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RESUMEN

La enzima fosfoenalpiruvato carboxilasa (PEPC) ha sido puri-
ficada parcialmente de diferentes tejidos de Zea mays para es-
tablecer el grado proximidad estructural entre las isoenzimas

y a la vez conacer mejor la funcidon de esta enzima en el me-
tabotismo de las plantas. Se ha hecho un estudio bioquimico en
base a criterios electroforéticos, cromatograficos e inmunoquj-
micos. De acuerdo a esos criterios y en base a los resultados

de este trabajo, se ha concluido que en maiz existen dos pobla-
ciones de -isoenZimas de PEPC: PEPC-I y PEPC-II. Una de esas po-
blaciones es caracteristica de tallo, raiz ¥ callo de embriones
(PEPC-II), mientras que la otra poblacién corresponde a hojas de
plantas verdes {PEPC-1). También se detectaron ambas formas en
hojas de plantas etioladas, siendo la PEPC-I mayoritaria. Las di-
ferencias estructurales entre Tlas PEPC- y la PEPC-II son pronun-
c¢iadas ya que no existen reacciones de reconocimiento inmunold-
gico entre los anticuerpos de la PEPC-I y 1la isoenzima PEPC-II.

ABSTRACT

Phosphoenalpyruvate carboxylase (PEPC) has been partially purified
from different maize tissues and compared in corder establish its
structural relationship and have a better knowledge of its in vivo
activity.A biochemical study has been performed using electrophore-
tic,chromatographic and inmunochemical c¢riteria. According to re-
sults, it has been concluded that two populations of isoenzymes
exist:PEPC-I and PEPC-I1., One of this 1is characteristic of root,
stem and embryo callus {(PEPC-II), while PEPC-I corresponds to lea-
ves fromm green plants. Both isoenzymes were also detected in etyo-
lated leaves, being PEPC~I the major enzyme. Structural differences
between the two most be impertant since no cress-reaction took
place between the antibodies to PEPC-I and PEPC-II enzyme,
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INTRODUCCION

La regulacidn e integracién de los procesos bioquimicos implica
dos en la asimilacidn del CO, fotosintético en el metabolismo C,
no Son aiin 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 Cq en l@s pro
ductividad de las plantas bajo ciertas condiciones ambientaﬂes ha

afiadido un extraordinario interés a su estudio.

Los mecanismos regulaterios de la actividad de la enzima Fosfoe-
nolpiruvato Carboxilasa, (PEPC) {EC4.1.1.31) asi como &1 control
que esta actividad ejerza sobre el flujo de metabolitos a través
de esta ruta Cq. deben ser factores de regulacidn claves. La en-
zima PEPC es la primera de las dos enzimas carboxjlantes implica-
das en la fijacion de COZ en este tipo de plantas y la reaccian
que cataiiza es irreversible. Por ello es considerada por muchos
como una enzima cuya actividad dehe estar fuertemente sometida a

control.

Hay que tener en cuenta, ademds que la funcidn que esta actividad
enzimdtica desempefia en el metabolismo de las plantas es doble:

una funcidén fotosintética, a la que hemos estado refiriéndonos has
ta ahora, y una funcidn anaplerdtica. Ello sugiere que deben exis
tir formas diferentes de esta eﬁzima asociada a las diferentes fun-

ciones, siguiendo la estrategia general del metabolismo, que en es



tos casos desarroila:iisoenzimas como medio de lograr una regula

¢ién diferencials. =

En;geﬁeféi,i1bs'estudids bioquimicos sobre las iscenzimas son im
portantes para conseguir la comprensién de su origen genético y
‘evbiutivo, asi como de su papel en la fisiologia de la células
diferenciadas. Al mismop tiempo estos estudios pueden proporcio-
nar valiosas informaciones acerca del control de la expresidn ce
nética durante el desarrolio de las células diferenciadas y sobre

la naturaleza de l1os controles metabdlicos en estas células.

En nuestro caso particular, estes estudios cobran una relevan-

cia especial, cado cue la tdscueda de un incremento de producii-

vyidad en las nlantas +tfipo C., por introduccidn en éstas de ca-

tay

racteristicas propias de las plantas tipo Cq, plantea el proble-

na central de conocer el grado de'parentesco” gue existe entre

Tas actividades enzimdticas clave cel proceso asimilader de COZ
en los dos tipos de nlantas {de "baja productividad"” o plantas

C,y las ce "alia procuctividad” o plantas C4). La eficiencia de
este nroceso es en gran medida 12 determinante de la nroductividad
de una pnlanta. Una de estas actividades claves es, sin duda, 1z

de la enzima fosfoenolpiruvaio carboxilasa (PEFC) ¥y ello afa-

de adn més intierés a la tarea de investigar la naturaleza, fun-

cidn y operacidn de esta enzima.



Decfﬂiﬁosﬁ{ﬁéfﬁﬁr este ﬁfgbi§h§*€n'ﬁhé primera etapa en su forma
ﬁﬁs'éimpiéi §3nugéirq 3hiE§6;:ﬁ5c%éﬁdu un estudio comparativo en
tre jésforma‘fétdsiﬁtéficé de la enzima PEPC caracteristica del

'meféb011566 C4 y.Ta ($) formé (s) no fotosintética (s) de esta en

zima existente en la misma planta. Esta {s)} dltima {(s) supusimos

deberian ser similares en cuanto a caracterista y funcidgn a la (s)
fqrma {s)} presente {s) en plantas €5, puesto que de las especies

C3 derivan todas las especies €p. De esta forma, quisimos elimi-

nar las diferencias interespecificas, que iiabriamos de encontrar fo:
zosamente en el caso de estudiar comparativamente la enzima de es-
pecies C3 y Cq. Las diferencias que pudiéramos encontrar &ntre las

isoenzimas fotosintéticas y anaplerdtica (s) podriamos con certeza

asignarlas a una funcidn metabdlica especifica y concluir sobre 1a

aroximidad genética de las formas encontradas.

En 1a bibliografia cientifica, existen varias publicaciones sobre

la enzima PEPC de Zea mays {especie perteneciente al grupo de plan
tas Cq objeto de este trabajo), pero no existe un acuerdo sobre el

tipo y nimerc de iscenzimas presentes en los tejidos de esta plan
ta.

Teniendo en cuenta las anteriores consideraciones, en el presente
estudio nos propusimos reinvestigar el problema del polimorfismo
de la enzima PEP carboxilasa en Zea mays usando técnicas bioquimi

cas convencionales ¥y técnicas inmunoldgicas que no habian sido &

vtilizadas anteriormente, con &1 fin de que 105 resuitados encon-



trados arrojaran atguna luz sobre la homologia estructural y de

aqui sobre'la‘prdximidad genética de las isoenzimas encontradas.
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1.1 FOSFOENOLPIRUVATO CARBOXILASA EN PLANTAS

El pap2l central de esta enzima en el metabolismo intermediario
de las plantas en general y su innegable importancia en el pro-
ceso fotasintético de asimilacidn del carbono en plantas C4 Y en el
metabolismo dcido crasulaceo (CAM) ha hecho su estudio interesan-
te para numerosos investigadores. Los resultados de estos traba-

jos se& han QFcopilado en varias revisiones mds o menos completas

(1,6,9b,233,71,101)

Para que sirva de marco de referencia al trabajo presentado en es
ta tesis incluimos una revisidn actualizada de 1o que se ha publi-
cado acerca de las caracteristicas fisicoquimicas, inmunoldgicas

y cinéticas de la enzima PEPC, asi como de los mecanismos de regu
lacidon de esta actividad enzimdtica que han sido encontradas en

plantas hasta la fecha.

1.1.1 Reaccion Catalizada

La enzima PEPC (EC 4.1.1.31) cataliza la carboxilacidn del fos-

foenolpiruvaro seglin 1a reaccidn formulada.

-

—
fosfoenolpiruvate + HCO3 5 OXALACETATO + HPG4




La reac¢i§p ;jeﬁe un cambio de energia libre muy alto

- -Afﬁf'-ﬁ"ig-dfkta1/m01) Y es pricticamente irreversible.

Esta acﬂividad fue descubierta en tejidos de plantas por Bandurski
(3.4) then ademds purificd parcialmente la proteina responsable
de la actividad de PEP Carboxilasa y demostrd que para la activi-
dad catalitica se necesita la presencia de Hg+2(5). Posteriormen
te Maruyama 7144) demostrd que 1a carboxilacién de fosfoenolpiruva-
to (PEP) por la enzima extraida de cotiledones de cacahuate utili
zaba como sustrato bicarbonato (Hcoi) y ho CUZ’ compocurre con
otras reacciones de carboxilacidn catalizadas enzimdticamente.

Mds aiin, se ha demostrado que esta’enzima es la itnica carboxilasa

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

1.1,2 Distribucidn y Compartamentalizacidn Celular

l.La enzima PEPC estd presente en todos los tejidos vegetales en los
que se ha buscado; iqualmente algunas bacterias contienen enzimas

con actividad de PEPC, Sin embarge, est@ ausente en tejidos ani-

males. (6).

En cuanto a su ubicacibén celular, la mayoria de los autores si-
tiian 2 1a PEPC en é1 compartimiento citoplasmitico (37,38,49,4%a)
aunque algunos sostienen que estd asociada a cloroplastos, tanto

en plantas C, {50) como en plantas CAM (51).



1.1.2 Funciones bioifgicas

La enzima PEPC presenté en tejiidos de plantas cataliza la fi-
"jacién " del COz.yf1a sintesis concomitante de dcidos dicarboxi-
licos, pero la funcidon que esta reaccidn desempeiia dentro

dé1 metabolismo depende del tipo vy fisiologia del tejido en
que Se encuentre.

1.1.3.1En tejidos no fotosintéticos. Adn cuando 1a
carboxilacidn no asociada al proceso fotosintético (cataliza-

da por PEPC) es ubicua en las plantas, existe relativamente no-
~ca -informacidn con resnecto al sirnificado de esta fijacidn de

C02 no fotosintético. Se cree sin embargo. que esta carboxila-
cidon pudiera ser integrante de un {a) mecanismo de requlacion
‘del pH y de un (b) proceso anaplerdtico.

a) Yecanismo de regulacidn del pH. E} movimiento de iones puede
producir cambios importantes en el equilibrio acido-base; sin
embargo, €1 citoplasma requiere mantenerse a un pH constante; se
ha sugerido que un control fino de pH citopldsmdatico puede alcan-
zarse mediante un balance entre carboxilacidn y descarboxilacicdn:

co COOH
2
RH kﬁ RNCOOH €00 H e, RH

De acuerdo con esta jdea, Davis (2) propuso un mecanismo metabd-

lico regulador del pH citoplasmatico, que implicaria, por un lado,
a la actividad de PEPC en asociacion con la malato deshidrogenasa
disminuyendo el nH celular al generar dcidos orndnicos madiante la
fijacion del COE’ v por el otro tado, a la enzima mdlica que ten-

dria efectos opuestos al descarboxilar al malato.



€Oy

\ - COs
PEP 0AA —HALATO————PIRUYATO
(1) (2 {3)
(1) PEPC (2)HALATO DESHIDROGENASA (3)EWZIMA MALICA

En conSecuéncia, Tos niveles de metabolitos y de H* modularian

"estas actividades metabdlicas antagdnicas. La sensibilidad de este
mecanismo regulador de pH estaria determinada por la pendiente de

las curvas de actividad frente al pH de las enzimas implicadas y se-"
ria aumentado por efectores que actuarian de manera opuesta a las
enzimas.Los siguientes tres procesos fisioldgicos pudieran expli-
‘carse en base a esta hipotesisiilovimiento de les estomasiestimulacion

del crecimiento por auxinas y sintesis de malato para Tograr ba-

lance jonico ,

i)Movimiento de lTos estomas. En Tas células guarda de epidermis
donde PEPC se bastante activa (21) se ha reportado un incremento en
la concentracidn de malato durante 1a 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 osmotico negativo que
resulta de 1a captacidon del ion K+(10) que es equilibrado eléc-
tricamente por la ljberacidon de iones H* durante la formacién de
malato y citrato (26); de ahi la importancia que tiene 1a actividad
de la enzima PEPC en el funcionamiento de los estomas, Las carac-
teristicas cinéticas de esta enzima de células guardas de Vicia
faba concuerdan con la funcidn asignada a esta enzima en el ci-

toplasma durante el flujo de H*



ii)fﬁétfmuTa;ién.del crecimiéntu por auxinas.lLa adicion de
.auxinas-a muchos tejidos vegetales se trdduce enuna sa
lida_de K+ a la pared celular {12) incrementando la ex
tepsibi?idad.de esta, ya sea por activacién de enzimas
.ofpor rupturas de enlaces "dcidos-1dbiles" (128, 129),
AI_miémo tiempo se registra una acumulacidn de XK+ y ma-
 1ato(13. 14} y un incremento significativo en la velo-

cidad de fijacidn de €D, en la oscuridad.

Es obvipo que una liberacidn continua de H+ al medio po-
dria agotar la capacidad amortiguadora del citoplasma,
o gque conltevaria un incremento del pH celular. Esto
iltimo se evitaria si funcionara un mecanismo compensa-
torjo como el propuesto por Davies (9). En este sentido
ha reportado que las propiedades de la enzima ~PEPC

sa extraida de coleoptilo de avena son consistentes con
1a funcidn de disminuir pHsintracelulares altes (16, 17}.
be igual manera)1a adicion de ia fitotoxina fysicoccina,
que tambi€én estimula la salida de H+ en tejidos etiolados
de coleoptilos de avena y la captacidn de K+ (19), produce
una sintesis rédpida de malato en esos tejidos, probable-
mente a través de l1a actividad de PEPC acoplada con l1a ac
tividad de malato deshidrogenasa {15). Puesto que no ha
podido demostrarse un efecto directo de Ta fusiccocina in

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



aumento del pH celular 1o que incrementa la actividad
de esta enzima, de acuerdoc con la hipdtesis ge vavies ya

mencionada.

iii) Sintesis de malate para lograr un balance iénico.
Como hemos venido discutiendo las células vegetales Ti-
beran H+ al medio cuando la captacidén de cationes exce-
de Ya de aniones, y para ellio sintetizan cantidades equi
valentes de dcidos orgdnicos. Ello cobra especial im-
portancia en el tejido meristemdtico de rafz (punta de
raiz), Existen evidencias que indican que el Lo, se fija
via PEPC para formar oxalacetato el que a su vez es re-
ducido a malato por la malato deshidrogenesa soluble
{22, 23). La sefial que dispara ia sintesis .de 1os
dcidos . puede ser un aumento de pH citoplasmiatico, co-
mo postula Davies. Sin embargo, recientemente, Roberts
et al. (65) no han podido detectar ningiin cambio de pH
en 21 cit oplasma como cabria esperarse por la salida de
protones (H+) que acompaiian a la entrada de cationes.
Parece por tanto, que los mecanismos de regulacidn del
pH intracelular responden muy rdpidamente y ello lleva

a estos autores a postular gque la sintesis de acides or-
ginicos se incrementa por un aumento en la concentracidn
citopliasmatica del HC0'3 resultante de una entrada incre

mentada de CGZ' acoplada a la salida del H+.

/0



b)Funcidn Anaplerdtica: ademds de formar parte de un mecanismo
regqulador de pH, se ha propuesto que la PEPC tiene una fun-
cidn anaplerdtica siguiendo la definicidn de Kornberg (20).
Asf en 1a biosintesis de aminodcidos, la enzima PEPC desem-
peifia un papel importantisimo. ya que su funcionamiento ali-
menta la poza de intermediarios del Ciclo de Krebs, que de
otra manera serian agotados por su usoc como esqueletos car-
bonados pare la biosintesis de amincdcidos. Esto es espe-
cialmente cierto en nodulos de plantas gque exportan nitrdgeno
para eliminar el exceso de amonio incorporado en raiz por con
version de los aminodcidos aspartico y giutdmico en sus res-
pectivas amidas (24, 25)}. Igualmente estaria desempehando
.una funcion anaplerética tipica en las etapas tempranas de la
gerﬁinacién. ya gque el incremento de esta actividad enzimdti-
ca estudiado en semillas de algoddn y sorgo {28) sugiere que
PEPC constituye el sistema proveedor de matato en los esta-

dios tempranos de desarrollo.de plantulas.

1.1.3.2. En tejidos fotosintéticos.La PEPC realiza

una funcidn fotosintética clara en las hojas de las especies con
metabolismo C, y dcido crasulaceo (CAM). Ademds, Ting y 0Os-
mond (52) han sugerido que la enzima PEPC encontrada ea hojas

de plantas Cq también posee una funcidn fotosintética, puesto
que ‘interviene en 1& sintesis de maltato a partir de fosfoenol-

piruvato y el malato puede ser considerado como un producto fi

4



nal del ciclo de reduccidn fotosintética del ca&rbono. Sin
embargo,la actividad de 1a enizma extrafda de hojas de plan
tas C, y CAM es unas 20-30 veces mayor que la procedente de

hojas de plantas C3’ To que sugiere unamayor relevancia en

el metabolismo fotosintético en aquellos casos y es por ello
que nos limitaremos a discutir con detalle su papel en el me-

tabolismo Ch ¥ dcido crasuliceo.

2a) Funrcidn en el metabolismo ﬁ4. La fotosintesis en plan-
tas C# 25 una de las principales varjaciones del proceso
fotosintético de asimilacién del COZ’ conjuntamente con
el metabolismo dcido crasuldceo {(CAMH)}, de 1a ruta C3 o Ci
clo de reduccidn fotosintética del carbono. Fueron Hatch
Yy Slack quienes -~propusijeron por primera vez que en un gran
nimero de plantas se verificaba una ruta ciclica basada en :
la reaccién de beta-carboxilacian del fosfoenolpiruvato (PEP);
catalizada por la enzima PEPC (8B). Las especies Cq han
desarrollado una compieja compartamentalizacidén de enzimas
y un iguaimente complejo transporte de compuestos entre dos
tipos de células: céElulas de T1a vaina vascular, locali-
zadas en el interior de la hoja rodeando el xiiema y ail - -.
floema, ¥ télulas  del mesdfilo. Ambos tipos de células L
contienen cloroplastos,pera difieren en su contenido en
ciertas enzimas. EI CU2 atmosférico que penetra a través

de los estomas se fija primariamente en el citopliasma de

2
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las c€lulas del meséfilo como un dcido de cuatro dtomos
dé carbono {dcido oxaloacético) mediante la reaccidén de
tarboxilacién catalizada por la enzima PEPC. El dcido

de cuatro carbonos se trasporta a las cé&lulas de la vaj
na vascular donde se& descarboxila 1iberando un &cido

de tres dtomos de carbono y CDz. E1 CO2 asf formado se
asimila en el cloroplastos de estas células por el ciclo
deCalivin, que es exactamente igual al que opera en cloro-

plastos de plantas C3. E1 dcido de tres dtomos de carbo-

no se transporta a Tas células del mestfilo donde se regenere

ra el sustrato de la reaccidn de carboxitacidon, cerrdndo-

se asi un ciclo(Figld;

En las plantas con metabolismo fotosintético C4

la PEPC proporciona una adecuada capacidad de carbo-
xilacidn lo cual se traduce en una fijacidn ripida

de CO,. Debido a la funcidn de l1a enzima PEPC, se al-
canza buena eficiencia en el procese fotosintético en
células del mesdfilo, afin cuando en estas células exis-
ten bajos niveles de CO, durante el estado estacionario
de la fotosintesis. La carboxilacidn promovida por esta
enzima también permite superar la alta resistencia que
ofrece la superficie de la hoja a la difusidn de C0,. Por
otra parte, las reacciones enzimiticas y los procesos de
transporte que conpletan esta ruta metabdlica sirven pa-
Ta concentrar CO2 en las células de la vaina vascular,

permitiendo velocidades de fijacidn de CO, mucho méAs altas

4



que las alcanzadas en plantas Ca)en-]as que exclusivamen
te cpera el ciclo de Calvin, Resumiendo, 1a asimilacidn
-fotosintética neta del COZ es superior en plantas C4 que
'en plantas C3 debido a: 1)1a concentracidn de C02 en las
células donde se localiza e1 ciclo de Ca]viq)se incremen-
~ta a niveles considerablemente superiores a los que se al-
canzarian por simple difusidn del Co, atmosférico;

2) la refijacion del CO2 Tiberado en las células de 1a
vaina, si bajo condicifones extremas ocurriese fotarres
piracion. Ambos efectos son posibles gracias a la existen
cia}en el citoplasma de las células del  meséfilo

de la enzima PEPC c¢uya importancia en el procese asimi
lador de CD2 en plantas C4 queda asi de manifiesto. £Estas
caracteristicas bioquimicas de las plantas C, dan cuenta

de las altas velocidades fotosinteéticas de estas plantas Yy,
ademés, del use altamente eficiente del agua, entendido
en términos de que transpiran menos agua por unidad de car-
- bono fijado (31), 1o que las hace ser plantas mds producti-

vas ¥y que crecen bien en ambientes semidridos.

b.) Funcién en e} Metabolismo Acido Crasuldceo.
. 1
Este metabolismo es una adaptacion fisiolégica y bio-
gquimica importante del metabolismo fotosintetico del car-

hono a condiciones de escasez de agua en climas dridos.
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En 1a fig.1,2 se esquematizan las rutas metabglicas impli-
cadas en la asimilacién fotosintética de CO, en estas -
plantas. Durante la noche estas plantas tienen abiertos
sus estomas permiticendo as7 la entrada de CO2 can pérdidas
minimas del agua intracelular. La fijacidn primaria de

CO2 en un compuesto orgdnico (&1 'dcido oxalacéticod, un dcido
de & carbonositiene Tugar durante el perfbdo de oscuridad
gracijas a la actividad PEPC. La enzima malato deshigroge-
nasa convierte al oxalacetico en dcido midlico, el cual es
aimacenado en las vacuoias de la pianta. Durante el dia,
los estomas estdan cerrados, de otra forma las pérdidas de
agua impedirian la soprevivencia Pero el proceso fotosin
tético, que requiere luz y CUz.puede tener lugar ya que se
utiliza al COZ resultante de la descarboxilacidn del malato
acumuiado (32,33, 34,36).La PEPC aparece en este metabolismo

como una enzima clave, dado que cataliza la fijacigén prima-

r'ia.del.'CO2 atmosférico.

1.1.4 Caracteristicas de 1la PEPC

° a) Isoenzimas.- Se ha descrito que existen varias
formas moleculares diferentes con actividad de PEPC (isoeg
zimas) asociadas a otras tantas diferentes funciones fisio

16gicas. Asi, Ting y Osmond (52) han sugerido que existen

1



' cuatrb.forma§ moleculares distintés de la enzima en b]ag
;ta§§ -fo£9s{ﬁtEtica':Cq{ fotosintética C,, fotosintética
:CAH y'hﬁa no autdtrofa. Los estudios de esios autores es
fﬁb]etieroh.que la enzima de hojas de plantas C3 difiere
de 1a. de C4 en sus propiedades fisicas y cinéticas e igual
mente difiere de 1a enzima presente en hojas de plantas
CAM}(45, §2). La situacién, sin embargeo, puede ser mis
compleja que la propuesta por ellos, puesto que dentro de
las plantas C, se han descrito diferentes formas molecuala

res de est2 enzima a tas cuales se 'ltes nan atribuixio
diferentes funciones metabd6licas (53,54}

Por otra pafte, se ha encontrado que las formas enzimdticas
presentes en hojas etioladas difieren de las presentes en
hojas verdes tanto en nlantas C3 comp en plantas 04 (82, 55,
66, 57, 63), En un principio se sugirid que la PEPC de

hojas verdes procedia de las hojas etioladas por una modi-

ficacidn postraduccionai or%ginada por la 1uz {52, 55, 57}.
Posteriormente varios autores han demostrado que ccurre sin
tesis de proteinas de novo en respuesta a la luz y que esta
proteina sintetizada corresponde a la forma enzimdtica tipi-

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

Lo que no ha sido comprobado afin es el destino que sufre
la forma tipica de las hojas etioladas, puésto que ya no

se ha detectado en hojas verdes. £Esta fue 1la razdn de que



-_1#5_primgrbgfestudibg-péréciansugerir una transformacidn
de una en otra, ﬁéhn a) demostrarse que esto no BS 257,
:hﬁ50,§Ue'pensar en une degfadacién adecuvada v represidn
 de 1a $intesis de lz Torma tipica de hojz etiplade duran-
te el proceso de enverdecimiento de 1a hoja. lgualmente
se han descrito isoformas en plantas CAM (52, 8D, 61, 62)
_ sugiriéndose que la modificacidn en Ya composicidn isoen-
zimatice podriaz ser un nrimer pasc en la respuesza al fo-

toperiodo a nivel metabfiico (€1, 62}.

obkropiedades inmunoldoicasz. Aungue pb MUy nume-
rosps, =i sorn varies los trabajes pebliicados sotre ia Ob-
tencidén y usec ge anticuerpes frepte g 12 enzimea
€ oiversos orisenes . e estes Tranpajns Que  en
foerme resumida se expondré&n & continuacidn, parece dedu-
cirse aue las fpormas de la enzima presentes en diferente:
tejicoz 5 planta: presentan un grado relativamente alte
de nomologi: estructurzy, lo que implicaria un origen eve-

Tutivo comin de todas ellas.

Los anticuerpos conseguidos frente & la enzima obtenida
de hoje verde de plantas L, cruzZan con Tas formas & P P{

e n0ics veraces, etioladas. y de raiz de espacies Cj.tﬂy

CAY y han permitido estudiar por iécnicas inmunocituvquimicas

1a iccelizacidn intraceliular de este enzime en hojas de



plantas superiores (49, 110). Hayakawa y colaboradores
(59) obtuvieron anticuerpos frente a 1a enzima PEPC de hojas
‘verdes de mafz y al adicionarlos a preparaciones enzimdti
cas de las formas aisladas de hoja verde y hoja etiola-
da encontraron que mientras producian aproximadamente un
.100% de inhibicidon de l1a actividad en las primeras sdlo
inhibian un 45% en las segundas, demostrando asi identi-
dad estructural en un caso y cierto grado de homologia en

el otro.

Los resultados de Sims y Hague (103), también en maiz,
confirman en cierto modo los mencionados de Hayakawa et al
(59) ya que ellos encontraron que los anticuerpos obteni-
dos frente a 1z forma enzimdtica de hoja verde de maiz recg
nocian a la enzima presente en hoja etiolada. Su estudio,
sin embarge, no permite concluir que ambas formas de la en
zima sean inmunologicamente jidénticas o que s6lo exista una
forma de PEPC en hojas etioladas o verdes, ya gue estos au-

tores se limitaron a comprobar por medio de la técnica de

inmunoprecipitacion, el incremento de 1a cantidad de una for

ma en hoja de la PEPC que acompaiia al envercedimien :

to de la planta. Queda pues, abierta la posibilidad de que
en ambos tipos de hojas exista otra proteina con actividad
de PEPC no reconocible por l1os anticuerpos que ellos obtu-

vieron y por lo tanto ne precipitable.
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En cuanto a2 Ta enzima PEPC de hojas de plantas con meta
bolismo &cido crasuldceo, existen en la literatura varios
trabajos que reportan la obtencidn de anticuerpos frente

a2 esta enzima y su reaccidén cruzada con una ezima oue no

estd asociadd & este metabolismo fotosintético(66,67,68,77,.

c) Propiedades Fisicas: Peso Molecular y Composi
cign de subunidades., Existen en la bibliografia signifi-
cativas discrepancias en los datos referentes al peso mo-
leéular de la enzima PEPC mnativa como puede observarse en

la tabla 1.1 que resume 1o publicado en este respecto.

Los diferentes pesos moleculares obtenidos por los distin-
tos autores, a veces hasta para un mismo tejido, podrian re
flejar no solamente las diferentes técnicas empleadas para
la determinacidén del peso molecular {cuantificacidn en gra
diente en de sacarpsa,romatografia de filtracidon en gel,
electroforesis en gel de poliacrilamida con gradiente de
poro}, sino también el hecho de que la enzima es ficilmen-
te disociable y presenta varios estados de agregacidn en

funcidn de su propia concentracién (40, 43, 95, 131, 132)

aln cuando la forma activa parece ser un homotettiamero.

@)Estabilidad. La enzima de &iversos orignes,es-
pecialmente la asociada a fotosintesis, ha demostrado ser

altamente inestable en manos de muchos investigadores que



" PESOD: .

pinnatum
F o v iy

ESPECIE . - TEJIDO MOLECULAR REFERENCIA
Cana de " “Hoja verde- "560,000 Goatly (113)
Azicar: (C ) ""'Hoja eticlada . 560,000 Goatly (113)
Sorgo (Cq) -Hnja verde 400,000 Mares y Lebovld (41}
o ‘Hoja verde 275,000 Vidal y Gadal (114)
Hoja etiolada 375,000 vidal y Gadal (114)
Milo (C4) Hoja wverde 400,000 Mares y Lebovia (41)
Maiz (Ca) Hoja verde 340,000 Kerr y Robertson [(9F
Hoja verde 400,000 Uedan y Sugiyama (AC
Hoja verde 400,000 Mares y Lebavld (41)
Hoja verde 225,000 Mukerji (58) .
(PEPC-2)
Hoja wverde 270,000 Mukerji {5B)
(PEPC-1)
Espinaca Hoja verde 560,000 Miziorki (45)
(c3)
Eglggghng Hoja verde 174,000 Brulfert et.al, (67)
Tossfeldiana (dia Yargo)
(CAM) No cons
titutiva*) Hoja vearde 184,000 Brulfert et.al. (62)
{dia corto)
Sedium Hoja verde 232,000 Brulfert et.al—62)
merganianum
* (CANM}
Bryophylum Hoja verde 300,000 Hott y Osmond (77)



rneportan pérdidas importantes de actividad durante el pro
ceso de purificacién (46, 58, B4, 70). Esta inestabilidad
ée presenta principalmente cuando se incuba en scluciones
con valores de pH alcalinos {por encima de 8.,0) (46, 48,
70). La adicion dg glicerol o de agentes reductores (DTT
o 2- mercaptoefanpl) no evita las pérdidas de actividad

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

@ pH 7.0, Kerr ¥ Robertson (95) encontraron que la adicidn
de g]icéro] a élta concentracidn (50%,_v/v) no s6lo esta-
biliza Va enzima, sino que incrementa su actividad especi
fica cuando se le estd incubando a bajas temperaturas.
Igual efecto del glicerol ha sido encontrado por Uedan y
Sugiyama (40). Este efecta del glicerol a bajas tempera-
turas ha motivadoe el que varios investigadores hayan in-
c¢luida glicerol en los amortiguadores usados durante el
proceso de purififaciﬁn de esta enzima (58, 63, 104, 1,

111, 47).

-

E1l hecho de que el glicerol estabilice 1a enzima a bajas
temperaturas sugiere, como 1o hace la discontinuidad de
1a curva de la Arrehenius a veces encontrada (40, 96},
que ta enzima sufre un proceso de discciacidn por expasi-
cién al frio, aunque esto no ha sido demostrado hasta la

fecha.



e) Mecanismo de Reaccidén.- E) dtomo de carbono
de .la.molécula de HCOQ normalmente es puy . POCD SUS
ceptiblie de ataque mucleofilico, ¥ 1a manera en que 1la
enzima PEPC cataliza la formacidn del enlace carbono-car-
bono no se comprende totalmente. Originalmente Maruyama
y col. {44}, propusierdn un mecanismo de "reaccidn concer
tada" ciclico para la carboxilacién de PEP debido a que no
cbservaron. reacciones parciales durante los ensayos ciné
ticos de la PEPCy a que encontraron gue el ,IBOse transfe
ria del Hcog al Pi. Este mecanismo fue mis tarde confir-
mado por estudios de resonancia paramagnética electrodnica
{10/ . 5Sin embargo, recientemente se han publicado evi-
dencias que indican que la reaccidén transcurre por etapas
involucrando un intermediario carboxifosfato unido a la
enzima. O0'Leary y col. sostienen que la formacidn de este
intermediario es la etapa determinante de la velocidad de
la reaccién {2). Ambos grupos de investigadores han en-
contrado que al menes un grupo ionizable/con pK cercano a
Z,esté involucrade en 1a unidn del magnesio y el PEP al
sitio activo de la enzima y que la funcidén del i6n magne-
sio en la reaccidn parece ser 1a de servir como puente en-

tre et sitie de unidn de Ya carboxilasa y el PEP.

De acuerdo al mecanismo recientemente propuesto por O'leary

y colaboradores (92), el PEP actila como un donador de fos-
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fato para el bicarbonato formando un intermediario anhi-
drido carboxifosfato por un lado, ¥y por otro, el piru-
vato en forma englica, que se cree permanece unido a la en
zima muy cercano al carboxifosfato. En una segunda etapa
de la reacciﬁn.feflpiruvato en6lico ataca el carbono del
carboxifosfato liSerando fosfato, Pi, y formando oxalaceta-
to. Tal como se ha planteado este mecanismo, la energia
del enlace fosfato endlico se podria usar para la forma-
cidn del enlace carbono-carbono y al mismo tiempo suminis
tra un medio para ‘activar el &tomo de carbono del bicar-

bonato (HCOS) para un ataque nuclecfilico.

f, Restos de Amincdacidos que participan en el cen-

trpo activo. Posiblemente Cis, H{is, y Arg sean los amino-
acidos mds importantes; veamos como participan.

1. Cisteina: en unestudio detallado sobre PEPC de espina-
ca, Bandurski (5) encontré que era necesario incluir com-
puestos tiglicos (DTT,” -mercaptoetanol, etc.)} en el me-
dio de ensayo para obtener miximas actividades, 1o que con-
siderd como evidencia de la existencia de grupU; sulfhidri
1os esenciales para la actfvidad de ta enzima. Posterior-
mente se ha encontrade que PEPC de diversos origenes vege-
tales se inhibe por p-cloromercuribenzoato (44, 46, 47, 98)
y que esta inhibicidn es revertida poer DTT y evitada por

PEP {46, 47). Recientemente varios autores (133-136) han
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reinvestigado.el papel de los grupos SH en la actividad

de la enzima de maiz llegando a la conclusién de que es-
ta enzima posee dos grupos SH vecinos que pueden formar
puente disulfuro, lo que se acompafa de una disminucibn

en la actividad enzimftica. Sin embargo, Hatch y Oliver
(70) no pudieron encontrar inhibicién por p-cloromercuri-
benzoato, acetato de mércurio, cloruro de cadmio o DTT
oxidado de la enzima de maiz. Por otra parte se ha repor-
tado que la enzima de plantas CAM se inhibe por glutatiébn
reducido. De estos resultados se deduce que afin cuando
PEPC tiene grupos sulfhidrilo5 cuyo mantenimiento en estado
reducido eSS importante para una midxima actividad cataliti-
ca, podria ser que igualmente poseyera puente (§) 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 mativa para la unién del sustrato,o para la catfli-
sis realizada por PEPq}ya que la enzima se inactiva répidamen

te por incubacién en presencia de dietilpirocarbonato.

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

tivacibn de la PEPC de hoja de maiz por fenilelioxal con una
estequiometrfé 2: 1, lo que sugiere que dos Testos de argini
na por molécula de PEPC son los responsables de esta inacti-

vacién. Estos restos serian esenciales para la catélisis
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y/o unién del sustraro a la enzima.

.g) Propiedades cinéticas.- i7Valores de Vmax-Ting
¥ Osmond (52) hicieron un amplio estudio de las caracteris-
-ticas cinéticas de las formas de la enzima PEPC en hojas de
plantas C3, C4 y CAM. En 10 especies, tipo C41examinadus por
estos autdres encontraron que la enzima de hoja presenta
Vma* muy variable con valores comprendidos entre 9 y 53.5 mo
les/min/g de peso fresco; siendo el promedio de estos valores
de 22.5 #14 mol/min/g de peso fresco. En cambio eh el estudio
que realizaron con ocho plantas tipo C5, encontraron que aun-
que la enzima extraida de hoja mostraba valores de Voax tam-

bién muy variables (valores comprendidos entre 0.18-2.52 mol/
min/g de peso fresco}, el valor nroquio era unas 15-20 veces
inferior al obtenido para la enzima de hoja de plantas Cy- Es
tos mismos autores, Ting y Osmond, determinaron la velocidad
mixima de la enzima extrafda de hoja de 5 éspecies CAM,encon- _
trando un valor promedic cercano al encontrado en plantas C4.

A este respecto resulta interesante el hallazgo -de Brulfert y
col_(114) de que en una eépecie CAM podian encontrarse diferen-

cias en los valores de Vina de PEPC;dependiendo de si la planta

X

habfa sido sometida a un fotoperiode de dia largo (Viax

h/g . de peso seco) o dedia corto (V ax=6-4 mel/h/g  de peso seco). Esta

=G.2 mel/

2



es una de las razones por la que estos autores proponen
que el cambio de fotoperfodo que induce al metabolismo
fcido crasulficeo en esta especie, induce al mismo tiempo
la aparicidén de una forma de PEPC con una mayor capaci-
dad catalitica que la forma pre-existente cuya Vmax co-
rresponde a una forma tipica de metabolismo Csz.
ii)Valor de KXm. Ting y Osmond en el estudio citado (52)
encontraron para PEPC de hojas vefdes de plantas C4 un valor
promedio de Xm para PEP de 0.59%0.35 y para la PEPC de

hojas verdes de plantas Cy, 0.14%0.07.

Los valores de 1a Km para Mg correspondientes a PEPC
de hojas de plantas C4 dan como promedio 0.5 +0.3 mM, mien
~tras que el valor promedio de la enzima de oja de plantas
Cqy es de 0.0897+ 0.057. Las diferencias entre las enzimas de
hoja verde de ambos tipos de plantas, en cuanto a los valo-
res de Km tanto para PEP como para Mg,son significativos ¥
permiten definir dos formas moleculares: una tipica de ho-

ja de planta C, y otra tipica de hoja de planta C,, facil-

mente diferenciables por este criterio cinético.

Por otra parte, Mares y Leblovid (41) encontrarcn paré maiz
y sorgo una Km de” 1lmM para PEF en ambos casos y para Mg

una Km de 0.8 mM.
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El comportamiento cinético a bajas temperaturas de la enzima .

PEPC ha  sido estudiado . por Phillips ¥ .col (96) en plantas
C4 sensibles al frio, encontrando que aumenta significafivamente su
energia de activacién por debajo de 12°C, mientras que la enzima de
las plan;as resistentes al frio no muestran ningfin cambio en el Tan
go de temperatura-de 2-15°C. Estos autores, al tratar la enzima con
Tritén X 100 (0.5%, p/v) consiguieron eliminar el quiebre de la curva de
- Arrhenius, lo gque se acompafiaba de un aumenteo en la energia de acti-
vacién sobre ese Tango de temperatura. En bése a estos resultados,
sugirieron que podfa existir una interaccién de la enzima de extrac-
to crudos con 1as membranas. Sin embargo, Uedan vy Sugiyama (40)
que también encontraron una abrupta discontinuidad de la curva de -
Arrné&nids obtenida con 1la enzima purificada de maiz y un incremento
asociado de la energia de activacién por debajo de 10.8°C, no pudie-
ron comprobar este efecto de la adicién de Tritén X 100. Por ello , estos
filtimos autores concluyeron que el comportamiento cinético de 1la en-
zima a baja temperatura es una propiedad inherente de la '~ enzima
PEPC de maiz. Jgualmente, Vidal y Gadal (63) han encontrado que 1la
enzima fotosintética de sorgo (planta C4) muestra una discontinuidad
en la curva de Arrehenius a 16°C, pero no asi la enzima proveniente de
hoja eticlada de la misma planta que ellos sugieren es semejante a la
enzima encontrada en hoja de plantas C3. for otra parte, Grahan ¥ col
{(72) encontraron que la enzima extraida de especies Cs tropicales

(sensibles a bajas temperaturas) presenta grificas de Arrhenius no

iineares por debajo de 10°C, mientras que la enzima de especies C; )

29



de climas templados (resistentes a bajastemperaturas presentan una

grifica 1ineal).

Los posibles mecanismos por las que las bajas temperaturas pueden
ejercer efectos directos sobre la molécula proteica implican a los
enlaces hidrof6bicos. Ruptura de estos enlaces, que pueden llevar a

/

disociar a la proteina en sus subunidades, influenciarfan los paréme-

tros.cinéticos de la enzima.

1.1.5 Regulacibn

A pesar de que son numerosos los datos bibliogrificos relacionados
con los mecanismos de regulacién de la enzima PEPC, no se ha estable
cido, por el momento, un modelo adecuado que dé cuenta de su regula-
ci6én en las plantas en general, con la excepcién quizds de la enzima
operante el metabolismo 4cido crasuléceo cuya regulacidn ha sido es-
tudiada de forma mAs exhaustiva. De hecho, se han reportado variacio-
nes significativas entre especies con respecto a ciertos mecanismos
de control, lo que hace dificil generalizar y postular un mecanismo
b4sico de regulacidn. La inhibicién por malato y la activacibn por

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

‘de la enzima por metabolitos méds importantes de entre los descrites.

2) Inhibidores.- Existe un acuerdo casi general de
que malato ¥ aspartato son los principales inhibidores de la enzima

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



4cidos C-4 probablemente esté ejerciendo un control fino para inte-
grar la produccibn y utilizacibn de estos metabolitos intermediarios.
La inhibicifn por malato es dependiente de los valores de pH ("in vi-
tro" e 'in wvivo''). Asi)en hojas de plantas CAM se ha demostrado que
malato a concentracibtn de 4 mM inhibe el 100% de la actividad de

la_ PEPC a pH 7.0 y sb6lo el 10% a pH 8.0 (89, 43). Por otro lado
también en plantas CAM, la proteccidén que ejerce'la glucosa 6-fosfa-
to sobre la &nzima PEPC cpntra Ta inhibicién por malato es mayor a- pH
dcido (77,78) . En estas plantas con metabolismo Acido crasulfceo 1la

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

vidad de PEPC y la luz son de especial importancia para el mantenimien ;

to de un estado metabflico determinado. Existen evidencias de que la
actividad de  enzima PEPC~en las plantas con metabolismo 4cido cra
sulficeo esti fuertemente inhibida durante los perfodos de luz coinci-
diendo con una concentracibn citoplasmitica de malato alta (34). Las
altas concentraciones de malato que existen durante el dia pueden man
tener inactiva a la. enzima . PEpc (33, 81, 83, B86). Como Winter ha

demostrado (91, 93) Ta enzima PEPC de hojas .de plantas CAM.en extrac-

tos- crudos rfipidamente desalados, existe en un estado altamente sensible

a malato cuande el extracto se obtiene durante el periodc de luz. En
cambio, la enzima obtenida durante el periodo de oscuridad es inhibi-
da en menor grado por malato. En el caso de la enzima extraida duran
te el periodo de luz, después de la extracciégjse produce un cambio

réipido al estado menos sensible a malato, tipico de la enzima extrai-

da durante el periodo de oscuridad, pero si la enzima se extrae
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en presencia de malato y a pH 4cido se evita el cambio de 1a forma
‘altamente sensible a inhibicién por malato (forma de PEPC de la no-
che). En consecuencia, el malato no s6lo es un inhibidor potente

de la PEPC durante el dia, sino que también mantiene un estado "al
tamente sensible' de la enzima durante el periodo de luz. Si a es-
to sumamos el hecho de que el pH celular desciende a la regibn 4cida
‘durante la iluminacién (77, 892) y que a valores de pH &cidos se incre
menta la inhibicién por malato, se comprende que la actividad de PEPC
en plantas con metabolismo 4cido crasuléceo}esté completamente inhibi-
da durante la mayor parte del pericdo de lﬁz. Estas hechos han sido
corroborados recientemente por Wu y Wedding (131, 132), quienes ade-
mis han denostrado que la forma de dia '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 origenes, una relacién similar en
tre el efecto inhibidor de malato y el pH ha sido demostrado en colep
tilo de avena (16} y en enzima purificada de hoja de maiz (137). No
seria de extrafiar por ello, que en un futuro prdéximo se encontrara
que las bases moleculares del control ejercido por malato sobre la
actividad PEPC)operantes en plantas CAM/son las mismas para el caso

de PE!I'(C de plantas C3 y C4.

b)Activadores., En cuanto a los metabolitos activadores de PEPC,



la glucosa 6-fosfato ha sido descrita como un-activador de la enzima
de hojas de plantas C4 (69, 56, 40) y de plantas CAM (42). En 1a

enzima extraida de hoja de maiz este metabolito 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 cafia de
azicar Goatly Y col. (56) sostienen que el efecto activador de gluco
sa 6-fosfato podria ser especifico para isvcenzimas asociadas a la fo-
tosintesis Cd' S5in embargo, Hayakawa y col.'(SQ) encontraron activa-
cién por glucosa 6-fosfato de la forma de la enzima tipica de hoja
etiolada de mafz. Se ha descrito que glucosa 6-P disminuye la K, pa-
ra PEP (59), aumenta la velocidad méxima (74) o modifica ambos paré-
metros {(40). Por otra parte)se ha reportado (76) que en plantas €£)
al igual que en plantas CAM, como mencionames anteriormente, glucosa

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

El significado fisiolbgico de la activacibén de PEPC por glucosa 6-P
no esté claro. En el caso de la enzima asociada a fotosintesis Cy»
es posible que el efecto de 1a glucosa 6-fosfato estd relacionado con
la coordinacién que debe existir entre 1a carboxilacibn primaria y

el ciclo de reduccién del carbono fotosintéticu © 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 reaccifbn
de carboxilacibn depende de que el ciclo de Calvin a su vez esté fun
cionando, puesto que de lo contrario habria un consumo de PEP y una

produccién de 4cidos dicarboxilicos innecesarios. Por eso se sugie-



Te que niveles relativamente altos de glucosa 6-fosfato serian la

sefial que indicarfia a PEPC que efectivamente estéd ocurriendo la
asimilacibn de CO, por el Ciclo de Calvin. Este posible signifi-

cado fisioldégico no es aplicable a plantas C3 0o a tejidos no autb-

trofos (donde la enzima no esti asociada al proceso fotosintético

de asimilacién de C0,) o a plantas CAM,en las que la fijacién pri-
maria de CO2 por la.fosfoedolpirnvatocarboxilasa no ocurre simultianea-
mente con la operacién del Ciclo de Calvin. Algunos autores han
postulado que el incremente de concentracibén de glucosa 6-fosfato

por hidrélisis del amidbdn contribuirfia a la fijacibén neta de co,

en la oscuridad. Pero como Osmond y Holtum (34) apuntaron.la compar-
camentalizacion de metabolitos y enzimas (glucosa 6-fosfato se forma
en cloroplastos, mientras que la enzima PEPC es citoplasmdtica) puede
invalidar estas especulaciones. Es dificil imaginar una accibn di-

recta "in vivo' de plucosa 6-fosfato sobre esta enzima ya que los com

puestos fosforilados mo atraviesan la membrana del cloroplasto.

Otro metabolito estudiado en relacién con su poder activador '"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 C4 monocotiledéneas, pero no tiene efecto sobre la forma
no fotosintética de hojas etioladas de maiz, sobre especies C4 dico-

tiledbneas ni sobre especies CS’ tanto monocotiledbéneas como dicoti-

ledbneas.



Los activadores también muestran una dependencia del pH. Asi ha

s5ido descrito que Pi y fructosa 1,6 difosfato activan la enzima
de'hojasetioladasde mafz y que lo hacen mfis eficientemente a valores
de pH bajos (B84). La posible importancia fisiolbgica de este hecho
reside en que a pH bajo la actividad de PEPC es menor y por lo tanto
dichos efectores podrian contrarrestar, al menos en parte, este efec-
to de pH. Este seria el caso cuando la captacifn excesiva de aniones
por la célula provoca una disminucién de la concentracién de 4cidos
orginicos (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 podrian abolir el efecto pH bajo y estimular asi
1a produccién de Oxalacetato a través de la PEPC. Por otre lado, si
los Acidos orginicos son eliminados en respuesta a la toma excesiva
de aniones, la produccibn incrementada de fructuosa 1,6 difosfato a
través de la fosfofructocinasa activaria la PEPC contribuyendo a abas

tecer el .<iclo de Krebs (84).
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1.2 OBJETIVOS

51 objetivo fundamental de este trabajo . €s investigar las carac-
teristicas fisicoquimicas y moleculares de la enzima PEPC extraf-
da de diferentes tejidos de Zea mays con el fin de determinar si
eﬁtén presentes varias isoenzimas en mafiz y de evaluar las conexio
nés estructurales y funcionales que pudieran existir entre esas

isoformas enzimiticas.



1.3 HIPOTESIS

Si la actividad de de la PEPC de Zea mavs en talio, rai:z,
hoja etiolada ¥y callo estd realizando la nisma funcién anaple-
r6tica en el metabolismo de estos tejidos, entonces estas pro-
teinas deber@n tener caracteristicas nuy similares entre si y
sustancialmente diferentes a las de 1la proteina con actividad
dc PEPC nresente en hojas de nlantas crecidas en presencia
de luz , puesto que en este 1ltino caso 1la enzima esti desem-
pefiande wreponderantemente una funcidén en el proceso foto-
sintético de asimilacién del CO2 atmnosférico.



1.4

DISERO EXPERIMENTAL

El esquema experimental desarrcllade para resolver el problema plan

teado consistid en la realizacién de los siguientes experimentos:

a)

b)

c).

‘Td)

Cuantificacién de la actividad de PEPC extraida de los dife-

Tentes tejidos.

Purificacibén parcial de los extractos por técnicas de precipi-
tacién con sulfato de amonio, cromatografia en columna de in-

tercambio idnico y de filtracibn en gel.

Caracterizacién electroforética de las proteinas con actividad
de PEPC mediante electroforesis nativa para detectar bandas
con actividad enzimftica y electroforesis en condiciones desna-

turalizantes para estimar los pesos moleculares de las sub-uni-

dades de estas proteinas.

Inmunizacién de dos conejos con 1la enzima PEPC purificada de
hoja verde y obtencién de los anticuerpos correspondientes para
investigar las relaciones estructurales entre las proteinas con

actividad PEPC encontradas en los diferentes tejidos de maiz.
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11. METODOS Y MATERIALES



I1.1.  EQUIPOS

Para medir la actividad .enzimftica se empled un espectrofotdmetro

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

registrador integrado.

Se empleé un espectrofotédmetro Carl Zeiss modelo PMQ II para la
determinacidén colorimétrica de proteinas en las fracciones cromato-

grificas y en los distintos extractas.

El colector de fracciones utilizado para cromategrafia en columna fue
LKB Ultrarac 7000 con unidad registradora integrada. Las columnas

de vidrio fueron de Pharmacia Fine Chemicals.

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

L50 y L-75 de Bechman, todas ellas refrigeradas.

La balanza analitica utilizada para pesar los reactivos quimicos fue

Mettler.

La electroforesis en geles de poliacrilamida en tubos de vidrio se
realizé en un equipo 1SCO con fuente de poder modelo 490. La electro-
foresis en geles depoliacrilamida en presencia de SDS se hizo en placa

horizontal en el equipo 217 MULTIPHOR.

La homogenizacién de pequefias cantidades de tejido se hizo en Poly-

tron KINEMATIC Gmbh.

-Para medir el pH se empleé un peotencidmetro. Corning Modelo 12.

Y

29



I1.2 REACTIVOS Y MATERIALES

Los Teactivos empleados en estaz investigacién, todos de grado anali-

tico, fueron obtenidos de las siguientes casas comerciales.

De Merk: Tris (~hidroximetilaminometano), fosfato de sodio monob&-
sico y dibisico, fosfato de potasio monobésico y dib4sico, glicerol,
sulfato de amonio, borohidruro de sodio, &cido clorhidrico, persulfa-

to de amonio, cloruro de sodio, agar-agar, metanol, cloruro de pota-

sio.

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

be Sigma Chemical: 2Z-mercaptoetanol, polivinilpoli-pirrolidona --
(PVYPP); NAD, fosfoenolpiruvate, deshidrogenasa milica, DEAE-Celulo-
sa, acrilamida (grado electroforético), bis-acrilamida, violeta répi-
do B, dodecil sulfato de sodio, miosina, fosforilasa, galactosidasa,
albfimina, anhidrasa carbénica, reactivo de Folin-Ciocalteu, ditio-

treitiol, azul brillante R, azul brillante G.
De Pharmacia Chemicals: sephadex G-200, sephadex G-25.
De Schwarz/Mann: apoferritina, alfa-globulina, ovalbiimina, catalasa.

De DIFCO: Coadyuvante completo de Freumd. [Mannide monooleate 1.5 ml.

paraffin o0il, 8.5 ml y Mycobacterium 5 mg (muerta y secadall
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La trituracién de los trocitos de geles que contenian las bandas

de actividad de la énzima PEPC se hizo con un homogenizador ma-

nual de tejido Potter Elvehjem .

La centrifugacién de pequefios vollimenes se hizo en una microfuga
Beckman. La mezcla del antigeno con el coadyuvante de Freund se
hizo en condiciones esfériles en una cémara de flujo laminar marca
HITACHI. Las preparaciones quimicas y soluciones en general que
necesitaban temperatura baja se almaccnaron cn refrigerador marca

Bendix (4°C) o en un congelador marca Kelvinator (-70°C).

Alpunas preparaciones enzimiticas fueron concentradas empleando una

celda de presién Amicdn (10 ml de capacidad).
Las microgeringas empleadas fueron Hamilton,

Las bolsas de diidlisis de celulosa utilizadas fueron de la marca

Sargent -Welch, del tamano C-65.
De Bio-Rad: Temed, hidroxiapatito.
De Productos Quimicos Monterrey, S.A.: icido acético.

El nitrbégeno liquido empleado fue obtenido en el Centro de Materia-

les de 1a UNAM.
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11,5 MATERIAL BIOLOGICO

11.3,1 Semillas y nlantas.Se usaron semillas de maiz(Zea mays

L. vér. Tuxpefiol)} donadas por el Centro de Investigacidén de Mejora-

miento de Maiz y Trigo. .A partir de las semillas se obtuvieron
mlantas verdes y etioladas.

I1.3.2. Conejos .- Los conejos utilizades para producir
anticuerpos fueron machos de la raza Nueva Zelanda de aprox. 2 Kg.
de peso y 7 semanas de edad al momento de la primera inoculacibn.
Los conejos fueronproporcionados y se mantuvieron en el bioterio de
la Facultad de Qufimica de la UNAM durante todo el tiempo que durd

el experimento.
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$I1.4 ~ METODOS Y TECNICAS

11.4}11' Crecimiento de Plantas e Induccién de Callos

i)° Plantas verdes.- Las semillas fueron ger-
minadas en tierra en un cuarto de crecimiento con un fotoperiodo de
12 horas.'de luz' y 12 horas de oscuridad. Como fuente luminosa se em-

pleb 1ﬁz fluofescénte de tubo. Al término de una semana, las plantas

. se trasladarbn a. un invernadero donde se dejaron crecer con fotope-

‘riodo naturalfyftempeféturas entre 20 y 30°C hasta una edad de 15 a
20 dfas (de dos a tres ligulas expuestas), momento en que se realiza

ba la extraccién de la PEPC de los diferentes tejidos.

'

ii) Plantas ctioladas. Las plantas etioladas
se germinaron en las mismas condiciones que las plantas verdes pero
se mantuvieron tode el tiempo en oscuridad. En estos casos las plan-

tulas fueron usadas a los 10-12 dias ‘después de 1a siembra.

1ii). Induccién de Callos.- Los callos fueron in

ducidos a partir de embriones de semillas secas de mafz en el Labora-

torio de 1a Dra. Estela Sdnchez de Jiménez.

La diferenciacign hacia calles ¥ el crecimiento de estos se llevd a
cabo con el medic MS. (vér apéndice) sobre agar sblido suplementadoe

con tiamina (0.9 mg/ml), MCPP (4mg/ml), AlA (50 mg/ml), caseina 100
mg/ml), pH 5.4.



- _ I11.4.2 'Extraccién de Fosfoenolpiruvato carboxilasas

a) Técnica de Extraccién.- Se peso la cantidad de
'tejido.deseado Yy se molié en un mortero pre-enfriado con suficien-
te nitrégeno liquido para romper las células y obtener un polvo f£i
nb congelado que se suspendifé en el volumen deseado del amortiguador
de extracciéﬁ con agitacifn constante hasta que todo el tejido se
descongelara. La soclucifn resultante se transfirid a una licuadora
(Waring Blendor), previamente enfriada con nitrégeno liquido, y se
homogeniz6 durante 20-30 segundos a velocidad mixima. E1 homogena-
do obtenido se filtré inmediatamente a través de cuatro capas de ga-
sa y se centrifugd a 26,000 xg durante 15 minutos a a’c. R preci-
pitado se deseché ¥y el sobrenadante que contenia la actividad PEPC

se filtré a través de papel Whatman No. 2.

b) Sistema Amortiguador para el Extraccibén, . El siste

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

casos, al que llamaremos A, tenia la siguiente composicién:

Tris 100 mM
Fosfato de potasio 100 mM
Sulfato de magnesio 5 mM
EDTA I mM
Acido ascébrbico 1% (p/v)
Glicerol 20%(v/v)
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Polivinilpolipirrolidona 20%(p/v)

‘2-mercaptoetanocl 20 mM

Los dos dltimos componentes. se agregaban extemporineamente. El

pH resultante era 7.5. La relacién de amortiguador a pesc fresco
del tejido a extraer usado fue variable dependiendo del tejido que
se estuviera estudiando. Asi, se hizo con cuatro volGmenes (4 ml/g

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

caso de los otros tejidos.

- c) Ensayo de la actividad de fosfoenolpiruvato car-
"boxilasa -  Se utilizé un sistema acoplado a la enzima milica deshi
drogenasa (MAM, E.C. 1.1.1.37) deﬁendiente de NADH segiin el método
descrito por Uedan (40). En este sistema el exalacetato resultante
de 1la carboxilacién del foéfoenolpiruvato es reducido a malato gra-
cias a la actividad de 1la enzima mialato deshidrogenasa, que parale-

lamente oxida NADH a NAD+, segdn el siguiente esquema de reacciones:

_ PEPRC

a) PEP + HCO; ————s OAA + HPO,

+ hmH -+
b) OAA + NADH + H® —————  MALATO + NAD

La cantidad de oxalacetato producido durante el transcurso de la -
reaccién puede asi medirse siguiendo el descenso de densidad 6pti-

ca a 340 mm causado por la conversibén del NADH a NAD.
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El amortiguador utilizado para determinar la actividad enzimética
(amortiguador B) : consistidé en Tris-HCl 117.6 mM, cloruro de
magnesio, 11.76 mM; el pﬁ era 7.3. La enzima malato deshidroge-
nasa (preparacibn comercial como suspensién en sulfato de amonio)
se dializaba frente a fosfato de potasio 10 mM y glicerol 50%(v/Vv)
con anterioridad a cada medida para evitar 1la precipitaci‘én de fos
fatos insolubles (fosfato de magnesio) que tendria lugar durante

el transcurso de la reaccidn por la elevada concentracién de sales.

La composicién del medio de reaccién era lasjiguiente:

Celda problema Celda Blanco ancentracién

Reactivos Volumen (ml) Volumen (ml) fanal
Aportiguador B 0.8B5 1,85 100
NAIH (20 mM) 0.01 0,01 0.2
DTT (200 mdM) 0.01 0,01 2
Bicarbonato (1M} 0.01 0.01 10
PEP (250 mM) 0.01 _ - 2.5
MDH 0.01 0.01, 4 wunidades
Agua El volumen necesario para completar 1 ml
Volumen final - 1.0 1.0
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Todas las celdas preparadas de esta manera se pre-incubaban durante 5

minutos para que alcanzaran'la temperatura a la que sc llevaba a cabo

la reaccifn (40° C). La rteaccibn se iniciaba afiadiendo el volumen

deseado de la preparacién de PEPC (casi siempre 30 smal). La pendien
te obtenida (cambio de densidad 6ptica/minuto} se midié en los prime
ros 5 minutos de la reaccién donde se obtenia una adecuada .Jineanridad

de cambios de absorbancia frente a tiempo.. La reaccién enzimitica es

de orden de cero durante este tiempe en nuestras condiciones experimen
tales. Para verificar la especificidad de la reaccién se realizaron
controles que consistian em determinar cambios de absorbancia en ausen

cia de PEP o de la prenaracién enzimitica.

La actividad enzimitica de PEPC se calculbé con la siguiente expresibn:

(DO/min) x v
Ex Vv x d

DO/min = cambic de densidad 6ptica por minuto
v = volumen final de la mezcla de reaccién

V = volumen de la preparacién enzimftica utilizado en

esta determinacién.

E = coeficiente de extincidédn molar del NADH a 340 nm

(6.22 cmZ/micromol)

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

témetro usada es de 1 cm].
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La actividad se expresé como micromoles de PEP transformados en
oxalacetato/minuto/ml de preparacifn enzimitica. La actividad especi-
fica se obtuvo dividiendo este valor por los miligramos de proteina
que contuviera 1 ml de la preparacién utilizada. Una unidad de acti-
vidad enzimitica se defini6 como la cantidad de esta que carboxila 1
micromol de PEP/minuto bajo nuestras condiciones de ensayo (pH 8.3,

ap°c).
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11.4.3 Determinacién de proteina

a) tMétodo de Peterson (75). Este procedimiento

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

la formacibébn de un precipitado coloreado entre el Cu+2

v los enlaces
peptidicos de las protefnas. Por otra parte, los residuos aromiticos
de aminofcidos de proteinas interaccionan con el reactivo de Folin-
Ciocalteu e intensifican el color azul.

v

Reactivos:

1) CTC (Cobre-Tartrato~Carbonato): carbonato de sodio 0.2%
(p/v), sulfato éﬁprico 0.1% (p/v}. Debe disolverse primero
el sulfato ciéiprico y el tartrato de sodio y potasio y lue-
go agregarlo a una solugién de carbonato de sodio para evi-

tar la precipitacién del reactivo.
2) SDS (dodecil sulfato de sodio) 10% (p/v)
3) Hidré6xido de sodio 0.8 N
4) Reactivo de Folin-Ciocalteu (preparacién comercial)
5) TCA (4cido tricloroacético) 72% (p/v)

6) BSA (solucién estindar de proteina) 1 mg/ml



20 40 60 30 100

Vg de albfimina
Fig. 2.1. Curva de calibracidn para la determinacidn de

proteinas empleando la té&cnica de Peterson.
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Soluciones de trabajo:

Reactivo A: Mezclar CTc, hidrﬁxidofdg;sodio, SDS y agua en pro-

porcibfn 1:1:1:1

Reactivo B: Mezclar un volumen del Teactivo 4 con cinco vol(menes

" de agua.

Procedimiento: A 1 ml de la solucién de proteina problema o estin-

dar se le afadieron 0.1 ml del reactivo 5 (previamente enfriado a
4°C) y se dejé en reposo durante 20 minutos a temperatura ambiente.
Se centrifugb a 3000 rpm durante 30 minutos y se descartb6 el sobre-
nadante cuidandc de que el precipitado no quedara contaminado con L1-
quido. Al precipitado obtenido en cada tubo se le afiadié 1 ml del
reactivo A y 1 ml de agua, se agitd y se dejd en reposec a temperatu-
"ra ambiente durante 10 minutos. Se le agregﬁ 0.5 ml del reactivo B
y despufs de 30 minutos a temperatura ambiente, se leyé 1la densidad
éptica a 750 nm o 500 nm frente a un blanco tratado de la misma ma-
nera pero que contenia 1 ml de amortiguador empleado para disoclver
ia proteina estdndar en lugar de la solucién de proteina problema.

la grifica patrén se construyd usando cantidades de albimina compren
didas entre 10 y 100 microgramos. Se hicieron las diluciones adecua-
das a las muestras cuya concentracifén de proteinas iba a determinar
se con el fin de que los valores de D.0O. que se obtuvieran cayeran
dentro del rango de proporcionalidad de la curva patrbén. La determi-

nacién de la concentracién de proteina (esténdar o problema} se hizo

'pox triplicado.

n
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b) Método de Bradford(lZD).- Este procedimiento se
basa en la formacién de un complejo azul entre el reactivo azul de

Coomassie (azul brillante G) y los enlaces peptidicos de proteinas.

Reactivos ¥ Soluciones:
Azul de Coomassie: se disuelven 50 mg del colorante en 25
ml de estanol 95% (v/v) ¥y se le agregan 50 ml de 4cido fos-

férico 85% (p/v) lentamente. Se afora a 500 ml con agua desio-

nizada o amortiguador y finalmente se filtra en papel para -

eliminar residuos no disueltos.

Procedimiento: A 0.1 ml de la solucibn esténdar de proteina

o de la sclucién problema se le agregaron 5 ml del Teactivo
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 1a misma manera y que contiene 0.1 ml de la solu-
cibn empleada para disolver la proteina. La grafica patrén
se construyd con cantidades de albimina comprendidas entre

5 o 50 microgramgs,Tango en. el cual hay una adecuada proporcio
nalidad. El contenidc de proteina de 1&5 muestras ensayadas
se ajustbh de manera que quedara en el rango de proporcionali-
dad de la grifica. La determinacién de la concentracién de

proteina (estfndar o problema) se hizo por triplicado.
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IT.4.4 Purificacidn de la PEPC

a) Precipitacién con ‘Sulfato de Amonio.-' El proce
dimiento de purificacibn consistid en los siguientes pasos: La

precipitaci6n inicial del extracto crudeo se hizo agregando a este

sulfato de amonio s&lido de manera lenta y con agitacibn constante

‘hasta alcanzar un 30% de saturaciéna (0.176 pg/ml). Después de agre-

garle toda la sal se dejd 10 minutos con agitacibn lenta y finalmen

te se centrifugb a 26,000 g durante 30 minutos. El1 precipitado ob-

tenido se descartf y el sobrenadante fue sometido a una segunda pre
cipitacibn, esta vez al 60% (0.198 g/ml) siguiendo el mismo procedi
miento. Después de la centrifugacifn a 26,000 g durante 30 minutos,

el precipitado obtenido (precipitadeo 30-60) contiene toda la activi

dad de PEPC. Todo el proceso de precipitacién se hizo a 4°C., E1l

precipitado fue utilizado inmediatamente o guardado a -20°C hasta su

postevior.uso;, sin que sufriera pérdidas de actividad significativas

durante el perficdo de almacenamiento.

b) Resuspensibén y Desalamiento,. El precipitado -
30-60 .de-sulfato de amonio se resuspendit en un amortiguador de
fosfato de sodio 5€ mM, pH7.2. que contenia sulfato de magnesio

5SmM, EDTA 1 mM, 2-mercaptoetanol 20 mM (amortiguador C). E1 volumen

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

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

ta resuspensién a 15,000 g durante 15 minutes, con el objeto de 1lim
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piaria del material no disuelto, antes de someterla al siguiente pa-
so de desalamientc en una columna de Sephadex G-25. E1l volumen de
la proteina aplicado a l1la columna de Sephadex G-25 estuvo siempre
comprendido entre el 5-10% del volumen de cama de esta columna pa-
ra asi conseguir un desalamiento completo. La columna de Sephadex
G-25 (52 x 1.4 cm) se equilibrd y eluy6 con el amortiguador C con

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

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

columna de irtercambio iénice.

- ¢) Cromatografia de intercambio iénico.- i}Pre-
paracién de la columna cromatogrffica: para la preparacién 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
ésta por filtracibn, -se mezclaron con 450 ml de HC1 0.5 N durante 45
minutos agitando ocasionalmente. Se lavd con agua sobre un embudo
Buchner hasta “lograr que el pH de los lavados alcanzar un valor cer-
cano a 4. La resina hdmeda se resuspendidé entonces en 450 ml de
hidrb6xido. de sodio 0.5 N siguiendo el mismo procedimiente, es decir,
se mantuvo 45 minutos con agitacién y a continuacién se 1lavé con
agua hasta alcanzar ahora un pH aproximado de 9.0. Finalmente,

la resina sin agua, pero hiimeda, se resuspendié en una solucién 0.2

M del componente fcide del amortiguador C y tras 30 minutos de equi-

libracibén se eliminé este componente y se resuspendidé en el amorti-

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

55



de resina alcanzb6 el valor de 7.2. En ocasiones, en vez de seguir

este procedimiento, la resuspensifn se titul$ con el componente &ci
do del amortiguador hasta que alcanzara un pH de 7.1 y entonces se

equilibr6 con el amortiguador C. Finalmente, la resina equilibra-

da, se mont6 en una columna de vidrio (26 x 1.5 cm) con ayuda del

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

tiguador.
ii)} Corrida de la cromatografia. A la columna de DEAE-CE-
LULOSA se aplic6 el extracto desalado en Sephadex G-25, con un flu-

jo de BO ml/h. Después de que todo el extractoc habia entrado a 1la

columna, £sta 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 cO

nectd la columna a un gradiente de KCl1l de 0 a 200 mM disuelto en
un volumen de 200 ml de soluciém del amortiguador C. E1 lavado de

la columna y su elucibn con el gradiente se 1llevé a cabo con un flu

jo de alrededor de 80ml/h. Después de consumirse el gradiente, 1la

columna fue lavada con 200 mM de KC1l disuelto igualmente en el amor

tiguador C. Durante . 1la .elucibn se recogieron fracciones de 4 ml

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

280 mm y la actividad de PEPC con el método descrito anteriormentg.
Las fracciones que constitujan 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 descarté y el precipi-
tado se guard6 a -20°C hasta su utilizaciébn, El grado de pureza de

estas fracciones se determint electroforéticamente.

d) Cromatografia de Filtraci6n en GEL

Una. cantidad adecuada de Sephadex G;ZOO fue suspendida en exceso de
agua durante una noche a temperatura ambiente tras lo cual se monté
en una columna de vidrio (2.6 x B5 cm). Se equilibr6 con el amorti
guador C que contenia, ademiis, 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 preparacién
suficientemente limpia para ser aplicada a la columna de Sephadex
G-200. Una vez aplicada la preparacifn a G-200, se eluyd la colum
na con &l mismo amortiguador C con un flujo de 12 ml/h y se recogie
ron fracciones de 6 ml a las cuales se les determinb el contenido
de proteina para su absorbancia a 280 nm. Aquellas fracciones que

presentaron actividad de la -eazima PEPG-se Treunieron y precipita-

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

tual. Todo el procedimiento se realizé a 4°C.

.e)Cromatografia sobre hidroXxiepatita, Las frac-
ciones anteriores después de ser precipitadas y resuspendidas en el

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

droxiepatita que habia sido lavado previamente varias veces con el

amortiguador C. La mezcla de resina-preparacibn enzimftica se man

tuvo a 4°C con agitacién ocasional durante 30 minutos, tras 1lo

cual se montd en una columna de vidrio (15 x 1.5 em) con ayuda del

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

guador y al mismo tiempo se fue verificando el contenido de protei
nas de las fracciones recogidas midiendo absorbancia a 280 nm.

Cuando 1la absorbancia de esas fracciones disminuia a 0.04 uni-

dades de D.0O., se inici6 1la elucidbn por pasos con el amortiguador
C incrementando la concentracién de €ste a 50 mM y 100 mM de fos-
fatos; la actividad de PEPC fue seguida en las distintas fraccio-
nes tal como se explicd anteriormente e€n los otros procedimientos

cromatogrificos. Igualmente, se estudid el grado de pureza del pi

co de actividad mediante electroforesis,



I71.4.5 Determinacidn del peso molecular de la protéina

nativa por cromatografia _ en Sephadex_ G-230.

Para estos estudios se utilizé la PEPC obtenida en cromatografia de
DEAE-CELULOSA. lLas muestras se dializaron frente al amortiguador F

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

cuales se cromatografiaron estas muestras y se calibnd la columna fue-

ron las ya descritas en el apartado 11.3.4.4. de métodos.

Se utilizaron las siguientes proteinas estdndares para la calibracién

de la columna.

“bla 2.1 Pesos moieculares de proteinas estindares enpleadas en
cronatografia de filtracién en gel.
Peso Molecular Cantidad

Proteina {(Daltones) (mg)
Apoferritina 480,000 1.5
Catalasa 232,000 5.0
Gamma -globulina 160,000 6.0
Ovalbiimina 45,000 7.0

Todas ellas fueron disueltas conjuntamente en un volumen f£inal de 6 ml

de amortiguador E. Para la determinacibn del volumen vacio (Vo) de la

columna se utilizé una solucién de azul de dextrano en el amortiguador
E (2 mg/ml). Los 6 ml conteniendo las proteinas estfindares se aplica-

ron a la columna de G-200 con flujo de 24 ml/h y se recogieron fraccieo
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nes de 2.6 ml cuyas absorbancias a 280nm se determinaron para detec-

tar los picos de proteina. El volumen total (Vt) de gel suspendido

que se empacd en 1la columna fue de 450 ml. El volumen de elucibn

(Ve) de cada proteina fue determinado tomando en cuenta aquella -
fraccibén de cada pico de proteina que presentara la mayor absorban-

cia a 280nm o la mayor actividad enzimdtica. Se calculé el coefi-

ciente de distribucién (Kav} con los valores de Vo, Vt Yy Ve hallados

experimentalmente como se acaba de exponer.

V0= 162.2 ml

Vt= 450 ml

V_= Volumen de elucifén de cada proteina esténdar
Vo .V, v, - 161
K = =
av
Vt - VO 288

La curva de calibraci6n se hizo graficando el X, de las proteinas

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 Kav obtenido experimentalmente (Fig. 3.7)
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IT.4.6 Técnicas electroforéticas

a) Electroforesis en geles de poliacrilamida bajo
condiciones npo desnaturalizantes (PAGE). Esta electroforesis se
llev6é a cabo en tubos (0.3 cm de difmetro interno y 9cm de largo) de
acuerdo con el procedimiento que describimos a continuacibén. Se
empleé un sistema continuo de gel en el amortiguador de fosfatos pH

7.2 tal y como se detalla a continuacién.

: Peparacién de los Geles:
Los geles se prepararon mezclando las soluciones que se describen a
continuacién (en ml) indicadas en la siguiente tabla para diferente
%T (porcentaje total mondmeros: acrilamida + bisacrilamida) ¥ un vo-

lumen final de 30 ml.

Tabla 2.2 Preparacidn de geles para electroforesis [(PAGRE)

$T Solucién A Solucién B Solucién C TEMED Agua
3 15 4.05 0.05 0.05 10.85
4 15 5.4 0.05 0.05 9.5
5 15 6.75 0.05 0.05 8.15
7 15 9.45 0.05 0.05 5.45




Solucién A: amortiguador de fosfato 0.2M pH 7.2

Solucién B: acrilamida 22.2% (p/v)-bisacrilamida .0.6% (p/Vv).

Solucién C: persulfato de amonio 0.2 "g/ml (preparado inmedia-

mente antes de usarse)

TEMED : preparacién comercial. .

Para hacer los geles, todos los componentes:. se mezclan (excepto el
persulfato de amonio) y se despgasifica la mezcla durante 10 minu-
tos. Finalmente se anade el persulfato de amonio y se procede a lle

nar los tubos.

ii)Preparacién de la muestra:

Las muestras antes de ser sometidas a electroforesis se dializaron
durante 3-5 horas frente el amortiguador de fosfatos,diluido 1:10,
con el objeto de igualar su fuerza i6énica. A 0.25 ml de este diali-
2ado 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 preparacién se tomaron los voll-

menes deseados para realizar la electroforesis.

iji}Amortipuador usado en los electrodos : amortiguador de fos

falfos 0.1M pH 7.2 (diluir 1:1 la solucién A).

iv)Condiciones de corrida: Se hizo una preelectroforesis de 30
minutos de duracién, 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
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polimerizacibébn. Acabada ésta, se aplicaron las muestras en un vo-
lumen inferior a 0.02 ml para evitar en lo posible el ensanchamien
to de las bandas de protefina durante 1la corrida electroforética, la
cual se hizo a 4°C y a 8mA/tubo. Generalmente su duracibén fue de
3-4 horas. La electroforesis se daba por terminada cuando el indica
dor del frente electroforético (azul de bromofenol) llegaba a 1 cm

dél extremo inferior del tubo.

v JRevelado de los geles:
La banda de proteina que mostrd actividad de PEPC, se detectd siguien’
do una modificacién al método de Vidal y Carvalie (55). El1 procedimiento
seguido fue el sigﬁiente . Los geles se incubéron inmediatamente des-
pués de 1las electroforesisen tubos conteniendo 1.5 ml de una solucién
que llevaba el medio completo de reaccifn de %a PEPC (Tris-HC1 160 mM,
bicarbonatoc de sodio 40 mM, sulfato de magnesio 30 mM, PEP 18,7 mM,
pHB.0) més un colorante especifico para el oxalacetato, violeta répido
B (3-5 mg/ml). Este reactivo debe mezclarse con los demis componen-
tes momentos antes de la incubacién del gel para evitar que se preci-

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

- -

. por periodds de tiempos variables que dépendia; de la'actividad de

PEPC en las bandas (el tiempo de incubacién nunca fue superior a 30
minutos). El color desarrollado se debe a 1a formaciﬁn del complejo
oxalacetato-violeta répido B. Esta banda tefiida sobre el gel es es-

table por varias semanas. Hay que sefialar que esta técnica de detec

cién de PEPC es muy sensible, pudiéndose detectar actividades tan pe- .



quefias como 0.03 unidades/tubo. En aquellos geles que fueron incu-

bados en ausencia del sustrato de la reaccién (PEP#) no aparecié nin

guna banda tefiida. Cuando se aplicaron actividades superiores a 0.1

unidad/tubo fue preciso incubar los geles durante un tiempo inferior
a 5 minutos, para asi obtener una banda coloreada bien definida. Si
el gel se dejaba por mis tiempo en la solucibn reveladora, se obte-

nfa una banda muy difusa y ancha que no permitiia medir con precisién

1a movilidad relativa (Rg).  El proceso de revelado se llevé a cabo

a temperatura ambiente. Los Re de las bandas se midieron inmediata-

mente después de la aparicibén. La movilidad relativa (Rpde cada ban-

da revelada se calculé empleando la foérmula siguiente:

donde Db es la distancia recorrida por la protefina que mostré activi-

dad de PEPC vy Dc es la distancia recorrida por el azul de bromofenol,

utilizado como frente electroforético.

b) Electroforesis en geles de Poliacrilamida en presen
cia de SDS (PAGE-SDS). La electroforesis bajo condiciones desnatura-
lizanﬁes en presencia de SDS se hizo en placa horizontal de acuerdo a
la técnica descrita en el boletin LKB 306 (121), que se describe a

continuacién;
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‘i)JPreparacidén de los geles:

Las ‘séluciones empleadas fueron las mismas que para la electroforesis
bajo condiciones no desnaturalizantes, con la {inica diferencia de que

la solucién A contenfa en este caso SDS 0.2%(p/V).

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

66 ml de solucibén de gel constitufda por:

Agua 14.82 ml
Solucién A 33.00 ml
Solucién B . 18.00 ml
Solucibn C O.I.ml
TEMED 0.078ml

El persulfato de amonio (solucién C) se agregaba después de que la mez-
cla de las otras soluciones se habia deSgasificado durante unos 10
minutos. El gel resultante es del 6% (2T}, La placa de gel no fue
utilizada hasta después de 8 horas de haberse preparado para permitir

su total polimerizacién.

ii)Preparacién de la muestra:

Las muestras se dializaron previamente a la electroforesis en la so-
1u:i§n A diluida 1:10. A ZSO-kf del dializado se le ajiadieron 10.4i
de 2-mercaptoetanol. La mezcla se calenié durante 2 minutos a 100°C,
trdas lo cual se aplicaron 10 JA1 por carril de la placa-gel. En oca-

siones, la muestra aplicada en este tipo de electroforesis provenia




de las proteinas eluidas de las bandas deteétadas por actividad de

PEPC en. PAGE. El procedimiento seguido para esta elucibén fue el si
guiente: [#s banditas tefiidas con violeta rdpido B se cortaronibéc
reunieron aquellas que provenian de vn mismo material de partida & i

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

‘do de un amortiguador de fosfato 20 mM, pH 7.0 conteniendo SDS 1% (p/V)wj
Laé susﬁensiones Tesultantes se distribuyeron en bolsas de diflisis y :
se dejaron dializando frente al mismo amortiguador durante toda la no-
che a temperatura ambiente. -Despues se centrifugaron en microfuga

a velocidad méxiﬁa durante un'minuto, para eliminar los restos de gel,
¥ los sobrenadantes se colocaron nuevamente en bolsitas de diflisis.—
A éstas se les aplicé una corriente de aire (un ventilador a tempera-

tura ambiente) péra concentrarlos hasta el volumen deseado. Estas

preparaciones concentradas fueron dializadas nuevamente frente al miSs

mo amortiguador tras lo cual se les agreg6 10@4 de mercaptoetanol

por cada 250 'yfﬂe dializado y se.calentaron a 100°C durante 2 minutos.
Finalmente, después de enfriar, se les agregd 105%5 de azul de bromo-
fenol (0.25% p/v) y se aplicaron vollmenes adecuados de esta prepara-

cién a la electroforesis en condiciones desnaturalizantes.

Los patrones de protefinas inclufdos en la PAGE-SDS para determinar los
pesos moleculdres de las especies ensayadas se prepararon de la misma
manera que las muestras problemas (pero atendiendo a las especifica-

ciones de la casa comercial en cuanto a su concentracién a usar). Las
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proteinas usadas como patrones fueron las siguientes:

Proteina Peso molecular
(Sub-unidades)

Anhidrasa Carbénica (eritrocidots)...... 29,000

. Albfmina (huevo)........ Cecveesanan s.+e~ 45,000
AlbGmina (bovino)...... ceenn teeesse.ea.. 66,000
Fosforilasa B (mGsculo) ..... treresenes. 97,000
Beta-~galactosidasa (E. Coli.).....iv.cunn 116,000
Miosina (misculo)......... cesteasmeaneen 250,000

Todas las proteinas usadas como patr6én vienen mezcladas en la pre-
paracibén comerical. De esta mezcla se aplicaron 0.1353 mg por- carril,

disueltas en 10 ml del amortiguador de la muestra.

iii)Amortiguador usado en leos reservorios de los electrodos:

Amortiguador de fosfatos 0.1 M pH 7.2 conteniendo 5DS 0.1% (p/v). ~

iv) Condiciones de corrida:

La electroforesis se rea1i26 a 5.8 mA/carril (amperaje constante)} y a

temperatura ambiente.

-v jRevelado de los geles:

Las bandas de proteinas presentes en los geles fueron fijadas y te-
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fiidas por dos procedimientos, usando azul de Coomassie y/o usando

un reactivo de plata (AgNOs).

La fijacibn y tincién con azul de Coomassjie se 1levé a cabo de la

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

ces durante la noche) en una solucién que contenfa 1.25 g de azul

de Coomassie R-250 en 454 ml de metanol al 50% {(v/v) ¥ 46 ml dé fci-~
do acético glacial (esta solucibn siempre fue filtrada en papel pre-
viamente a sSu uso ﬁara eliminarie los residuoé no disueltos). El
destefiido se llevé a cabo lavando los geles sucesivas veces con una
solucién de metanol:agua:icido acético glacial en proporcibdn 5:5:1

0 con etanol:agua:;cido acético glacial en pr&porcién 3:6:1. Este

procedimiento se empleb tanto para geles de placa como para geles de

tubo,

Por otra parte para la tincidn de los geles de placa con el reactlvoﬂg+
el procedlmlento/seguldo fue - el—de ‘WrdyTy- col {123)

Las soluciones empIeadas fueron las siguientes:

Solucibn A-l:etanol 50%-4cido acético 10%
Solucibén A-~2:etanol 25%-4cido acético 10%
Solucibén A-3:etanol 10%-4cido acético 0.5%
(las concentraciones porcentuales son v/v)
Solucidn A-4: nitrato de plata, 1.9 g/L

" Solucibn A-5: carbonato de sodio 7.5 g/L
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. Mezcla reductora:

Hidréxido de sodio (60g/L) 200 ml.
Borohidruro de sodio (7 mg/L) 5 ml
Formaldehido (37%, prep. comerc.) 3Iml
Volumen total 300 ml

Las bandas de proteinas se fijaron incubando 21 gel (placa) 2 horas
(con un cambio de solucién cada hora) en cinco volfimenes de la solu-
cién A-1, luego en 5 volGmenes de la solucibén A-2Z y finalmente en 5
volﬁmeﬁes de gel de la solucién A-3 (un . volumen del gel fue sjiempre

66 ml). En total 'se requieren 6 horas de incubacién, pudiendose dejar
el gel en 1la solucién A-3 hasta el dia siguiente. Para tefiir las pro-
teinas, el gel se sumerge duranfe dos horas en 3 voldamenes de la so-
lucién A-4 lavando después tres veces con agua bidestilada durante 30
minutos y sumergiéndolo inmediatamente en la solucién reductora. Es-
ta solucibén debe utilizarse en los 5 minutos siguientes a su prepara-
cibn. Cuando aparecen las bandas, lo cual ocurre entre los 10 y 15
minutos de incubacién, se lava el gel con agua y se sumerge en la so-
lucién A-53 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 £fijé y tefii6 con azul de Coomassie y por el
procedimiento descrito anferiormente. En estos casos el gel perfec-
tamente destefiido se colocé en la solucién A-3 durante toda la noche

y al dfa siguiente se siguié el protocolo de tincién con el reactivo
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de plata a partir de este punto tal y como acabamos de describir.

Se obtuvo una gréfica del Log,, del peso molecular de las proteinas
de peso molecular conocido, usadas comomarcadores, frente a su movi-

lidad electroforética reldtiva - El peso molecular de las subunida-

+ -

des de PEPC se estimé interpolando en la grifica fle-calibracién
la movilidad relativa (RF) de las-diferehtes isoformas obtenidas -

en esta eleccirorsoresis.
.
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-I11.4.7 Técnicas innmunoguimicas

- -

P

'a)PreparaciGn del Antigeno.- Como antiﬁeno se em-
pled .1a fraccién eluida de la columna de DEAE-CELULOSA que present®

- mayor actividad especifica y que demostr6 tener un grado aceptable

de pureza, puesto gque en electroforesis en geles de poliacrilamida

en presencia de SDS se obtuve solamente la banda de proteina corre$s
pondiente a PEPC cuando se tifi6 con azul de Coomassie. esta frac-
cibn se concentrd en Amicdn con membrana de 100,000 daltones hasta
conseguir que la preparacifin tuviera una concentracifén de proteina
de alrededor de 1.2 mg/ml. El proceso de concentracién se 1llevb6 a
cabo a 4°C con una presibn de nitrégeno de a-s kgycmz y un flujo
aproximado de 10 ml/h. Posteriormente se filtrd en una membrana
de millipbre de 0.65 micrbmetros y se dializ6 durante 5 horas fren
te a un amortiguador de fosfatos 10 mM pH 7.5 conteniendo NaCl al
0.85% (p/v). Todo el material utilizado en la preparacibébn final de
la’ suspensitn que iba a ser inyectada.al conejo tpipetas, viales,
50lucién de cloruro de sodio, jeringa, agujas, etc.) se esterilizé
durante 45 minutos en autoclave. En condiciones de esterilidad se
mezclaron 3.8 ml de la preparacibn de enzima pura dializada y 3.8
ml de adyuvante cocmpleto de Freund. Con el objeto de convertir es
ta mezcla en una verdadera emulsifén, se la hizo pasar repetidas ve-
ces por agujas de difmetro interno decreciente (18, 20, 21, 22) has

ta que se formé una emulsifn blanca éspesa. La estabilidad de 1a

emulsifbn se comprobd afiadiendo una gotita sobre agua helada y veri-
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ficando que no se dispersaba sino que se mantehia estable por va-

ripos minutos.

b)Programa de Inoculacibn.- A cada uno de los co-
nejos se les aplic6 por via intramuscular 1 ml de la emulsifn (0.6
mg de proteina) distribuido proporcionalmente en los cojinetes plan

tares. Los-detalles y el calendario de inmunizacién llevado a .cabo

fue el siguiente:

DIA TRATAMIENTO SITIO DE INOCULACION CANTiDAD

0 lra. Inoculacién Intramuscular (cojinetes 1 ml

plantares)

15 2da. Inoculacién Sub-cutéinea (cuello) 0.5 ml
21 3ra. Inoculacidn Sub—cuténea (cuello) 0.5 m
28 Sangrado (prueba) Vena {oreja) 3 ml
33 4ta. Inoculacién Sub-cutinea (cuello) 0.5 ml
43 Sangrado (prueba) Vena (oreja) 3 ml
45 Sangrado final Puncidén cardiaca 40 ml

Cuando se hizo preciso obtener nuevamente anticuerpos se utilizaron
‘a los mismos conejos v se empled como antigeno a la proteina conte-

nida en los geles de poliacrilamida.

En este caso la preparacién pura de PEPC se sometil a electroforesis

en geles de poliacrilamida en condiciones no desnaturalizantes en
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tubo; las banditas de proteina reveladas por actividad para PEPC se
cortaron y se homogenizaron con la solucifn salina y se pas6 la mez-
cla repetidas veces a través de varias jeringas de di&metro interno
diferente-IB, 21, 22. Todo este procedimiento al igual que en la pri
mera preparacibn se hizo en condiciones de esterilidad. La suspen-
sién obtenida, muy fluida, se aplicé a los conejos por via sub-cutf-
nea. Una semana despuZs, estos se volviercon a inccular con otros

50 microgrameos de proteina (esta vez 1la proteinh no fue cobtenida a
través de electroforesis) mezclada con solucibn salina. E1 sangra-
do de prueba se hizo a los 6 dias y el sangrado final (puncidén car-
diaca) de 60 mly a las dos semanas de la primera inocculacibn. El
suero fue sometido al mismo tratamiento de purificacifn parcial lle-
vado a cabo en el primer programa de inmunizacif6n. Los anticuerpos
contenidos en el suero fueron purificados parcialmente antes de ser

usados en los estudios inmunol&gicos siguiendeo el procedimiento

descrito.

c)obtencién del Suero Inmune.- La sangre obtenida de
los. conejos fue procesada con el objeto de obtener el suero e inves
tigar en éste la presencia de los anticuerpos. Para esos propb6si-
tos, la sangre se dej6 en reposo durante 30 minutos a temperatura am
biente para permitir la formacibn del cofigulo y luego se incubd a 4°C
durgnte 24 horas, tras 1o cual se procedi6 a despegar el codgulo de
la pared del tubo (de centrifuga) o se someti6 a centrifugaci6n duran

te 30 minutos a 5,000 x g a 4°C. El1 sobrenadante (suero) era de-
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cantado y utilizado para hacer las pruebas de inmunoprecipitaci6n
en capilares o de Ouchterlony. Finalmente, se utilizé para obtener

v

los anticuerpos parcialmente purificados. La sangre de conejo no in

nmunjizado también fue sometida a este tratamiento.

»

d) Precipitacifn en Capilares.- Esta prueba se usb
para la deteccifn inicial de los anticuerpos en'el suerc. Tubos
de £0.025 ml de capacidad se llenaron a la mitad de su volumen con
el antjsuero y la otra mitad con diferentes diluciones del antigeno
(PEPC de hojas verdes). En los tubos donde existian anticuerpos
frente a este antigenc y la proporcién de ambos era adecuada, se for

mé un precipitado perfectamente visible después de 24 horas de incuba

ci6n a 4°C.

e)Titulacién del suero inmune. El titulo del suero
se midi6 cualitativamente, observando el tamafio de los inmunopreci-
pitados formados en los capilares con las diferentes diluciones del
antigeno. Cuando afin se formaba inmunoprecipitado con diluciones
del antigeno de 1/64 se consideraba alto el titulo y entonces se pro
cedia a sangrar el conejo no sin antes comprobar este resultado con

la prueba de Ouchterlony en placa de agar. E1 sangrado se hizo por

puncibn cardiaca.
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1) Purifi cacidn parcial de los anticuerpos.- El sue-

ro obtenido después de la centrifugacién se precipité con una solu-

cibn saturada de sulfato de amonio amortiguada con Tris-HC1 0.02M,

pH 8.0 que llevaba ademis EDTA 1 mM. Para ello a 20 ml de suero se

agregaron 12 ml de solucién saturada, gota a gota con bureta y con

permanente agitacibn en frio (4°C). Después de agitar durante unos

30 minutos adicionales se centrifugé a 8,000 rpm a 4°C durante 45

minutos. El precipitado obtenido, rojizo y abundante, se suspendid

en 8 ml de Tris-HC1l 0.0ZmM ¥y nuevamente se le agregd gota a gota

4.8 ml de la solucibn saturada de sulfato de amonio. Después de 30

minutos de agitacién se centrifugdé de la misma manera que antes. Es

te procedimiento se repitid hasta conseguir un precipitado perfecta-

-mente blanco el cual se resuspendi$ en un amortiguador de fosfato de

sodio 5 mM pH 8.0 y se dializd contra ese mismo amortiguador durante
la noche a 4°C.

g) Prueba de doble difusién de Ochterlony (124). Para

llevar a cabo esta prueba, se fundibd agar al 1% (p/v) en el amortigua
dor de fosfato de sodio 50mM pH 7.2 conteniendo azida al 0.02% (p/vj
cuando 1la temperatura del agar era de 50-50 °C se cubrieroh 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 cémara hime-

da hasta su utilizacién. Sobre cada placa se hicieron 7 pocitos con
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una capacidad aproximada de 0.03 ml, que se llenaron con las prepa

Taciones enziméticas y de anticuerpos. Las placas de agar se man-

tuvieron a 4°C en cimara hGmeda durante 3 dfas para permitir 1la di

fusi6n de anticuerpos y antigenos a través del agar y la formacifn
de la banda de precipitaci6fn inmunolfgica. Una vez estas bandast
fueron visibles, se eliminaron las proteinas que no reaccionaron
por sucesivos lavados con una solucifén de cloruro de sodio al 0.0B5%
(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 1la placa completamente situfindola frente a
una corriente de aire producida por un ventilador. Una vez secas
las placas, las bandas de inmunoprecipitacibdn se tifieron durante
unos 10-15 minutos en una‘'solucién de negfo dé amido al 0.1% (p/v)
disuelto en Acido de acEtico glacial al 10% (v/v) o con azul de
Coomassie (el mismo reactivo empleado para tefiir geles de electro-
foresis). El destefiido se llev6 a cabo lavando la placa con una

solucibn de &cido acético glacial al 10% (v/v) en el primer caso o

con el sistema de destefiir geles de electroforesis ya descrito en

el segundo caso.

aYInmunoprecipitacién de la actividad de PEPC. Para
permitir - una comparacién-entre las dos L formas-de-la-enzima encon
tradas en tejidos- de-mafz se incubaron separadamente cantidades &

constantes de actividad de PEPC £0.5 u/ml) tanto de hojas verdes



como de raiz obtenidas ambas tras la cromatografia en DEAE-CELULOSA.
La incubacifn se llevd a cabo con diferentes cantidades del mismo - |
antisuerc completando hasta un volumen de 0.250 ml con una solucibn
salina (fosfato de sodio 50 mM pH 7.2 y cloruro de sodio 0.85% (p/v).
En el experimento control se emplebd un suero de conejo no inmunizado.
La incubacién fue realizada a 4°C. Los sobrenadantes obtenidos se
utilizaron para medir actividad residual de PEPC que se expresb6 como

$ de 1a actividad enzimitica existente en la fraccién del control que

‘'no contenia antisuero inmunizado,.
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ITI.1 ACTIVIDAD ESPECIFICA DE PEPC EN LOS DIFERENTES
. TEJIDOS DE MAIZ - |

El™estudio de la actividad de PEPC en diferentes tejidos de maiz
nostfpenﬁjia' entre otras cosas, establecer los niveles de acti
vidad gspecifica de los extractos crudos de estos tejidos. Paré
1a" obtencién de estos datos, después de la centrifugacién del ho-
mogenado, el sobrenadante obtenido en cada caso (extracto crudo)
se utilizé inmediatemente para medir la actividad y determinar el

contenido de protefna, tal como se explica en M&todos

Con el objeto de extraer y preservar el miximo de la actividad de
PEPC, fue. praciso ensayar diversos procedimientos de extraccién y

estabilizacién. En la literatura se reporta el uso de diversos me-

R ]
dios ‘para ruptura de los tejidos y el empleo de diversos amortigua-

dores.para la obtencién de la actividad de PEPC (52, 53, 56). En
este trabajo se selecciond cuidadosamente aquel que garantizé el ma-
yor rendimiento y estabilidad de la actividad enzimfitica de PEPC.

Por ejemplo -varios autores han usado Tris-lCl como amortiguador en
el procedimiento de extracciédn de PEPC: 0.1M-pH 7.5 (40); 0.05M-pH7.7
(41); 0.2M-pH 8.0 (67);0.1M-pH 8.3 (82). Sin embargo, con estos s5is
temds obtuvimos rendimientos muy bajos en  comparacifn con los obte-
nidos con el sistema Tris-Fosfato que desarrcllamos. La poca activi-
dad que extrajimos en Tris-HC1 pudiera debersea la baja capacidad amor-

tiguadora de este tampén a pH cercano a 7,4 a 4°C, que permite que
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el pH del extracto descienda a valores inferiores a 6.0 y/o a un
—efecto estabilizador de los iones fosfato efecto que ha sido : o

descrito pars otras enzimas (1359)

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 obstfculo para obtener buenos rendimientos de enzima
y que la adiciébn del ascorbato y PVPP en el amortiguador mejoran sus
tancialmente esos rendimientos.

Fl

Es interesante sefialar que no se consiguen los mismos resultados en
la medida de la actividad de PEPC cuando la reaccibén se inicia con
PEP que cuando se inicia con la preparacién enzimitica. Cuando se
inicia con PEP después de una pre-incubacién de la enzima durante
unos 5 minutos en presenciade.los demés reactivos y a pH 8.3 se re-

gistra una significativa y répida pérdida de actividad enzimética,

lo que no ocurre si la reaccidn se inicia con el extracto enzimitico.

Por esta razdn, este filtimo procedimiento fue utilizado para medir

la actividad de PEP. Esta observacidn fue publicada por Gavalas y

col. {47 b y c) después de que este trabajo experimental ya habia

side concluido.

Fn la tabla 3.1 se muestra la actividad especifica de PEPC en extrac-
tos crudos de los diferentes tejidos. Se observa que la actividad

especifica en hoja verdes, es al menos, un orden de magnitud mayor que
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en los demis tejidos, excepto en callos de embriornes Hay que
"resaltar el hecho de que segfin varios autores, la PEPC repre-
senta del 9 al 15% de la protefina soluble en hojas de mafiz --
(103, 59, 40}.

+

Por otra parte hemos detectado que los callos de embriones de
maiz contienen actividad de PEPC aunque dado de que se trata

de un tejido no fotosintfético no es de esperar que esta activi-
dad esté asociada con la opéracién de un cicle C, y corresponda
m&s bien a la enzima anaplerética que se encuentra en la mayoria
de los tejidos de las plantas. La actividad especifica de PEPC
va incrementAndose durante la rtesiembra del callo, alcanzando un
méximo a los 14 dias, después del cual comienza de nuevo a decre
cer hasta estabilizarse en un valor de 0.45 u/mg de proteina a
los 20-25 d{as. (Fig. 3.1). Es de notar que la resiembra de estos

tipos de callos se hace cada 18 dias.

Tabla 3.1 Actividad Especifica de la enzima PEPC en extractos cru-
dos de los Diferentes Tejidos de Mafz Estudiados.

]

Contenido de proteina Actividad especifica

(mg/m1) unidades/mg proteina
Hoja verde 1.4 2.98
Hoja etiolada 1.6 0.41
Tallo 0.62 0.14
Rafiz 0.65 0.21
Callo de embrion : 0.196™ 1.39*

* Actividad especf{fica mfxima encontrada 14 dias despugs de la siembra.
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Fig 3.1 CAMBIO EN LA ACTIVIDAD ESPECIFICA DE LA ENZIMA PEPC

A LO LARGCO DEL PERIODO DE CRECIMIENTO DE CALLOS DE EMBRIONES-.

Muestras de callos (tomadas ciada 2-3 dias) o partir de la
siembra) fueron homogenizadas a 4°C en el amortiguador A
en un politrdn. Después de centrifugar, el sobrenadante
fue utilizado pare medir la actividad de PLPC y -el con-
tenido de protelna. )
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IIT.2 PURIFICACION DE LA ACTIVIDAD DE LA LuziMA  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 1lu
enzima PEPC exjstente en los diferentes tejidos de mafz, tanto a
nivel fisico-quimico como estructural, para lo cual requeriamos'
disponer de anticuerpos monoespecificos frente a alguna de 1las for
mas enzimiticas de los diferentes tejidos estudiados. Decidimos
conseguir estos anticuerpos frente a la forma asociada a la foto-
sintesis'C4 presente en hoja verde ya que por ser esta la mis abun
dante de las actividades encontradas supusimos que su purificacién
seria relativamente mis fAcil. En consecuencia, se inicié la
purificacibn con el finico fin de conseguir una cantidad apropiada
de la cnzima pura para .la obtencién de anticuerpos especificos

de esta forma.

Los valores de rendimiento y grado de purificacién de 1la actividad
de PEPC a partir de hojas:ﬂrﬁaiz 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 preparacién de la enzima y en general, las
caracteristicas intrinsecas de inestabilidad de la actividad de

PEPC ante factores no siempre esclarecidos.



En este trabajo se precipitd 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
inclusién en el proceso de una cromatografia hidrofébica usando
Phenyl Sepharosa CL-4B (Sigma) ya que considerabamos que las ca-
racteristicas hidrof6bicas de PEPC, indicada por su gran facilidad
de formacidén de agregados de alto peso molecular, eran adecuadas
para obtener una buena retencibén selectiva de la actividad sobre

la resina. Para tal fin, la enzima se pegdé a la matriz hidrofb-
bica a una concentracién de 0.5M en suifato de amonio en un amor-
tiguador de fosfatos 0.05M que llevaba ademis EDTA (1lmM), Mg+2

(5 mM) y glicerol (25%, v/v). La elucidn se hizo usando sucesiva-
mente: a) solucibn que llevaba 0.25M en sulfato de amonio-10% en
Glicerel (v/v); b) solucién de sulifato de amonio (0.1M)-Glicerol
.(10%, v/v); c) vy splucidn diluida 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 especifica de ésta no aumentaron significativamen-
te tras esa cromatograffia, por lo que no se incluyb este pasoc en el

esquema final de purificacién.

Un mejor fracciopnamiento de las proteinas del precipitade 30-60%
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de (NH4)ZSO4 se consiguib mediante una cromatrografia de inter-
cambic iénico en columna empleande DEAE-CELULOSA y las condicio-
nes experimentales descritas en Métodos. Tanto el rango d? con-
centracifn de la sal como el volumen total del gradiente usado
en la elucién se determinaron experimentalmente teniende presen-
te el conseguir la actividad de PEPC en un pico bien definido y
con una contaminacién minima con otras proteinas. En este senti-
do, aungue el grado de purificacidn conseguido en este paso con-
siderando la totalidad de las fracciones obtenidas no fue extra-
ordinariamente alto, la recuperacién obtenida de 57% fue conside

rada bhuena, {(vefse tabla 3.2),

El siguiente-ﬁaso consistid en aplicar la preparacibn enzimftica
obtenida anteriormente a una columna de filtracién en gel de Se-
phadex G-200. Este paso no rindid buenos resultados. Solamente
se Tecuperd el 10% de la actividad totral aplicada (equivalente al
6% de las unidades del extracto crudo). Electroforéticamente se
comprobfé que esta cromatografia permitia recuperar fracciones de
PEPC en un grade de pureza mas alto que las fracciones obtenidas
tras DEAE-CELULQOSA y tras Phenil Scpharosa CL-4B. Sin embargo,
alln quedan contaminantes muy fuertes principalmente una fraccibn
que electroforéticamente coincidid con la enzima ribulesa bifosia
to carboxilasa. Adem#s otro inconveniente fue la fuerte pérdida
de actividades de la enzima tal como lo demuestra la baja recupe-

racibén de un 6% y el descenso de la actividad especifica de 10.3

U/mg de proteina obtenida después de DEAE-CELULOSA, a 4.1 U/mg de



proteina después de esta cromatografia de filtracién en gel.

Finalmente, las fracciones obtenidas en Sephadex G-200, se apli-
caron a una columna de intercambio iénicolen hidroxieﬁatita-‘COH
el fin de aumentar el grado de purificacién. Este soporte croma-
togrifico posee grupos funcionales ) diferéﬁtés a.los del inter-
caﬁbiador_DEAE—CéLULOSA,ypor otra parte, algunos éutares(dQ,4SJ la

han empleado con relativo exito en la purificacién de PEPC. .

Debe hacerse notar que aunque electroforéticamente pudo determi-
narse que la banda de protefina correspondiente a la ‘enzima PEPC
estaba considerablemente mis enriquecida (précticamente pura) el
descenso en la actividad especifica demuestra que parte de esta pro

teina .se encuntraba- inactiva.

Los resultados finales de este proceso (Tabla 3.2) nes indican que

siguiendo estc-pfotocélo‘exgerimeniaf ,lﬂ'purifieagidg s€ po-

dria mejorar bastante éi se logra estabilizar la actividad de PEPC

durante las etapas cromatogréfiéas, fundamentalmente en el paso de

Sephadex G-200. Una recomendacidn podria ser modificar la composi-
cibn de los amortiguadores usados a lo largo del proceso de purifi-
cacibn incluyendo en ellos algunas sustancias de las conocidas como
activaaores © protectores de la actividad enzimitica (glicerol por

ejemplo).

Es interesante notar que las 2 6 3 fracciones con actividad de PEPC

mixima tras la cromatograffia en DEAE-CELULOSA poseian una actividad



especifica constante de 22.5 U/mg de proteina, actividad que coin-

cide con la que segln los datos existentes en la bibliografia po-

see la enzima purificada (1). Este hecho, conjuntamente con el

de la pureza de estas fracciones estimadas por electroforesis -
(PAGE-SDS), nos motivé a usar la enzima contenida en estas frac-

ciones (conseguida en un experimento posterior) como el antfigeno
que habria de inocularse a conejos para la obtencién de anticuer-

pos monoespecificos.
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TABLA 3.2 Purificacién de la actividad de PEPC de hojas yerd¢s.ae'ma$z

Proteina Actividad Actividad Rendimiento Purificacién
Etapa Total Especifica ' '
-mg Unidades Unidades % -
mg proteina
Extracto Crudo 72 201 2.79 100 -
Precipitacién con 51 180 3.52 89 1.26
Sulfato de Amonio :
Cromatografia en 12.1 125 10.3 57 5.70
DAE-CELULQSA
Cromatografia en 2.92 12 4.1 6 1.47
SEPHADEX G-200
Cromatografia 2.42 8 3.3 4 1.18

HIDROXIEPATITA
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III.3 COMPORTAMIENTO EN CROMATOGRAFIA DE INTERCAMBIO IONICO
. DE LA ACTIVIDAD DE PEPC EXT?AIDA Dr LOS DIFERLNTES
—TEJID 0S DE HAIZ . :

Las dlferentes 1soformns de PEPC que ex;étcn en las plantas han si-
do estudlndas empleando, entre otras técnlcas, la cromatografia de
'_'1nterb10 1nn1co. Esta teCnlCa le permltlo i Vldﬂl et al .(63) en-
?contrar,las dos formas de PEPC en hojas verdes y ctioladas. De la mis-
.m53méﬁefa Ting y Osmond (42,52} caracterizaron las holoenzimuas e i-
';Soen21mas de hojas de plantas CS y Cy- Otrﬁs muchos estudios sobre
fésta act1V1dad enzimitica (57,40) han sido 1levado a cabo con el au-
-3;110 de la cromatografis de intercambioc ifniceo principualmente so-
bfé:lu-DEAE-CELULOSA de donde las proteinas previamente aplicadas
.sah eiunidas traé aplicar un gradiente lineal de una fuerza idnica

que normalmente oscila entre 0-300 m™ de KC1.

Teniendo en cuenta estos antecedentes, Se ilevaron .a cabo experimentos
con 1a DEAE -CELULOSA para examinar las similitudes o diferen-
cias que existen a este nivel entre las enzimas con actividad de PEPC
presentes en los tejidos de mafz estudiados (hoja verde, h9ja etio-

lada, tallo, raiz y callos inducidos de embriones.

Las diferentes preparaciones enzimAticas fueron aplicadas y cromato-
graffadas por separado en una columna de DEAE-CELULOSA bajo con-

diciones experimentales (amortiguador usado, tamafio de columna, can-
tidad de muestra aplicada, volumen de elucién) iguales en todos los

casos y descritos en métodos. .

3



En 1a tabla 3.3 se presenta-un resumen de los reéultados obtenidos
en estos experimentos. Las actividades especificas, y otros valo-
res que aparecen en la tabla se obtuvieron después de reunir todas
las fracciones pertenecientes al pico de actividad de las respecti-

vas cromatografias en DEAE-CELULOSA.

TABLA 3.3 Resultadosds.la Cromatografia de Intercambio Ibnico
. ' Aplicada a Extractos Crudos de PEP

UNIDADES TOTALES REC ACTIVIDAD  PURIFI- KC1
TEJIDO APLICADAS (%) ESPECIFICADA CACION (mM)
Hoja verde{ ) 10.00 55 12.5 4.2 104
Hoja Etiolada(2) 1.90 6a (11 3.28% 7.3 107
. (I11) 1.2 2.9 170
Tallo 5.40 36 0.82 5.6 157
Rafz 5.44 48 1.60 7.6 150
Callo 11.32 53 6.70 4.8 160

*0tro picb no muy bien definido eluyd a 168 mM (ver cromatograma}
**Esta actividad especifica corresponde a la fraccidén mayoritaria
(1) La actividad especifica corresponde a la fraccifn mis pura
(2)E1 pico que‘eluyﬁ a 107 mM répresenta el 87% de la actividad de
PEPC recuperadg;el que eluye a 170 mM representa solamente el

3 % de la actividad de PEP(C recuperada tras la cromatografia.

La actividad de PEPC de los diferentes tejidos fue purificada alre-
dedor de 6 veces tras la cramatografia en DEAE-CELULOSA y los rendi-
mientos obtenidos oscilan entre el 30-50%.
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La actividad de PEPC de hoja verde presente en la resusPensiEn de-
salada del precipitado 30-60% de sulfato de amonio tras ser aplica-
da y cromatografiada en DEAE-CELULOSA (Fig. 3.2) aparecié como un

pico bien definido en 1a seccién del gradiente correspondiente a

104 mM de KCl. Es interesante sefialar 1la aparicifén de un segundo

pico de actividad, no muy bien definido, pero encontrado en tres

experimentos diferentes a aproximadamente 168 mM de KCL. Desafor

tunadamente las bajas actividades enzimiticas asociadas con este

pico no nos permitibé una posterior caracterizacién de la forma enzi

mAtica que contenfa. \

La cromatografia de intercambio ibénico de la preparacibén de sulfato
de amonio de hoja etiolada resolvid la actividad de PEPC en dos pi
cos (Eig. 3.3). El primero al que hemos llamado PEPC-1 resulté con-
tener la mayox actividad (97% de la actividad total recuperada tras
esta cromatografia) y eluy6 a una concentracibdn de KC1 de 107 mM,

es decir a una concentracién muy similar a la que eluyb el pico -
principal de actividad de hoja verde. El otro pico obtenido deiho;
ja etioclada, al que estamos ilamando PEPC-II represent6 5610 el 3%

de la actividad total recuperada y eluyé a una concentracifn en KC1l

alrededor de 170 mM.

-En cambiq el pico de la actividad de PEPC obtenido después de cro-
matografiar en DEAE-CELULOSA las preparaciones de sulfato de amonio

de raiz, tallo y callo aparecié a una concentracibén de KC1 entre

150-160 mM (Fig. 3.4, 3.5, 3.6).
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Fig.3.2 PATRN DE ELUCION EN DEAE-CELULOSA DE LA ACTIVIDAD

DE PEPC DE HOJA VERDE.

Los extractos de hoja verde precipitades con suifato
de amonio (30-60%) y desalados, se aplicaren a una
columna de DEAE CELULOSA equilibrada con el amorti-
ﬁuador C. La elucibn se hizo con un gradiente de KCl

-200 mM en el mismo amortiguador Cy se recogieron
fracciones de 4 ml.
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Fig, 3.3 PATRON DE ELUCION DE DEAE-CELULCSA DE LA ACTIVIDAD DE
PEPC EN HQJA ETIOLADA.

Los extractos de hoja etiolada precipitades con sulfato
de amonic {30-60%) y desalados, se aplicaron a una co-

Iumna de DEAE-CELULOSA equilibrada con el amortigua

dor C.

La elucifn se hizo con un gradiente de KCl 0-200 mM en
el mismo amortiguador C y se recogieron fraccicnes de

4 ml.
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PATRON DE ELUCION EN DEAE-CELULOSA DE LA "ACYIVIVAU D2
PEPC DE LA.RATZ

Los extractos de raiz precipitados con sulfato de
amonio930-601) y desalados, se aplicaron a una colum-
na de DEAE-CELULOSA equilibrada con el am ortiguador C .,
La elucidn se hizo con un gradiente de KC1 0-200 mM en
mismo amortiguador Cy se recogieron fracciones de 4 ml.
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Los extractos de tallo precipitados con sulfato de amo-
nio (30-60%) y desalados, se aplicaron a unz columna de
DEAE - (ELULOSA equilibrada con el amortipuador C. La elu-
cidn se hizo con un gradiente de KC1 0-200 mm en el mismo
amortiguador C y se recogieron fracciones rde 4 ml.
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Fig. 5.6 PATRON DE ELUCION DE DEAE-CEIULOSA DE LA ACTIVIDAD
DE PEPC DE CALLOS DE EMBRICH,

o)

Los extractos de callos de embrifn precipitados con

sulfato de am onio(30-60%) y desalados,se aplicaron

a una columna de DEAE-CEIULOSA equilibrada con el
amortiguador C. La eluciédn se hizo con un aradiente

de KCI 0-200 mM en el mismo amortiguador C y se re-

recogieron fraciciones de 4 ml.
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El resultado mas interesante de esta cromatografia fue el que
‘el sepgundo pico de actividad de hojaz verde coincide en cuanto a la
concentracibén de KCl a la que se eluyen los picos de actividad de
PEPC de rafz, tallo, callo y PEPC-II de hoja etiolada. Al mismo -
tiempo, unc de los picos de actividad de hoja etiolada (PEPC-II) y
el pequefio no caracterizado de hoja verde también coinciden en el
valor de concentracién de KC1l a lalque eiuyen (170 mM y 168 mM res-
pectivamente). Es per ellc que podemos decir que los datos obteni-
dos en nuestras condiciones experimentales concernientes al compor-
tamiento en cromatografia en DEAE-CELULOSA de 1a actividad de PEPC
apuntan hacia la gxidtencia de dos poblaciones o dos formas isocen-
zimiticas, ' entendiendo por formas iscenzimfiticas "moléculas con 1la
misma actividad enzimética que pueden separarse en tipos "distingul
bles por cualquier método', tal como define Market (62) de PEPC en
. tejidos de mafz; una poblacién eluyendo a una concentracibn proﬁe~

dio de KC1l de 105.5 mM y l1a otra a 171 mM.

Los experimentos que a continuacifn describimos fueron emprendidos
con el objeto de confirmar este hecho y de caracterizar a las dos

isoenzimas.
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ITI.4 DETERMINACION DEL PESO MOLECULAR DE LAS ISOFORMAS DE LA
ENZIMA PEPT POR CROMATOGRAFIA DE FILTARACICON EN GEL

Después de haber identificado y caracterizado las isoformas de 1la cn-
zima PEPC . en cromatografia de intercambio ionico resultaba intere
sante comprobar si las formas encontradas diferfan en peso molecular.
Por ello, procedimos a determinar su peso molecular en cromatografia

de filtracién empleando Sephadex G-200.

Las preparaciones de PEPC concentradas tras cromatografia en DEAE-
CELULOSA se aplicaron por separado a una columna de Senhadex G-200
previamente equilibrada como se describié en _métOdOS; 1a vabla 3f4

muestra los resultados de este experimento.

TABLA 3.4 PESO MOLECULAR DE LAS ISOFORMAS DE PEP. C ESTIMADO POR
a CROMATOGRAFIA DE FILTRACION EN GEL.

K X PEST MOLECULAR
PROTEINA av av
. EXPERIMENTAL  CALCULADO (Daltones)
Ferritina 0.029 ' 0.061 480,000
Catalasa . 0.240 0.327 232,000
Globulina 0.430 0.398 160,000
Ovalbiimina 0.743 0.784 45,000
PEPC-Callo 0.102 -- 418,193
PEPC-Tallo 0.111 -- 406,028
PEPC-Hoja verde 0.121 -~ 392,000
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El ajuste lineal de la curva de Kav=f (Log PM) dié la siguiente

ecuacibén con coeficiente de correlacién lineal de 0.96

Kav= 0.70 Log PM + 4.048

Los pesos moleculares fueron calculados a partir de esitaexpresidn

matemitica.

Tal como se Observa en la tabla 3.4 los pesos moleculares de las
protefnas nativas con actividad de PEPC presentes en los ﬁejidos de
hoja verde, tallo o calleo de embriones no son significativaménte di-
ferentes. E1 peso molecular promedio es de 400,000 daltones, lo
cual estd de acuerdo con el peso molecular reportado por varios auto-
res (40, 139) para la enzima presente en hoja de maiz. No hay datos

en la bibliografia sobre el peso molecular de esta enzima en otros

tejidos de maiz.
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Fig. 3.7 DETERMINACICN DEL PESO MOLECULAR POR CROMATOGRAFIA EN SEPHADEX G-200

DE 1A PEPC DE HQJA VERDE (Hv) . TALLO(T) Y CALLO DE EMBRION (CE).

Las froccidnes cen actividad de PEPC obtenidas en DEAE-CELULOSA
de callo de embriones(CE), tallo (T) y hojas verdes (Hy) tras ser

precipitadas con sulfato de amenio y Gposterionpex}te dializada se a-
aplicaron a una columna de Sephadex” G-200, equilibrada con el mis-

mo amortiguador C que contenia adicionalmente glicerol (5%). El
volumen vacio fue determinado utilizando azul de dextrano y la ca-
libracién de la colunna se realizd empleando ferritina(480,000),

catalasa(232,000 lobulina (160,000 albimina (45,000). Se
recogierc(m ft"accg.c’:%es de 6 m£ y se 1% %’ugﬁ protelrcla por glbsorban-
cia a 280 mm.
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IT1.5°  COMPORTAMIENTO ELECTROFORETICO DE LA ACTIVIDAD DE

FOSFOENOLPTRUVATO CARBOXILASA EXTRAIDA DE LOS DIFE
RENTES TEJIDOS DE MAIZ

Los datos cromatogrificos obtenidos nos indicaban la existencia de
dogposiblesisoenzimas que presentaban diferencias en cuanto a su
cafga.neta (diferente retencién en la columna de intercambio ibnico
y mo en cuanto a su tamafio, ligeras diferencias en el valor de K

en cromatograffa de filtracién molecular). Sometimos estas formas

a electroforesis para tratar de corroborar estas observaciones,

II1.5.1 Caracterizacién Electroforética de las isoformas
e PEPC de tejidos de mal:z

Uno de los métodos mis frécuentemente_usados para &eterminar 1a he-
terogenecidad enzimitica es la deteccibn én-zimpgramas, consistente
en acoplar la electroforesis en gel con procedimientos de tincibn
"histoquimicos para identificar enzimas diferentes; esta técnica es
directa, simple, fAcil de usar, puede aplicarse a enzimas en homoge-
nados crudos y posee un gran poder de resolucién para la identifica-
ci6én de las enzimas. E1 éxito en la deteccibn de una enzima en par-
ticular presente en una mezcla de protefnas aplicadas a electrofore-
siﬁ en geles de poliacrilamida depende, entre otras cosas, de la
especificidad del reactivo prescnte en la mezcla de reaccién enziméti
ca donde se lleva a cabo la incubacién de los geles. En ese sentido,
entre las técnicas reportadas para la deteccién de la actividad de

la engiﬁa PEPC .~ ({55, 125, 126, 127) nosotros ‘hemos seleccionado la
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que utiliza el colorante violeta rdpido B (55) ya que cumple con
esos requisitos, es decir, tiene una absoluta especificidad frente
al oxalacetato, que es uno de los productos de la reaccibn catali-

zada por PEPC.

Los extractos de los diferentes tejidos de maiz fueron precipita-
dos con 30-60% de sulfato de amonio, dializados y finalmente some-
tidos a electroforesis en peles de poliacrilamida al 4% de T. Las
bandas de protefna con actividad de PEPC se revelaron especificamen
te como se describe en Métodos, utilizando el colorante violeta ré

pido B.

Se eligib el 4% de acrilamida+bisacrilamida ya que el elevado peso
molecular de la protefina nativa dificulta su movimiento a través de
poros relativamente pequefios. Usamos por ello el porciento de T -
(% T) minimo que nos permitia un manejo apropiado de los geles y -

una mixima separacifn entre las dos isoenzimas.

La técnica utilizada (véase Métodos) fue una modificacibn a la ori-
ginal descrita por Vidal y col. (55), ya que si usibamos el amorti-
guador Tris-HC1l al pH descrito tanto para los electrodos como para
hacer los geles, la actividad de l1a enzima PEPC se perdia sustan-
cialmente; en cambio cuando se sustituyé el Tris-HC1 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 perffl cromatogrifico obtenido

en DEAE-CELULOSA; es decir, las proteinas con actividad de PEPC

que eluyeron a fuerza ibnica baja en DEAE-CELULOSA (tipo PEPC-I)
présentarcn una movilidad relativa electroforética menor que 1las

que eluyeron a fuerza ibnica alta. Ademis, la enzima de hoja verde
y el pico PEPC-I de hojas etioladas mostraron el mismo comportamien
to electroforético. Del mismo modo, 1la enzima de talio, rafz, callo
y el pico PEPC-II de hoja etiolada se movieron idénticamente, mostran
do asi nuevamente, una total coincidencia en las caracterist;cas de

ambos grupos de isoformas de PEPC. .

Cuando se sometieron a electroforesis los extractos crudos de hojas
etioladas no se detecté més que una banda de actividad, a pesar de

que la cromatografia de intercambio ifénico habia revelado la presen-
cia de dos formés. Este resultado es 1l6gico si se tiene en cuenta la
gran diferencia en cuanto a actividad.que presentan los dos picos eluf
dos de DEA-CELULOSA y que ‘el procesoc de revelado no se puede continuar
por periodos prolongadoes para evitar el excesivo eﬁsanchamiento de la
banda tefiida por difusién del oxalacetato. Por ello el tiempo de re-
velado 6ptimo para la forma mayoritaria era a todas luces insuficien-

te para detectar la pequefa proporcién de la forma minoritaria.
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Fig. 3.8 PATRON ELECTROFORETICO DE LA ENZIMA PEPC DE HQJA VERDE

(tv) ,HOJA FTIOLADA (HE-I y HE-II),CALLO DE EMBRIONIS,

RAIZ(R), Y TALLO (T).

las muestras aplicadas en todos los casos, correspondie-
ron al precipitado 930-60%) de sulfato deamonio, resus-

pendido y dializado. La electroforesis en condicones nati-
vas se h izo en geles de poliacrilamida en tubo al 4% de T

Las proteinas con actividad de PEPC fueron detectadas

por incubacién de los geles en presencia de de los sus-
tratos y del colorante especifico especifico del producto

de la reaccifn, violeta rfpido B a pi 8.0.

102



Por otra parte, es 1mnortante sefialar la 1dent1f1cac1on de las caracte-

Tisticas de la act1V1dad de PEPC extralda de callos con las caracteris-

ticas'ﬂeylafPEPC'extraida'de otros tejidos, Esto se hace mis interesan

te'(comb'discu;iremos mids adelante) si se tiene en cuenta que adn no

se- hablafesthdiado esta actividad enzimdtica &n callos de embriones de

III 5,2 Grdfica de Ferguson de las Act1V1dades En21mat1cas
de hoja verde y callo de -embriones.

Los resultados anteriores si bien confirmaron los resultados obteni-
dos en la cromatograffa de intercambio ifnico, no aportaron ninguna
indicacién acerca de una semejénza o diferencia en cuanto a pesoc mo-
lecular eni}e las dos iscenzimas. Para tratar de elucidar si presen-
t;ban diferencias en ‘cuanto a gu tamafio obtuvimos una grifica de -

. Ferguson de las formas de hoja verde y de callo de embriones(tomadas
como fepresenfantes de las dos férﬁas hasta estevmamento encentradas)
mediante electrofbresis en condiciones no desnaturalizantes y revela-

do especifico por actividad de preparaéién de enzima parcialmente “pu-

rificadas (Fig. 3.9).

La 'gréfica de Ferguson (90) que rela&iona la movilidad relativa (Rfj
de proteinas con el tamafio del poro del gel (determinado por el % de
T, el cual es definido como la suma total de acrilamida mis bisacrila-
'-mida/IOOj es una grifica de gran utilidad cuando se quiere caracteri-

zar isocenzimas. La relacifn matemftica del Logig de R¢ frente al % T

™
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- los extractos precipitados con sulfato de amonio

{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 iT, Las bandas de protefnas con actividad
de PEPC . fueron detectadas mediante tincién especifica
enpleando el colorante violeta ripido B =
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es lineal. Puesto que esta gréfica refleja la movilidad durante la

electroforesis cuando sélo el poro del gel se esti variando, la pen-
diente de la recta obtenida es una medida de la resistencia que el

gel impone al movimiento de laprotednay por tanto esth relacionada

con el tamafio molecular de esta., La interseccibn con el eje de las

ordenadas (Yo) de la grifica de Ferguson (cuando $ T = 0) es una medi
da de la movilidad de 1a proteina en solucibn libre. Al graficar -
Log10 Rf frente al % T se ob;uvieron un par de lineas paralelas, lo
que e5 una fuerté indicacibén de que las dos proteinas tienen el mismo

tamafio, pero diferentes movilidades libres en solucidn, es decir, di-

ferente carga. Esto estd de acuerdo con el hecho de que los pesos mo -

leculares de 1las distintas PEPC, determinadas por cromatografia de fil

tracién en gel difieren s6lo ligeramente.

"111.5.53. Determinacién del Peso Molecular de las Subunida-
dades de las isoformas de PEPC de tejidos de maiz.

Utilizamos la técnica de electroféresis en geles de poliacrilamida en
presencia de SDS con el objeto de determinar cuantas subunidades com-

ponian las isoformas de PEPC de los diferentes tejidos, asi como su

peso molecular.

Las proteinas desnaturalizadas (PEPC) aplicadas a electrofuresis
(PAGE-SDS) se obtuvieron tras su elucibn de los geles de poliacrila-

mida donde se habia detectado su actividad empleando el colorante

jos



especifico Violeta R4pido B. Una vez eluidas de los geles y prepa-
radas adecuadamente, las proteinas fueron sometidas a electrofore-

sis tal como se explicé (en II.3.6.2)

Es interesante déstacar el hecho de que la alternativa de obtener

la muestra de PEPC de los diferentes tejidos a través de la elucién

de geles revelados por actividad permitié disponer de cantidades pe-
quefias de proteinas con un grado bajo de contaminacién sin tener que
seguir todas las etapas tradionales de purificaci6n de protéina. La
cantidad de proteina elufida de estas bandas, fue muy pequena, por lo
que tras la electroforesis en presencia de SDS las bandas de proteina
de los geles no pudieron ser detectadas empleande la tincién con Azul
de Coomassie, Fue necesario implementar la técnica de tincién con el
reactivo de plata)el cual es capaz de detectar hasta nanogramos de pro
tefina. La sensibilidad de esta técnica de tincién es tal que las pre-
" paraciones comerciales de las proteinas usadas comp patrones, Qupuesta-
mente puras, al ser sometidas a electroforesis mostraban numerosas ban-
das feﬁidaS, lo que hacia diffcil la identificacién de aquellas corres
pondientes a los patrones usados. Para solucionar este problema tuvi-
ﬁos que tefiir los geles en primer lugar con Azul de Coomassie, y una
vez identificados los patrones, {con esta técnica de tincién apare-
cen 5610 las bandas mayoritarias correspondientes a los patrones apli-
cados) se hizo la tincién con el reactivo de plata para detectar las
bandas de proteinas de las subunidades de PEPC. En los carriles en

los'que se aplicé PEPC de raiz tallo y callo también aparecieron va-
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rias bandas de protefnas tefiidas. Nosotros atribuimos l1a banda
tefiida m4s intensamente, ¥ que al mismo tiempo estaba presente en

todos los carriles,a la de las surnuni.adcs de la Pz

Sin embargo, no pudimos tener certeza absoluta que asi sea, puesto

que este método de revelado no es cuanlitativo y aparecieron otras

bandas de peso molecular superior e inferior.

La fig. 3.10 es un diagrama de las principales bandas observadas

al final de 1la electrofor@sis. En el primer carril, so observan

bandas de proteinas corresbondientes a los patrones de peso nmolecu-
lar conocido. En los demis carriles, se han dibujado las bandas de
las subunidades de PEPC de los diferentes tejidos de acuerde con su
movilidad electroforética. Este patrén electroforético muestra una
total identificacién entre las subunidades de la ‘enzima PEPC de

hoja verde y la forma de "baja fuerza ibnica' (PEPC-I)de hoja etio-

lada. De igual forma, las subunidades de la enzima de rafz, tallo,

callo y PEPC-II de hoja etiolada presentaron el mismo R..

El valor del peso molecular estimade para las subunidades de la en-
zima de hoja verde y la de la forma PEPC-1 de hoja etioclada es de
111, 511 daltones, mientras que el de las subunidades de PEPC de ta-

1lo, callos de embrion,- tafz y PEPC-II de hoja etiolada es de 93,
061 daltones. (Fig 3.11)
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Fig. 3.10 PATRON ELECTROFORETICO DE IAS SUBUNIDADES DE LA PEPC

DE HOJ?\ VERDE (Hv),HOJA ETIOLADA (HE-I y HE-II),CALLO
DE EMBRIONES(CE), RAIZ (R), TALLO (T) vy

MARCADORES (M) .

Las bandas de protefnas que mostraron actividad de
PEPC en electroforesis en condiciones nativas, fueron
cortadas , homogenizadas y dializadas en presencia de. :
SDS para lograr la elucidn de las proteinas. Después
de centrifugar y desechar los restos de poliacrila-
mida, se sometid el sobrenadante, que contentfa las
proteinas eluidas, a PAGE-SDS en geles de 6% de T. Los .
pesos moleculares de las proteinas macadoras utilizadas
fueron:- QvoalbGmina (66 000), anhidrasa carb&nica

(29,000} ,fosforilasa (9‘5 ,0005 sgalactosidasa{116,000)
¥y miosina (250,000}.
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Puesto que el valor de peso molecular de la proteina nativé de la
forma de hoja verde encontrado en cromatograffa en Sephadex G-200
fue de 400,000 daltones ¥y el valor de la subunidad segfin electro-
foresis en presencia de SDS es de 111,000 daltones, podemos deducir
que la protefina nativa es un tetrémetro.compuesto por cuatro subuni-
dades idénticas como ha sido réportado por otro autores {40, 41, 42). .
Esto serfia aplicable a la forma PEPC-l encontrada en hoja etiolada
que posee caracteristicas” en todo semejantes a la de hoja verde,
alin cuando en este caso no determinamos el peso molecular de la pro-
tefna nativa por filtracifn en gel. En 1o que respecta a la otra
isoenzima encontrada y caracterizada en rafiz, talle, hoja etioplada

y callo, considerando el peso molecular estimade de las subunidades
y de la proteina nativa (tomando como representantes a las formas

de rafz y callo) podriamos concluir que esti formada igualmente por

cuatro subunidades.

Estos datos, unidos a los resultados anteriores (grifica de Fergusonﬁ
electroforesis en condjciones nativas, cromatografia en DEAE-CELULOSE
& de filtracién en gel) refuerzan la conclusibn de que‘en los tejido#
de maf{z hay al menos dos iscenzimas de PEPC. Una de-ellas esti presen
te en todos los tejidos estudiados, con la posible excepcién quizés,
de hoja verde, afin cuando como ya menéionamos, también pudiera estar;
presente en este tejido puesto que el pequefic pico de actividad en-
contrado regularmente en cromatografia en DEAE-CELULOSA presentf un
comportamiento muy similar al de los demés tejidos. La otra es una

forma localizada exclusivamente en hoja, independientemente de que es-
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"ta sea fotosintética o no. Esta iscenzima es, sin embargo, indu-
cible por luz puesto que la cantidad de ella presente en hojas ver
des (medida como unidades de actividad enzimftica/mg de protefina)

es muy superior a la presente en hojas etiocladas.

no



i ] |
5.4 [—MmiosiNa
o 5.2 —
<< B-GALACTOSIDASA
o
[ ]
W 5.0 |- FOSFORILASA .
=
—
o LALBUNIRA
L . o
% 4.8
e VOALBUMINA
0 L
3. PEP caRBOXILASA(T)
— 4.6 B
L
PEP CARBOXILASA (I1) ANHIDRASA
f CARBGRICA
O‘f i 1 1 i !
0.2 0.4 06 0.8 1.0

Hipg, 3,11 DETERMINACION DEL PESO MOLECULAR DE LAS SUBUNIDADES LE

HOJA ETIOLADA (HE-I) (1),
,TALLO (II),CALLO DE EMARICN (II}.

LA PEPC DE HOJA VERDE (Ig,
HQJA ETIOLADA ME-IL) (II

Esta
experimentos del mostrado en la

111

g%éfica fue obtenida con los datos hallados en los

fig. 3.10.




III.6 ESTUDIOS INMUNQLOGICOS

II11.6.1 Obtencién de Anticuerpos Frente a la forma Enzimé-
tica encontrada en hoja verde

La presencia de anticuerpos especificos en el suero inmune fue com
probada en ensayos de inmunoprecipitacién en capilares empleando

como antigeno preparaciones crudas de PEPC de hoja verde.

Los anticuerpos parcialmente purificados demostraron ser monoespe-
cificos mediante la prueba de.Ouchterlony de doble inmunodifusién en
geles de agar, puesto que aparecif una nica banda de inmuncoprecipi-

tacién al cruzar el anticuerpo con extractos crudos de hojas verdes.

Igualmente se hicieron placas en la que en el pocifo central se apli
c6 una cantidad determinada de antigeno y en los circundantes canti-
dades decrecientes del antisuero y viceversa; De esta forma, se
investigé la relacibén 6éptima antigeno-anticuerpo para obtener una
linea de inmunoprecipitacién 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.

B

El suero de un animal no inmunizado fue incapaz de producir banda
alguna de inmunoprecipitacién cuando se sometif a la pruebade;puchtez.%

lony conjuntamente con el antigeno (Ag) (extracto crudo de hoja verde)-

it
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Fig. 3.12

Inmunoprecipitacién en agar de PEPC de hoja verde con 1I_A obtenidos
frente a una preparacién pura de esta enzima. El pocillo central
contenia los IgA ¥ los circundantes cantidades variables del A --

£
(PEPC en extracto crudo de hojas verdes).
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Fig. 3.13

Comparacién inmunolégica de las iscenzimas de PEPC de hoja y raiz
de mafz. Los I_A fueron obtenidos frente a PEPC de hoja verde

(pocillo central), a: PEPC de hoja verde b: PEPC-I de hoja etio-
lada; c: PEPC de rafz. Se usaron las preparaciones enzimiticas
obtenidas tras DEAE-CELULOSA en las pocilles b ¥ c.
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tpill.d.z _ Determinacidn del grado de homologia in-

e

: munolbgico existente entre las isoenzimas
- e el de PEPC de tejidos de faiz..

Las técnicas inmunoquimicas pueden en forma simple y econémica medir
el grado 'aproximado de semejanza de la secuencia de aminolcidos de
las ﬁroteinas (es decir, su semejanza estructural), por loc que cons-
tituye una prictica alternativa a las técnicas mucho mis dificiles

y caras de secuenciacién y comparacién directa de la estructura pri-
maria de las protefinas.

Por esta razbn, nosotros hemos utilizado la prueba de doble difusién
en agar.de Ouchterlony y la de inmunotitulacién de preparaciones con
actividad PEPC con el fin de comprobar si las diferencias electrofo-
réticas y cromatogrfficas encontradas se acompafian de diferencias in-
munolégicas. | .-

e

“111.6.2.1 DPrueba de doble difusidn en gel
P de Ouchterlony - - + -~

—

Cuando se -realizd la reaccién de precipitacidn en gel de los
anticuerpos del suero inmune parcialmente purificados (obtenidos

frente a la enzima PEPC de hojas verdes) con extractos de PEPC del
mismo tejido” (precipitacidn del 30-60% con sulfato de amonio),.se
observé solamente una banda de'precipitacian definida y continua
(Fig 3.13)'El1l demuestra (como ya comentamos) que los anticuerpos
obtenidos son mon9especificos paré la isoenzima de PEPC presente

en hoja verde.
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Para determinar si la PEPC-I de-hoja etiolada que presenta

‘caracteristicas cromatogrdficas y electroforéticas similares

de hoja verde posee también similares caracteristicas inmunol6gi-
cas, Se compararon ambas isoenzimas mediante esta prueba. Los re

sultados (Fig. 3.1}1] muestran que las lineas de precipitacién que

‘'dan lugar a ambas preparaciones enzimfticas se funden completamen-

te .indicando una total identidad inmunolégica y sugiriendo identidad

molecular, en términos del antisuero usado. Por el contrario, no se

observaron lineas de precipitacién cuando se difunde el suero frente

a las formas enzimiticas de callos, rafiz, o tallo o a la forma mino-

ritaria (PEPC-II) obtenida tras cromatografia en DEAE-CELULOSA de

extractos de hoja etiolada.

En todos los casos se aplicaron en los pocitos las mismas unidades
de actividad enzimética, como una forma de aplicar aproximadamente
la misma cantidad de enzima ya que numerosos datos de la bibliogra-
fia indican que PEPC purificadés de muy diferentes arigenes poseen
una actividad especifica en estadeo puro muy similar y cercana a -

25 unidades/mg de proteina (40, 43, 44).

Por ello podemos concluir que la ausencia de precipitados no se de-

'bi6 a escasez de antfigeno, sino a que no existen determinantes anti-

génicos en comflin entre las dos isoenzimas encontradas en maiz.
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. 111.6.2.2 Inmunoprecipitacidn de la PEPC con Ant@-?EPC
de “h6jas verdes.

Con ei fin de corroborar la ausencia de reactividad entre las dos
isoenzimas, hemos examinado la precipitacién de la actividad PEPC

de p?eparaci6n parcialmente purificadas de hoja verde y de rafz
{tomadas ambas como representantes de las dqs isocenzimas encontra
das) por el suero anti-PEPC de hoja verde, siguiendo el procedi-
miento descrito en Métodos. . Como puede observarse (Fig. 3.14) 1la
actividad enzimitica de hojas verdes es completamente precipitada
por el anticuerpo (10 microlitros bastan para precipitar 0.125 uni
dades de actividad enziﬁética), mientras que el mismo anticuerpo

no tiene efecto sobre la actividad-de 1la enzima de rafz incluso a
concentraciones mucho mis altas que las que producen total precipi-
tacién de la de hoja. Todas las incubaciones se hicieron en ambos
casos por duplicade y con las mismas unidades iniciales de actividad
enzimética. El suero control (obtenido de animal no inmunizado) no
modificd la actividad soluble de ninguna de las dos carboxilasas du-
rante el periodo de incubacibén. Este resultado proporciona un nuevo
apoyo a la conclusién deducida de la prueba de Ouchterlony de la exis
tencia de considerables diferencias estructurales entre estos isoen-.

zimas.

mnm



ACTIVIDAD i;DE PEFC (5 CONTROL)

IOO_\

SUNUE NN R W R N

10 20 ’
ANTISUERO ARADIDO (,:ll)]

INMUNOPRECIPITACION DE PEPC DE HOJA VERDE
(o) Y DE RAIZ (o)

Cantidades constantes de actividad de PEPC se incuba-
Ton con diferentes volGmenes de antisuero. Al mismo
tiempo se empleS suerc no inmune como control. La
incubacién se 1lev6 a cabo a 49°C durante 18 horas
en un amortiguador salino a pll 7.2 tras lo cual se
centrifugd, y los sobrenadantes cbtenidos se uti-

lizaron para medir actividad residual de PEPC.
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TABLA 3.5 RESUMEN CARACTERISTICAS DE LA ENZIMA PEP-CARBOXILASA DE
’ DIFERENTES TEJIDOS DE MAIZ OBTENIDAS DURANTE EL DESARRO

LLO DE ESTE TRABAJO

Peso molecular

CTr N S
. - (daltons)
PEPC hoja verde 104* 0.216 0.266 120,266
PEPC-1 hoja etiolada 107+ 0.215 0.266 120,266
PEPC-II hoja etiolada 170**~ ¢.201 0.435 75,845
PEPC Tallo 157 0.305 0.435 75,845
PEPFC Rafz 150 0.310 0.435 75,845
PEPC Callo embridn 160 0.308 0.435 75,845

Un segundo pico no muy definido, eluy6 a 168 mM

** Representa el 97% de la actividad total eluida de PEPC

=** Ropresenta el otro 3% de la actividad total eluida de PEPC

ng
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IWV.: DISCUSION

Los estudios de Ting y Osmond (42, 52) demostraron de manera clara
;a éxistencia de diferencias significativas a nivel cinético y mole-
cular entre las formas enzimfticas con actividad PEPC extrafidas de
diferentes orfigenes {hojas de plantas Cy;, C, ¥y CAM o tejidos no fo-
tosintéticos), iniciando y mostrando asf un importante camino a.se-
guir para abordar el estudio de la regulacién de los metabolismos in

termediario y fotosintético en la que esta actividad enzimitica inter

viene, asi como para el estudio de la historia evolutiva de estas for-

mas enzimfiticas. Estos autores concluyeron a partir de sus resultados
que las diferencias observadas entre especies moleculares con activi-
dad PEPC se debian a la funcidn que realizan en diferentes tejidos

y jusﬁificaban su payticuiarffuncién‘en una ritta metabdlica o en

otra, conclusidn que hoy es considerada -correcta.

Resulfa l6gico pensar que si queremos llegar a entender los aspectos
regulatorios de las rutas metabdlicas en las que participa la enzima
PEPC, lo primero que hay que hacer es caracterizar de la manera mis
completa posible sus isoenzimas, puesto que sobre sus distintas ca-
racteristicas moleculares ha de basarse la regulacién diferencial de
estas rutas. Al mismo tiempo como apuntibamos anteriormente, estos
estudios comparativos a nivel molecular posiblemente nos indicarén

la proximidad o lejanfa evolutiva existente entre las formas actuales

de 1la enzima PEPC.
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A este respeéto, los resultados descritos en esta tesis que
discutiremos a continuaéién a la vista de los estudios ya publica-
dos por otros auteres, si bien son limitados, tienen el valor de
confirmar algunos hechos ya publicados y de aportar nuevos datos

e interrogantes que servirian de base para investigaciones futuras.

La primera caracterizacifn de las isoenzima; de PEPC llevada a cabo
por Ting y Osmond (42, 52) se basé exclusivamente én criterioé ciné-
ticos (valores de Vmax Yy Km,gj de una'mﬁestra amplia de especies

¥y en criterios cromatogrificos (comportamiento en una columna de in-
tercambio iénico de las preparaciones enzimiticas crudas).. Por lo

que Tespecta a esta tesis mereéen comentarse los resultados que
ellos obtuvieron con hojas_verdgg‘y.etioladas y con taiz de maiz,

Jé ;cuerdc.coaniﬁgf? Osmond, el pica de actividad de la forma enzi-
-mﬁtica presente en hoja de plantés étioladas eluye de una columna

de DEAE-CELULOSA a una fuerza iénica inferior a la que eluye e1 pi-
co de act1v1dad de 1a forma enzlmﬁtlca presente en hoja verde. Ba-
sfndose en que no encontraron ninguna actividad PEPC en los extrac-
tos de hoja etiolada que eluya en la regi@n en 1lo que 1é—hace la ac-
tividad PEPC de extractos de.hoja verde,ry viceversa, y en que en
experimentos reallzados con extractos de hojas expuestas por periodos
cracientes ‘de tiempo se observo un aumento progresivo del wvalor de
fuerza ibnica al que eluye el pico de actividad hasta alcanzar el

-valor tipico de hoja verde, postularon que el enverdecimiento lleva

consigo una conversibén, por modificacibn, de la forma existente en
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la hoja etiolada a la forma existente en hoja verde. Por otra
parte, encontraron que la enzima de rafz queda mis fuertemente re-
tenida en 1la columna, eluyendo a valores de fuerza ibnica bastante
superiores a las gue eluyen las enzimas de hoja etiolada o verde.
Nuestros resultados usando estos tejidos difieren notablemente de
la de estos autores, puesto qQue NosotTros encontramos que la activi-
dad de extractos crudos de hoja etiolada eluye en dos picos tras
cromatografia en DEAE-CELULOSA (PEPC I,II) mientras que sflo pudimos
encontrar un pico de actividad al cromatografiar los extractos crudos
de hoja verde, eluyendo este a un valor de fuerza idnica que razona-
blemente coincide con el primer pico de hojas etioladas (PEPC-I).

Debemos hacer notar, Sin embargo, que en repetidos experimentos croma

tograficos encontramos de forma consistente en extractos de hojas ver-

des un "hombro' o pequeifio pico a valores de fuerza ibnica mayores a las

del pico mayoritario que bien pudiera corresponder a la forma PEPC 11
1. sxtractos de hojas etioladas, pero cuya caracterizacibn siguiendo
vicus criterios no sellevé a cabo, por lo que no podemos. concluir

inequivocamente que se trate de la misma forma enzimética.

Por dltimo, como volveremos a dicutir mAs adelante, el pico de acti-
vidad PEPC de raiz concide con-'el PEPC-II de hoja etiolada, Es de
hacer notar que nuestros experimentos cromatogr&ficos fueron reali-

zados controlando y estandarizando,en la medida de lo posible, todas

c

las condiciones experimentales que pueden,de seT modificadas,conducir -

a la produccién de artefactos. Asi, las columnas usadas fueron en

todos los casos del mismo tamafio y se aplicaron cantidades iguales
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de proteiné y de actividad PEPC en los diferentes experimentos.
Por tanto, las discrepancias entre nuestros resultados y los de
Ting y Osmond, podrian'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 posicibn del piéo

elufido de las formas de PEPC,

Por el contrério, nuestros resuitados coinciden con los de anakawa

y col. (SQ) quienes afios mAs tarde, estudiaron el cambio cualitati-
vo y cuantitativo 'que 1a enzima PEPC sufre cuando la planta pasa de la
oséuridad a la luz, y a diferencia de Ting y Osmond, concluyeron que
la luz induce sintesis de nueva enzima. Hayakawa et al encontraron
dos isofermas (PEPC-I, PEPC-II) tras.cromatografia en DEAE-CELULOSA
de extractos de hojas etioladas y un s6lo pico de actividad en hojas
verdes, cuya elucifn relativa a otra enzima usada como marcador in-
terno, la hacfa corresponder con PEPC-I. _Al igual que bajo nuestras
condiciones expérimentales, la actividad de PERC—I era la mayoritaria
en el extracto de hoja etiolada. El que no se encontrase el pico de
actividad, correspondiente a PEPC-II en hoja :Frde puede deberse a
que esta actividad afin cuando esté presente es menor que PEPC-I (Fig.
3.2 de este,estﬁdio)y es -muy pequefla para-ser detectada (téngase en
cuenta que el enverdecimiento supone un notable incremento de la can
tidad de proteinas con actividad PEPC-I). Alternativamente existe la
posibilidad de que la luz o el proééso natural de desarrollo de la -

planta, de alguna manera altere la velocidad de recambio de ambas for.
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mas enzimidticas conduciendo a un descenso de la actividad PEPC-IIX
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 cam 5

bio que en los valores relativos de su actividad sufren otras isoen

zimas (94).

-

De cualquier forma, el poder asegurar que la forma enzimftica PEPC-II
estos 0 no presente en hoja verde tiene que esperar a los resultados
de investigaciones futuras. La disponibilidad de anticuerpos especi-

ficos frente a esta forma permitiria posiblemente detectarla, si esté

-

presente en ein hojas verdes. ’ : '

Resultados similares en cuanto al patrén de elucidn relativo en cro-
matografia de intecambio ibnico de las formas enziméticas caracteris
ticas de hoja verde y hoja etiolada, son los publicados por Goatly ¥y
Smith (56) en cafia de azficar y muy recientemente (después de que el

trabajo experimental que se¢ -describe en esta memoria ya habia sido

concluido), por Vidal y Gadal en Sorgo {63) ¥y en maiz (139) todas
ellas especies Cd' En estos estudios se encontrf que la forma tipica
de hoja verde eluye de una columna de intercambio idnicoa fuerza i6ni§
ca menor que lo que lo hace la forma enzimitica caracteristica de hoj:.
etiolada, Ello parece indicar que.este comportamiento cromatogrifico
es una caracteristica propia de la enzima asociada a fotosintesis en
hojas de plantas C4 y que la diferencia claramente de la forma anaple

rética existente en hoja etiolada. De acuerdo con nuestros resultado:

que en este punto coinciden con los de Hayakawa y col. pero difieren
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de los de Vidal y Gadal y de los de:Goatly y Smith, esta forma fotosinté-
-Ati‘ca se estd expresando en hoja alGn cuando la planta haya sido cre
t:.:ida ‘en la oscuridad, si bien la iluminacién se traduce en un incre
mento de varias veces de la cantidad presente de esta isoenzima como
ha sido demostrado inequivocamente por Kobayashi y €ol. (102), Ha-
yakawa y col. (59) y “Hague y Sims (103, 105). Queda sin respuesta
la pregunta de en qué momento del desarrollo de la plfintula aparece
esta forma enzimitica que obviamente esté implicada en el metabolis-
mo autétrofo. Es de esperar que durante el perfodo heterbtrofo de
la vida de la planta sea la forma anaplerftica la predominante, si
no la finica presente. Cabria la posibilidad de que la sintesis de
la forma "fotosintética" sea inducida no sélo por luz, sino por el
esta'do nutricional o de desarrollo dé la planta. Ello justificaria
su presencia en plantas etioladas_(téngase en cuenta que el estudio
‘en este caso se realizé con plantas que ya contaban con , 12-15 dias
de edaﬁ). Légicamente, se necesitan estudios adicionales para con-

fiTmar o rechazar esta hip6tesis.

Ademés de confirmar algunos de los datos de layakawa y col., en el
trabajo que aqui presentamos, nosotros extendimos estas observacio-
nes con estudios electroforéticos, los que permiten distinguir cla-
.Tamente entre ambas formas enzimfticas, ya gve€presentan en geles de
poliacrilamida en condiciones no desnaturalizantes una movilidad re-
| lativa distinta, concordantecon la densidad de carga que habian demos

trado en la cromatografia de intercambio ibnico.. Ademis determinamos el
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peso molecular de sus subunidades, lo que, seglin nuestro conocimien
to, no'se habia hecho hasta la fecha con la enzima caracteristica de
hoja etioclada (PEPC-II). Los valores de peso molecular hallados pa-
ra las subunidades de la enzima presente en hoja verde (PEPC-I), estdn

de acuerdo con los publicados por Uedan y Sugvyama (40) para enzima

de hoja verde de mafz.

Por lo que respecta a los resultados que obtuvimos al estudiar otres
tejidos de mafz, resulta a nuestro jﬁicio nuy interesante el hallaz-
go de que la finica forma de la enzima fosfoenolpiruvato carboxilasa
que estos tejidos parecen poseer presentan caracteristicas en todo
similares a la forma tipica de hoja etiolada en cuanto a los paré-
metros estudiados (peso molecular, bomportamiento cromatogrifico,
electroforético e inmunolbgico). De estos resultados, se puede con-
cluir que en maiz, existen (nicamente dos iscenzimas de PEPC, una ana
plerética presente en cualquier tejido, con la posible excepcibn, ya

discutida, de hoja verde, y otra fotosintética, presente en hoja.

Cabe destacar que aunque son varios los trabajos existentes a la bi-
bliograffa sobre la enzima PEPC de rafz de mafz (137, 140), ninguno
de ellns ha consistido en un estudio electroforético, ni inmumolébgi-
co. Por tanto, los datos relativos a su movilidad en electroforesis
no desnaturalizante en geles de poliacrilamida, al peso molecular de

la proteina nativa y de sus subunidades y a su falta de reactividad

con los anticuerpos anti-PEPC de hoja verde son totalmente originales



de este trabain Lo mismo podemos decir de los estudios realiza-
dos sobre la enzima de tallo y dec calle sobre los que, por lo que
nosotros sabemos , no se habia realizado ningln tipo de estudio has

ta la fecha.-

La presencia de varias formas de una enzima plantea preguntas acer
ca de la naturaleza de este polimorfismo, lo que es de gran importan
cia para comprender la regulacién de esa actividad y el orfigen y de-
sarrollo evolutivo de estas formas, las proteinas variantes pueden
presentar solo pequefias diferencias en estructura terciaria que serfian
suficientes para afectar §u movilidad electroforética o su comporta-
miento en cromatograffa de intercambioc iénico pero que no afectaria
suficientemente la funciocnalidad de la enzima. Por lo que respecta

a la actividad enzimitica objeto de este estudio, la enzima PEPC

las conocidas e importantes diferencias que existen entre las isofor-
mas a2 nivel funcional puestas de manifiesto por otros autores QSZ,
59, 63) parecen sugerir que deben existir entre estas isoformas di-

ferencias estructurales mayores.

En principio, nuestro hallazgo de que £l peso nmolecular de las iso-
formas en su estado nativo era précticamente coincidente, parecia
hablar en forma de pequefias diferencias estructurales, pero un es-
tudio mis profundo revel$ diferencias importantes en cuanto a sus
propiedades inumolégicas. El grado de semejanza estructural entre
las isoenzimas, puede determinarse por anélisis inmunolégicos, en-

tre otros métodos. La ausencia de la accién cruzada de los anticuer
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pos anti-PEPC de hoja verde con las otras PEPC debe interpretarse
en el sentido de aue hay un grado considerable de diferencia es-

tructural entre estas dos formas enzimfticas, puesto que se consi-
dera que dos proteinas que difieran en su secuencia de aminofcidos

en més de un 40% generalmente no exhiben reactividad cruzada (106).

Debemos puntualizar que, a este respecto, nuestras resultados difie-
ren de los de Hayakawa y Col.(59) .que si encuentran un :cier-

to grado de reconocimiento entre la forma PEPC-1I de hoja verde tam-
bién de mafz y de los dos de Vidal y Gadal (104) que en sorgo encon-
traron igualmente reacciédn cruzada entre las formas enzimfiticas de
hoja etiolada y los anticuerpos anti-PEPC de hoja verde. Por otra
parte, Perrot-Rechnmann y Col. (110) reportan la existencia de ca-
racteristicas inmunolégicas comunes entre las PEPC extrafidas de ori-
genes tan diversos como hoja y raiz de especies Cd’ C3, y CAM, pues-
to que seglin estos auto}es, al sueroc obtenido frente a la isoenzima

de hoja de una especie 04 reconoce a todas las carboxilasas citadas.

Hemos de sefialar que en 1os estudios inmunolégicos descritos en esta
memoria utilizamos como antigeno la forma fotosintética PEPC-I de ho-
ja verde, purificada cuidadosamente, no sblo para eliminar protefnas
contaminantes, sino también la forma PEPC-II, aunque como discutimos

anteriormente’ su presencia en extractos de hoja verde estd alin- por

demostrar.

Basfindonos 'en nuestros resnltados concluimos que las dos isoen-
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zimas encnontradas en mafz son realmente entidades moleculares to-

talmente distintas, y es tentador pensar, que la forma fotosintética
especifica de hoja aparecié como un caricter C4 al mismo tiempo que
este metabolismo, sin que exista una relacién evolutiva con la forma

anaplerética.

De haber existido una relacifn evolutiva entre las dos formas de --
PEPC de mafz, los determinantes antigénicos deben haberse perdido,
cambiado o enmascarado, de manera que no son ya reconocibles en las
isocenzimas actuales., Si este fuera el caso, estas isoenzimas debe-
rfan haber estado sometidas a una fuerte presifn de mutacién o selec-
cién. Por otra parte hasta que no se consigan auticuerpos frente a
la isoenzima PEPC-JI,no se puede descartar la posibilidad de que al-
gunos determinantes reconocidos por el suero anti-PEPC-II puedan dar

" reaccién cruzada con PEPC-1I.

PREALSY
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CONCLUSIONES

Se ha podido detectar de manera clara una sola especie molecu-

lar de 1la enzima PEPC (PEPC-I) en hoja verde de mai:z.

En hoja etiolada de mafz se han encontrado dos formas molecu-
lares de esta enzima {PEPC-I y PEPC-1I}, siendo una de ellas
en todo semejante a la encontrada en hoja verde, atn cuando en

tejido etiolado presenta una actividad considerablemente menor.

En extractos de rafz, tallo y callo (procedentes

de embriones de maiz) esté presente una forma enzimltica que en
cuanto a peso molecular de la protefna nativa y de sus subunida-
des y en cuanto a criterios cromatogrificos, electroforéticos e
inmunolégicos son indistinguibles entre si y con la forma presen-

te en hoja etiolada (PEPC-II).

Ambas formas enzimfticas encontradas en los diferentes tejidos

- estudiados (PEPC-1 y PEPC-II) presentan fuertes diferencias es-

tructurales, como se pone de manifiesto por la ausencia de reac-

cién cruzada con los anticuerpos anti-PEPC-I.
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CONCLUSION. GENERAL

Se demuestra que en mafz existen al menos dos isoenzimas de PEPC,
que por su distribucién deben estar asociadas a funciones metabb-
licas tan diferentes como la asimilacién fotosintética del CO, at
moéférico(tipicamente autétfofoi f‘y la participacibén en el metabo
lismo anaplerético theterétrofofi- Por otra parte, se ha puesto de

manifiesto que las diferencias estructurales entre ambas isoenzi-

mas son tales que parecen indicar un orfgen evolutivo no comin.
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