ferguson (90) que relaciona la movilidad relativa (Rf) 

de proteínas con el tarnafio del poro del gel· (determinado por el \ de 

T, el cu~l es defini~o como la suma total de acri1amida mfis bisacrila-

. ·mida/100) es una gráfica de gran utilidad cuando se quiere caracteri

zar isoenzimas. La relaci6n matemática del Log 10 de Rf frente al \ T 
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Fig. 3.9 Q\AFICA DE '.PERGUSON PARA LA PEPC DE HOJA VERDE(ª) 
Y CALLO DE EMBRIONES ( 0 ) 

los extractos precipitados con sulfato de am:>nio 
(30-60\) de hojas verdes y callo de coleoptilo después 
de ser resuspendido y dializados se sometieron a elec
troforesis en tubo bajo- condiciones nativas usando geles 
de diferentes \T. Las bandas de proteínas con actividad 
de PEPC . fueron detecta.das mediante tinci6n específica 
enpleando el colorante violeta rápido B . 
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es lineal. Puesto que esta gráfica refleja la movilidad durante la 

electroforesis cuando s6lo el poro del gel se est~ variando, la pen

diente de la recta obtenida es una medida de la resistencia que el 

gel impone al movimiento de la pr.ote1na y por tanto está relacionada 

con el tamaño molecular de esta. La intersecci6n con el eje de las 

ordenadas (Y
0

) de la gr~fica de Ferguson (cuando \ T = O) es una medi 

da de la movilidad de la proteína en soluci6n libre. Al graficar 

Log10 Rf frente al % T se obtuvieron un par de lineas paralelas, lo 

que es una fuerte indicaci6n de que las dos proteínas tienen el mismo 

tamaño, pero diferentes movilidades libres en soluci6n, es decir, di

ferente carga. Esto está de acuerdo con el hecho de que los pesos mo · 

leculares de las distintas PEPC, determinadas por cromatografía de fil 

traci6n en gel difieren s61o ligeramente. 

·111.5.3. Determinación del Peso Molecular de las Subunida
dades de las isoformas de PEPC de tejidos de maiz. 

Utilizamos la t~cnica de electrof6resis en geles de poliacrila~ida en 

presencia de SDS con el objeto de determinar cuantas subunidades com

ponían las isoformas de PEPC de los diferentes tejidos, asi como su 

peso molecular. 

Las proteínas desnaturalizadas (PEPC) aplicadas a electroforesis 

(PAGE-SDS) se obtuvieron t.ras su eluci6n de los geles de poliacrila

mida donde se había detectado su actividad empleando el colorante 
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específico ·Violeta Rápido B. Una vez eluídas de los geles y prepa

radas adecuadamente, las proteínas fueron sometidas a electrofore

sis tal como se explic6 (en II.3.6.2) 

Es interesante destacar el hecho de que la alternativa de obtener 

la muestra de PEPC de los diferentes tejidos a través de la eluci6n 

de geles ~evelados por actividad permiti6 disponer de cantidades pe

queftas de proteínas con un grado bajo de contaminaci6n sin tener que 

seguir todas las etapas tradionales de purificaci6n de protéina. La 

cantidad de proteína eluída de estas bandas, fue muy pequeña, por lo 

que tras la electroforesis en presencia de SDS las bandas de proteína 

de los geles no pudieron ser detectadas empleando la tincí6n con Azul 

de Coomassiep Fue necesario implementar la técnica de tinci6n con el 

reactivo de pla~a)el cual es capaz de detectar hasta nanogramos de pr~ 

teína. La sensibilidad de esta técnica de tinci6n es tal que las pre

paraciones comerciales de las proteínas usadas como patrones, supuesta-

mente puras, al ser sometidas a electroforesis mostraban numerosas ban-

das teñidas, lo que hacía difícil la identificaci6n de aquellas corre~ 

pendientes a_los patrones usados. Para solucionar este problema tuvi-

mas que teñir los geles en primer lugar con Azul de Coomassie, y una 

vez identificados los patrones, (con esta técnica de tinci6n apare

cen s61o las bandas mayoritarias correspondientes a los patrones apli

cados) se hizo la tinci6n con el reactivo de plata para detec~ar las 

bandas de proteínas de las subunidades de PEPC. En los carriles en 

los que se aplic6 PEPC de ralz tallo y callo tambi&n aparecieron va-

IDl 
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·. 
rías bandas de pr.oteínas tefiidas. Nosotros atribuimos la banda 

tefiida más intensamente, y que al mismo tiempo estaba presente en 

todos los carriles, a la de las 3UGUni.:a~cs Je la P3~C 

Sin embargo, no pudimos tener certeza absolu~a que así sea, puesto 

que este método de revelado no es cuan1i tat-ivo y aparecieron otras 

bandas de peso molecular superior e inferior. 

La fig. ~.10 es un diagrama de las pr~ncipales bandas observadas 

al final de la electroforesis. En el primer carril, so observan 

bandas de proteínas correspondientes a los patrones de peso molecu-

lar conocido. En los demás carriles, se han dibujado ·las bandas de 

las subunidades de PEPC de los diferentes tejidos de acuerdo con su 

movilidad e.lectroforética. Este patr6n electroforético muestra una 

total identificaci6n entre las subunidades de la ºcnziina PEPC de 

hoja verde y la forma de "baja fuerza i6nica" (PEPC-l)de hoja etio-

lada. De igual forma, las subunidades de la enzima de raíz, tallo, 

callo y PEPC-11 de hoja etiolada presentaron el mismo Rf. 

El valor del peso molecular estimado para las subunidades de la en

zima de hoja verde y la de la forma PEPC-1 de hoja etiolada es de 

111, 511 daltones, mientras que el de las subunidades de PEPC de ta

llo, callos de embrion, · raíz y PEPC-11 de hoja etiolada es de 93, 

061 dal tones. (Fig 3. 11) 
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Fig, 3,JO PAT!la-1 ELEcrn.oFORETICO DE L/IS SUBUNIDADES DE LA PEPC 
DE Hru1\ VERDE (Hy) ,HOJA ETIO!ADA(HE-r y HE-U) ,CALtD .. . '. 

DE EMBRIONES(CEJ, RAIZ (R), TALLO (T) y 

MARCADORES (M) . 
Las bandas de protefnas que mostraron actividad de 
PEPC en electroforesis en condiciones nativas, fuer:on 
cortadas .honugeni zadas y dializadas en presencia de·.· 
SDS para lograr la elu~ioo de las proteínas. Después 
de centrifugar y desechar los restos de poliacríla
mida, se sometió el sobrcnadante, que contelÚa las 
proteínas eluidas, a PAGE-Srs en geles de 6\ de T. Los 
pesos moleculares de las proteínas macad.oras utilizadas 
fueron:- O/oalbilinina (66 000) anhidrasa carb6nica 
(29,000),fosforilasa (97,oooj,galactosidasa(116,000) 
y miosina (250,CXlO). 
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Puesto que el valor de peso molecular de la proteína nativa de la 

forma de hoja verde encontrado en cromatografía en Sephadex G-200 

fue de 400,000 daltones y el valor de la subunidad seg6n electro

foresis en presencia de SDS es de 111,000 daltones, podemos deducir 

que la proteína nativa es un tetrámetro.compuesto por cuatro subuni

dades idénticas como ha sido réportado por otro autores (40, 41, 42). 

Esto sería aplicable a la forma PEPC-I encontrada en hoja etiolada 

que posee características·· e.n todo .semejantes a la de hoja verde, 

aún cuando en este caso no determinamos el peso molecular de la pro

teína nativa por filtraci6n en gel. En lo que respecta a la otra 

isoenzima encontrada y caracterizada en raíz, talló, hoja et~olada 

y callo, considerando el peso molecular estimado de las subunidades 

y de la proteína nativa (tomando como representantes a las formas 

de raíz y callo) podríamos concluir que está formada igualmente por 

cuatro subunidades. 

Estos datos, unidos a los resultados anteriores (gráfica de Ferguson,.: 

electroforesis en condiciones na ti vas, cromatografía en DEAE-CELULOS.'. 

y de filtraci6n en gel) refuerzan la conclusi6n de que en los tejidos 

de maíz hay al menos dos isoenzimas de PEPC. Una dé:-.ellas está prese.!!. 

te en todos los tejidos estudiados, con la posible excepci6n quizás, 

de hoja verde, aún cuando como ya mencionamos, también pudiera estar 

presente en este tejido puesto que el pequeño pico de actividad en

contrado regularmente en cromatografía en DEAE-CELULOSA present6 un 

comportamiento muy similar al de los demás tejidos. La otra es una 

forma localizada exC:lusivamente en hoja, iñdependientemcnte de que es-



ta sea fotosintética o no. Esta isoenzima es, sin embargo, indu

cible por luz puesto que la cantidad de ella presente en hojas ve~ 

des (medida como unidades de actividad enzim~tica/mg de proteína) 

es muy superior a la presente en hojas etioladas. 
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Fig. 3. 1 l DETERMIN/\C!OO DEL PESO MOLECULAR DE LAS SUBUNIDADES rE 
LA PEPC DE HQJA VERDE (I), HQJA l:'TIOLADA (lfü-I) (I), 
HQJA ETIOLi\IlA IHE-II) (II) ,TALLO (IIJ,D\LLO DE 1'."IDRIC'N (II). 

Esta ~áfica fue obtenida con los datos hallados en los 
experimentos del mostrado en la fig. 3.10. 
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., III.6 ESTUDIOS INMUNOLOGICOS 

III. 6.1 Obtenci6n de Anticuerpos Frente a la forma Enzimá
tica encontrada en hoJa verde 

La presencia de anticuerpos específicos en el suero inmune fue co~ 

probada en ensayos de inmunoprecipitaci6n en capilares empleando 

como antígeno preparaciones crudas de PEPC de hoja verde. 

Los anticuerpos parcialmente purificados demostraron ser monoespe-

cíficos mediante la prueb·a de.Ouchterlony de doble inmunodifusi6n en 

geles de agar, puesto que apareci6 una única banda de inmunoprecipi

taci6n al cruzar el anticuerpo con extractos crudos de hojas verdes. 

Igualmente se hicieron placas en la que en el pocito central se apli 

c6 una cantidad determinada de antígeno y eil los circundantes canti

dades decrecientes del antisuero y viceversa; De esta forma, se 

investig6 la relaci6n 6ptima antígeno-anticuerpo para obtener una 

línea de inmunoprecipitaci6n definida y perfectamente visible tras la 

tinci6n. En la Fig. 3~12 se muestra una placa de agar con el resul-

tado de un requerimiento de este tipo. 

1 
El suero de un animal no inmuniz~do fue incapaz 

alguna de inmunoprecipitaci6n cuando se someti6 a 

lony conjuntamente con el antígeno (Ag) (extracto 

;¡ de producir banda 

la prueba de '.ouchte_r ; \ 

crudo de hoja verde)Ll-
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Inrnunoprecipitaci6n en agar de PEPC de hoja verde con IgA obtenidos 

frente a una preparaci6n pura de esta enzima. El pocillo central 

contenía los IgA y los circundantes cantidades variables del Ag 
(PEPC en extracto crudo de hojas verdes). 
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Comparaci6n inmuno16gica de las isoenzimas de PEPC de hoja y raíz 
de maíz. Los IgA fueron obtenidos frente a PEPC·de hoja verde 

(pocillo central), a: PEPC de hoja verde b: PEPC.-I de hoja etio

lada; e: PEPC de raíz. Se usaron las preparaciones enzimáticas 
obtenidas tras DEAE-CELULOSA en las pocillcs b y c. 



.. III.ó.Z 

. ·· .. 

Determinaci6n del grado de homolo&ía in
munológico existente entre las isoenzimas 

de PEPC de tejidos de maíz .. 

Las técnicas inmunoquímicas pueden en forma simple y econ6mica medir 

el grado ·aproximado de semejanza de la secuencia de amino,cidos de 

~as Prote~nas (e_s decir, su semejanza estructural), por lo "que cons

tituye una pr§.ctica al terna ti va a las técnicas ·mucho más d.ifíciles 

y caras de secuenciaci6n y comparaci~n directa de la estructura pri

maria de las proteínas. 

Por esta raz6n, nosotros hemos utilizado la prueba de doble difusi6n 

en agar de Ouchterlony y la de inmunotitulaci6n de preparaciones con 

actividad PEPC con el fin de comprobar si las diferencias electrofo

féticas y crOmatográficas encontradas se acompafian de diferencias in

muno16gicas. 

-III.6.2.1 

. · ...... · 

Prueba de doble difusión en gel 

de Ouchterlony · 

Cuando se ·realiz6 la· reacción de precipitación en gel de los 

anticu~rpos del suero inmune parcialmente purificados (obtenidos 

frente a la enzima PEPC de hojas verdes) con extractos de PEPC del 

mismo tejido· (precipitación del 30-607. con sulfato de amonio), se 

observ6 solamente una banda de precipitación definida y continua 

(Fig 3.13)•Ell demuestra (como ya comentamos) que los anticuerpos 

obtenidos son monoespecíficos para la isoenzima de PEPC presente 

en hoja .verde. 
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:._:!.. Pará deteriñinaT si la PEPC-l de ·hoja etioiada que Presenta 

~características .cr<nn_atográficas y electroforéticas similares 

de _hoja verde posee tambi~n similares características inmunológi

cas, se compaTaron ambas isoenzimas mediante esta prueba. Los r~ 

sultados .(Fig. 3.1_3.) muestran que las líneas de precipitación que 

dan lugar a ambas preparaciones enzimáticas se funden completamen

te .indicando una total identidad inmunológica y sugiriendo identidad 

molecular, en términos del antisuero usado. Por el contrario, no se 

observ~ro~ líneas de prec~pitaci6n cuando se difunde el suero frente 

a las formas enzimáticas de callos, raíz, o tallo o a la forma mino

ritaria (PEPC-II) obtenida tras cromatografía en DEAE-CELULOSA de 

extractos de hoja etiolada. 

En todos los casos se aplicaron en los pocitos las mismas unidades 

de actividad enzim~tica, como una forma de aplicar aproximadamente 

la misma cantidad de enzima ya que numerosos datos de la bibliogra

fía indican que PEPC purificadas de muy diferentes orígenes poseen 

una actividad específica en estado puro muy similar y cercana a -

25 unidadés/mg de proteína (40, 43, 44). 

Por ello podemos concluir que la ausencia de precipitados no se de

bi6 a escasez de antígeno, sino a que no existen· determinantes anti

génicos en común entre las dos isoenzimas encontradas en maíz. 
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III.6.2.2 Inmunoppecipitac~ó~ de la PEPC con Anti-PEPC 

de :hojas· verdes. 

Con el fin de corroborar la ausencia de reactividad entre las dos 

isoenzimas, hemos examinado la precipitaci6n de la actividad PEPC 

de preparación parcialmente purificadas de hoja verde y de raíz 

(tomadas ambas como representantes de las dos isoenzimas encontr~ 

das) por el suero anti-PEPC de hoja verde, siguiendo el procedi

miento descrito en M6todos •. Como puede observarse (Fig. 3.14) la 

actividad enzimática de hojas verdes es completamente precipitada 

por el anticuerpo (10 microlitros bastan para precipitar 0.125 uni 
dades de actividad enzim~tica), mientras que el mismo anticuerpo 

no tiene efecto sobre la actividad· de la enzima de ráíz incluso a 

concentraciones mucho más altas que las que producen total precipi

taci6n de la de hoja. Todas las incubaciones se hicieron en ambos 

casos por duplicado y con las mismas unidades iniciales de actividad 

enzim~tica. El suero control (obtenido de animal no inmun?--za'do) no 

modific6 la actividad soluble de ninguna de las dos carboxilasas du

rante el período de incubación. Este resultado proporciona un nuevo 

apoyo a la conclusi6n deducida de la .prueba de Ouchterlony de la exi~ 

tencia de considerables diferencias estructurales entre estos isoen-. 

zimas. 
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10 20 ! 
ANTI S~ERO AÑADIDO c,.-i l 1 

INlolJNOPRECIPITACICX>I DE PEPC DE HClJA VERDE 
(a) y DE RAIZ (o) 

Cantidades constantes de actividad de PEPC se incuba
ron con diferentes volúmenes de antisuero. Al mismo 
tiempo se emple6 suero no inmune como control. La 
incubación se llev6 a cabo a 4~0c durante 18 horas 
en un amortiguador s;ilino a pI I 7. 2 tras lo cual se 
centrifugó, y los sobrenadantes obtenidos se uti
lizaron para medir actividad residual de PEPC. 

LL8 



TABLA 3.5 RESUMEN CARACTERISTICAS DE LA ENZIMA PEP-CARBOXILASA DE 
DIFERENTES TEJIDOS DE MAIZ OBTENIDAS DURANTE EL DESARRQ 
LLO DE ESTE TRABAJO 

Eluci6n en DEAE- Rf en Rf en 
CELULOSI\ 

e [ KCI] mM) PAGE PAGE SOS 

PEPC hoja verde 104* 0.216 0.266 

PEPC-1 hoja etiolada 107•• 0.215 0.266 

PEPC-II hoja etiolada 110••• 0.291 0.435 

PEPC Tallo 157 0.305 0.435 

PEPC Raíz 150 0.310 0.435 

PEPC Callo cmbri ón 160 0.308 0.435 

• 

•• 
Un segundo pico no llD.lY definido, cluy6 a 168 rrM 

Representa el 97\ de la actividad total eluida de PEPC 

••• Representa el otro 3\ de la actividad total cluida de PEPC . 

Peso ioolecular 
estimado de las 
subwtldades 
(dal.tons) 

120,266 

120,266 

75,845 

75,845 

75,845 

75,845 

• 
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·I'V • : DISCUSION 

Los estudios de Ting y Osmond (42, 52) demostraron de manera clara 

la existencia de diferencias significativas a nivel cinético y mole-

cular entre las formas enzimáticas con actividad PEPC extraídas de 

diferentes orígenes (hojas de plantas c3 , c
4 

y CAM o tejidos no fo

tosintéticos), iniciando y mostrando así un importante camino a se

guir para abordar el estudio de la regulaci6n de los metabolismos i~ 

termediario y fotosintético en la que esta actividad enzim~tica inteE 

viene, así como para el estudio de la historia evolutiva de estas far-

mas enzimáticas. Estos autores concluyeron a partir de sus resultados 

que las diferencias observadas entre especies moleculares con activi

dad PEPC se debían a la :É~~~it:S"n" que· .realizan en diferentes tej Ídos 

y j.ustificaban su pa~ticular·: fWlción .en una ruta. m_etabólica o en 

otra, conclusión que hoy es c;:onsiderada - correcta. 

Resulta 16gico pensar que si queremos llegar a entender los aspectos 

regulatorios de las rutas metabólicas en las que participa la enzima 

PEPC, lo primero que hay que hacer es caracterizar de la manera más 

completa posible sus isoenzimas, puesto que sobre sus distintas ca

racterísticas moleculares ha de basarse la regulaci6n diferencial de 

estas rutas. Al mismo tiempo como apuntábamos anteriormente, estos 

estudios comparativos a nivel molecular posiblemente nos indicarán 

la proximidad o lejanía evolutiva existente entre las formas actuales 

de la enzima PEPC. 
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A este respecto, los resultados descritos en esta tesis que 

discutiremos a continuaci6n a la vista de los estudios ya publica

dos por otros autores, si bien son limitados, tienen el valor de 

confirmar algunos hechos ya publicados y de aportar nuevos datos 

e interrogantes que servirían de base para investigaciones futuras. 

La·primera caracterizaci6n de las isoenzimas de PEPC llevada a cabo 

por Ting y Osmond (42, 52) se bas6 exclusivamente en criterios cinE

ticos (valores de Vmax y Km•_J: de una· muestra amplia de especies 

y en criterios cromatogr~ficos (comportamiento.en una columna de in

tercambio i6nico de las preparaciones enzim~ticas crudas):: P~r lo 

que respecta a esta tesis merecen comentarse los resultados que 

ellos obtuvieron con hojas verd~~ .Y et~oladas y con raíz de maíz. 

ne acuerdo can·. Tiilg- y Osmond, el pico de activ;i.dad de la forma enzi

m~tica presente en hoja de plantas etioladas eluye de una columna 

de DEAE-CELULOSA a una fuerza i6nica inferior a la que eluye el pi

co de actividad de la forma Cn'zim~tica presente en hoja verde. Ba

sándose. en que no encontraron ninguna actividad PEPC en los extrac

tos de hoja etiolada que eluya en la regi6n en lo que la hace la ac

tividad PEPC de extractos de hoja verde, y viceversa, y en Que en 

experimentos realizados con extractos de hojas expuestas por períodos 

cro?cientes ·de tiempo se observ:ó un aumento progresivo del valor de 

fuerza i6nica al que eluye el pico de actividad hasta alcanzar el 

·valor típico de hoja verde, postularon qu·e el enverdeéimiento lleva 

consigo una conversi~n, por modificaci6n~ de la forma existente en 
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la hoja etiolada a la forma existente en hoja verdee Por otra 

parte, encontraron que la enzima de raíz queda más fuertemente re

tenida en la columna, eluyendo a valores de fuerza i6nica bastante 

superiores a las que eluyen las enzimas de hoja etiolada o verde. 

Nuestros resultados usando estos tejidos difieren notablemente de 

la de estos autores, puesto que nosotros encontramos que la activi-

dad de extractos crudos de hoja etiolada eluye en dos picos tras 

cr<>••atografia en DEAE-CELULOSA (PEPC I , I I) mientras que s61o pudimos 

encontrar un pico de actividad al cromatografiar los extractos crudos 

de hoja verde, eluyendo este a un valor de fuerza i6nica que razona

blemente coincide con el primer pico de hojas ctioladas (PEPC-I)e 

Debemos hacer notar, sin embargo, qu~ en repetidos experimentos crom~ 

tográficos encontramos de forma consistente en extractos de hojas ver

des un· "hombro" o pequeño pico a valores de· fuerza i6nica mayores a las 

del ~ico mayoritario que bien pudiera corresponder a la forma PEPC II 

.1._ • .axtractos de hojas etioladas, pero cuya caracterizaci6n siguiendo 

v~¿us criterios no sellev6 a cabo, por lo que no podemos. concluir 

inequívocamente que se trate .de la misma forma enzimática e 

Por Último, como volveremos a dicutir más adelante, el pico de acti

vidad PEPC de raíz concide con el PEPC-II de hoja etiolada, Es de 

hacer notar que nuestros experimentos cromatográficos fueron reali

zados controlando y estandarizando, en la medida de lo posible, todas 

las condiciones experimentales que pueden, de ser modificadas,conducir 

a la producci6n de artefactos. Así, las columnas usadas fueron en 

todos los casos del mismo tamaño y se aplicaron cantidades iguales 

12.l. 
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de prote~na y de actividad· PEPC en los diferentes experimentos. 

Por tanto, las discrepancias entré nuestros resultados y los üe 

Ting y Osmond, podrían. deberse, al menos en parte, a que estas va

riables no fueron controladas en su estudio y por ello no son con

fiables los datos que obtuvieron respecto a la posición del piéo 

eluído de las formas de PEPC. 

Por el contrario, nuestros resultados coinciden con los de ~ayakawa 

y ~ol. cs9) quienes años m~s tarde, e~tudiaron el cambio cualitati

vo y cuantitativo :que la enzima PEPC sufre cuando la plantfi pasa de la 

oscuridad a la luz, y a diferencia de Ting y Osmond, concluyeron que 
- . ' ~ ...... 

la luz induce Síntesis de nueva enzima. Hayakawa et al encontraron 

dos isoforrnas (PEPC-1, PEPC-11) tras cromatografía en DEAE-CELULOSA 

de extractos de hojas etioladas y un s6lo pico de actividad en hojas 

verdes, cuya eluci6n relativa a otra enzima usada como marcador in-

terno, la hacia corresponder con PEPC-I •. Al igual que bajo nuestras 

condiciones experimentales, la actividad de PEPC-1 era la mayoritaria 

en el extracto de h~ja etiolada. El que no se encontrase el pico de 

actividad, correspondiente a PEP,C-11 en hoja verde puede deberse a ,,, 
que esta actividad aún cuando est~ presente 'es r.ienor que PEPC~I (Fig. 

;>.2 de este est.ud.1o)y .es -ml!y pequeñ.a para-ser detectada (téngase en 

cuenta que el enverdecimiento supone un notable incremento de la ca!!. 

tidad de proteínas con actividad PEPC-1). Alternativamente existe la 

posibilidad de que la luz o el proceso natural de desarrollo de la -

planta, de alguna manera altere la velocidad de recambio de ambas fo~. 

1 
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mas enzimáticas conduciendo a un descenso de la actividad PEPC-II 

hasta valores no detectables y,al mismo tiempo a un gradual incre

mento de la actividad PEPC-I, como ya ha sido descrito para el ca~ 

bio que en los valores relativos de su actividad sufren otras isoen 

zimas (94). 

De cualquier forma, ei poder asegur~r que la forma enzimática PEPC-II 

est~o no presente en hoja verde tiene que esperar a los resultados 

de investigaciones futuras. La disponibilidad de anticuerpos especí

ficos frente a esta forma permitiría posiblemente detectarla, si está 

presente en en hoj ás v'Crdes. -

Resultados similares en cuanto al patr6n de eluci6n relativo en cro

m~tografía de intecambio i6nico de las formas enzimáticas caracterís 

ticas de hoja verde y hoja etiolada, son los publicados por Goatly y 

Smith (56) en caña de azócar y muy recientemente (despu~s de que el 

trabajo experimental que se ·describe en esta memoria ya h~b~a sido 

concluído), por Vidal y Gadal en Sorgo (63) y en maíz (139) todas 

ellas especies c4 . En estos estudios se encontr6 que la forma típica 

de hoja verde eluye de una columna de intercambio iónicoa fuerza i6ni; 

ca menor que lo que lo hace la forma enzimática característica de boj; 

etiolada. Ello parece indicar que este comportamiento cromatogr~fico 

es una característica propia de la enzima asociada a fotosíntesis en 

hojas de plantas c4 y que la diferencia claramente de la forma anapl~ 

r6tica existente en hoja etiolada. De acuerdo con nuestros resultado. 

que en este punto coinciden con los de Hayakawa y col. pero difieren ' 



de los de Vidal y Gadal y de .los de:Goatly y Smith, esta fonna fotosint6-

tica se está expresando en hoja aún cuando la planta haya sido cr~ 

cida ·en la oscuridad, si bien la ilurninaci6n se traduce en un incr~ 

mento de varias veces de la cantidad Presente de esta isoenzima como 

ha sido demostrado inequívocamente por Kóbayashi y col. (102), Ha

yakawa y col. (59) y :·Hague y Sims '{103, 105). Queda sin respuesta 

la pregunta de en qu6 momento dél desarrollo de la plántula aparece 

esta forma enzimática que obviamente ~stá implicada en el metabolis-

mo aut6trofo. Es de esperar que durante el período heter6trofo de 

la vida de la planta sea la forma anapler6tica la predominante, si 

no la única presente. Cabría la posibilidad de que la síntesis de 

la forma "fotosintética" sea inducida no s6lo por luz, sino por el 

estado nutricional o de desarrollo de la planta. Ello justificaría 

su presencia en plantas etioladas (téngase en cuenta que el estudio 

en este caso se realiz6 con plantas que ya contaban con , 12-15 días 

de edad). Lógicamente, se necesitan estudios adicionales para con

~irmar o rechazar esta hip6tesis. 

Adem~s de confirmar algunos de los datos de Jlayakawa y col., en el 

trabajo que aquí presentamos, nosotros extendimos estas observacio

nes con estudios electroforéticos, los que permiten distinguir cla

_ramente entre ambas formas enzimáticas, ya 3uepresentan en geles de 

poliacrilarnida en condiciones no desnaturalizantes una movilidad re-

lativa distinta, concordantecon la densidad de.carga que habían deme~ 

trado en la cromatografía de intercambio i6nico.. Además determinamos el 
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peso molecular de sus subunidades, lo que, seg6n nuestro conocimie~ 

to, no se había hecho hasta la fecha con la enzima característica de 

hoja etiolada (PEPC-II). Los valores de peso molecular hallados pa-

ra las subunidades de la enzima presente en hoja verde (PEPC-I), están 

de acuerdo con los publicados por Uedan y Sug~yarna (40) para enzima 

de hoja verde de· maíz. 

Por lo que respecta a los resultados que obtuv~mos al estudiar otros 

tejidos de maíz, resulta a nuestro juicio nuy interesante el hallaz

go de que la única ·forma de la enzima fosfoenolpiruva to carboxilasa 

que estos tejidos parecen poseer presentan características en todo 

similares a la forma típica de hoja etiolada en cuanto a los pará

metros estudiados {peso molecular, 'comportamiento cromatogr~fico, 

electroforético e inmunol6gico). De estos resultados, se puede con

cluir que en maíz, existen únicamente dos isoenzimas de PEPC, una ana 

pler6tica presente e~ cualquier tejido, con la posible excepción, ya 

discutida, de hoja verde, y otra fotosintética, presente en hoja. 

Cabe destacar que aunque son varios los trabajos existentes a la bi

bliografía sobre la enzima PEPC de raíz.de maíz (137, 140), ninguno 

de ~os ha consistido en un estudio electroforético, ni inmumol6gi

co. Por tanto, los datos relativos a su movilidad en electroforesis 

no desnaturalizante en geles de poliacrilamida, al peso molecular de 

la proteína nativa y de sus subunidades y a su falta de reactividad 

con los anticuerpos anti-PEPC de hoja verde son totalmente originales 

1:1'. 



de este traba;n Lb mismo podemos decir de los estudios realiza-

dos sobre la enzima de tallo y de callo sobre los que, por lo que 

nosotros sabemos • no se había realizado ning6n tipo de estudio has 

ta la fecha.· 

La Presencia de varias formas de una enzima plantea preguntas ace.!:_ 

ca de la naturaleza de este polimorfismo, lo que es de gran importa~ 

cia para comprender la regulaci6n de esa actividad y el orígen y de

sarrollo evolutivo de estas formas, las proteínas variantes pueden 

presentar solo pequeñas diferencias en estructura terciaria que serían 

suficientes para afectar su movilidad electToforética o su comporta

miento en cromatografía de intercambio i6nico pero que no afectaría 

suficientemente la funcionalidad de la enzima. Por lo que respecta 

a la actividad enzimática objeto de este estudio, la enzima PEPt 

las conocidas e imPqrtantes difere~cias que existen entre las isofor

rnas a nivel funcional puestas de manifiesto por otros autores ~52, 

59, 6~) parecen sugerir que deben existir entre estas isoformas di

ferencias estruc~urales mayores. 

En principio, nuestro hallazgo de que el peso molecular de las iso

formas en su estado nat1 va era prácticamente coincidente, parecía 

hablar en forma de pequefias diferencias estructurales, pero un es

tudio más profundo revel6 diferencias importantes en cuanto a sus 

propiedades inumol6gicas. El grado de semejanza estructural entre 

las isoenzimas, puede determinarse por análisis inmunol6gicos, en

tre otros métodos. La ausencia de la acci6n cruzada de los anticue~ 

J;r¡ 



pos anti-PEPC de hoja verde con las otras PEPC debe interpretarse 

en el sentido de que hay un grado considerable de diferencia es

_tructural entre estas dos formas enzimáticas, puesto que se consi

dera que dos proteínas que difieran en su secuencia de aminoácidos 

en más de un 40\ generalmente no exhiben reactividad cruzada (106) . 

.Debemos yuntualizar que, a este respecto, nuest~os resultados difie-

ren de los de Hayakawa y col. (59) ·Aue si encuentran un 

to grado de reconocimiento entre la forma PEPC-II de hoja verde tam

bién de maíz y de los dos de Vidal y Gadal (104) que en sorgo encon

traron igualmente reacción cruzada entre las formas enzimáticas de 

hoja ctiolada y los anticuerpos anti-PEPC de hoja verde. Por otra 

parte, Per.rot-Rechnmann y Col. (110) reportan la existencia de ca

racterísticas inmunol6gicas comunes entre las PEPC extraídas de orí

genes tan diversos como hoja y raíz de especies c4 , c3 , y CAM, pues

to que según estos autores, al suero obtenido frente a la isoenzima 

de hoja de una especie c4 reconoce a todas las carboxilasas citadas. 

Hemos de señalar que en los estudios inmuriol6gicos descritos en esta 

memoria utilizamos como antígeno la forma fotosintética PEPC-1 de ho

ja verde, purificada cuidadosamente, no s6lo para eliminar proteínas 

contaminantes, sino también la forma PEPC-11, aunque como discutimos 

anteriormente· su ptesencia en extractos de hoja verde está aún- por 

demostrar. 

Bas~ndonos·en nuestros resultado~ concluimos que las dos isoen-



zimas encnontradas en maíz son realmente entidades moleculares to

talmente distintas. y es tentador pensar. que la forma fotosint~tica 

específica de hoja apareci6 como un car~cter c
4 

al mismo tiempo que 

este metabolismo, sin que exista una relaci6n evolutiva con la forma 

anapler6tica. 

De haber existido una relaci6n evolutiva entre las dos formas de -

PEPC de maíz, los determinantes antigénicOs deben haberse perdido, 

cambiado o enmascarado, de manera que flO son ya reconocibles en las 

isoenzimas actuales . Si este fuera ei caso, estas isoenzimas debe-

. rían haber estado sometidas a una fuerte presi6n de mutaci6n o selec-

ci6n. Por otra parte hasta que no se consigan auticuerpos frente a· 

la isoenzima PEPC-I1,no se puede descartar la posibilidad de que al

gunos determinantes reconocidos por el suero anti-PEPC·II puedan dar 

reacci6n cruzada con PEPC-1 • 

. ·~·· 
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V. CONCLUSIONES 

J • Se ha podido detectar de manera clara una sola especie molecu

lar de la enzima PEPC (PEPC-I) en hoja verde de maíz. 

2. En hoja etiolada de maíz se han encontrado dos formas molecu

lares de esta enzima (PEPC.-I y PEPC-II), siendo una de ellas. 

en todo semejante a la encontrada en hoja verde, aún cuando en 

tejido etiolado presenta una actividad considerablement·e menor. 

3. En extractos de raíz, tallo y callo {procedentes 

de embriones de maíz) est? presente una forma enzimática que en 

cuanto a peso molecular de la proteína nativa y de sus subunida

des y en cuanto a criterios cromatográficos, electroforéticos e 

inmunol~gicos son indistinguibles entre sí y con la forma presen

te en hoja etiolada (PEPC-II). 

4. Ambas formas enzimáticas encontradas en los diferentes tejidos 

estudiados (PEPC-I y PEPC-II) presentan fuertes diferencias es

tructurales, como se pone de manifiesto por la ausencia de reac

ci6n cruzad.a con los anticuerpos anti-PEPC-I .. 
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CONCLUSION. GENERAL 

Se demuestra que en maíz existen al menos dos isoenzimas de PEPC, 

que por su distribuci6n deben estar asociadas a funciones metab6-

licas tan diferentes c9mo la asimilaci6n fotosintética del co2 ª! 

mosf&rico(típicamente aatótrofo ) y la participaci6n en el metab~ 

lismo anapler6tico (heterótrofo) ,. Por otra parte, se ha puesto de 

manifiesto que las diferencias estructurales entre ambas isoenzi

mas son tales que parecen indicar un origen evolutivo no común. 

-·~ -
• .. > • 

' . ' . . . . 
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