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JUSTIFICACION

El obJjetivo principal de la investigacién agronémica en el pais y en
el mundo entero es el de mejorar los rendimientos y la calidad de los
productos agricolas, asl como aumentar la productividad para poder

abastecer a la poblacién que ge tra en t crecimiento.

En la llamada “Revolucién Verde“, los grandes avances que se
obtuvlieron fueron a base de manipular el medio ambiente de la planta
(fertilizando, y controlardio los aspectos fitosanitarios todo a base de
agroquimicos), posteriormente se incursioné en la fitotécnia, con el
sanipuleo de genotipos (es decir, se inducfa la polinizacién ya entre
famillas, ya entre generaciones, ya al azar, haciendo una seleccién entre
los mejores ejemplares obtenidos).

Pero en algunos casos los resultados han sido contraproducentes ya

que la calidad del producto se ha visto disminuida o se ha perdido. Tal es

el caso de los duraznos grand ] y chapead pero insipidos, o
blen algunos trigos, que al cbtener caracteristicas de resistencla a la
sequia o a algunas enfermedades, perdieron la maleablilidad necesaria para
1a produccién de pan o harinas.

En la actualidad el pais vive problemas muy serios con la produccién
agricola, ya que se siguen usando agroquimicos en forma indiscriminada,
deteriorando asi el agroecosistema, de tal manera que existe la necesidad
de dar solucién a dicho problema, a corto, mediano y largo plazo.

Una forma de empezar a dar soluclones a mediano y largo plazo es a
través de la investigacién, tanto en laboratorio como en campo.

El compromiso que todo agrénomo tiene ante la socliedad, es el de dar

alternativas de solucién, es bor egto que se hace necesario incursionar en

11



el trabajo de investigacién como el presente, que tiene como objetivo
conocer parte del mecanismo bloquimico de la fotosintesis (especificamente
relacionadocon la fijacién del (02 atmosférico, en plantas Cs, que
caracteriza a estas como plantas con mayores rendimientos que las Ca),

La agronomfa por ser Iinterdisciplinaria requiere de todo
conocimiento que influya en el aumento de la calidad y cantidad de la
produccién.

Por ultimo, es necesario recordar que todo fenémeno que se observa
en la agricultura (especificamente en las plantas), son consecuencias de

una cantidad enorme de eventos bloquimicos.




I. INTRODUCCION,

La fotosintesls es un proceso metabélico fundamental para todos los
vegetales. Consiste en la sintesis de carbohidratos a partir del COz
atmosférico y agua, wmediante la absorcién de la energia radiante y su
conversién a potenclal quimico, y es el proceso basico implicado en el
crecimiento de las plantas.

Con base en esto, una de las alternativas para hacer frente a la

demanda creciente de alimentos a nivel mundial es guir un incr to
en la eficiencia del proceso fotosintético.

Las plantas han sido convenientemente clasificadas en plantas C3, Cs
y CAM en bagse a las diferenclas del metabolismo fotosintético de
asimilacién del CO2 atmosférico, y segun el nimero de carbonos de que
consta la molécula que resulta como primer producto de di'cha f1jacién,

Ademis de la diferencia de la f1jacién del COz, las plantas C3 y Cs
se diferencian en su estructura anatémica foliar.

En las plantas C3 la fijacién del COz2 se lleva a cabo
directamente en el ciclo de Calvin, donde la enzima encargada de fijar el
C02 es la ribulosa-1,5-bifosfato carboxilasa oxigenasa (Rubisco). Esta
enzima tlene una doble funcién; carboxila durante el proceso fotosintético
y oxigena en el iniclio del proceso de fotorrespiraclén.

Por tal motivo en las plantas C3 existe una competencia entre el COz

y el Oz como sustratos de la misma enzima, provocando con esto una baja
eficiencia en el proceso fotosintético.

En cambio, las plantas Cs4 poseen un mecanismo, el cual a través de
concentraciones altas de C02 evita que Rubisco use Oz como sustrato, y, una

anatomfa especial, llamada anatomia Kranz, la cual consta de una capa de



-células especializadas (células de valna vascular) que rodean a los haces
vasculares y, adyacente a esta capa se encuentran las células del meso6filo
(Fig.1). Es en las células del meséfilo donde se realiza la primera
fljacién del COz atmosférico, el cual es transportado a las células de
vaina vascular, donde se lleva a cabo el ciclo de Calvin, Esto provoca un
aumento de la concentracién del CO2 en estas ultimas células, disminuyendo
1a competencia con el 02 por la Rubisco, y haclendo as{i mds eficiente el
proceso fotosintético en este tipo de plantas.

La enzima responsable de la primera fijacién del COz atmosférico es
la fosfoenolpiruvato carboxilasa (PEPC), la cual fija el CO0z en una
molécula de tres carbonos, fosfoenolpiruvato (PEP), dando como producto una

molécula de cuatro carbonos, el oxalacetato y fésforo inorgénico.

Dada la importancia de esta enzima se han reallzado diversos

estudios sobre sus caracterfsticas catalfticas, de regulacién, vy,
moleculares, entre otras.

A la fecha se sabe que la fosfoenolpiruvato carboxilasa esté
ampliamente distribuida en el reino vegetal, donde desempefia diversas
funciones metabélicas {(dependiendo del tejido en que se encuentre), ademas
de la funcién fotosintética antes wmencionada (en plantas Ce y con
metaboligmo 4cido crasulaceo).

El maiz es la planta Cs en la que mis se ha estudiado esta}enzlma.
Se han encontrado dos isoformas, la isoenzima anaplerética (en teJldos-ho

fotosintéticos) y la lsoenzima fotosintética (en hoja v;zrde).

La isoenzima fotosintética es la forma que mis se ha estudiado, d'ada_

su importancia en el proceso fotosintético, mlentras’q:

anaplerética esté escasmnte estudiada.

Debido a la inportancia de ambos metabolismos,’ el anaplerbtlco y el

g
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FOTOGRAF | AS TOMADAS DE "PLANT ANATOMY" DE KATHERINE
ESAU, ED. OMEGA. (1965), (10).



fotosintético, hemos emprendido el estudio y caracterlizacién de 1la
isoenzima anaplerdtica en tejido de callo blanco (células desdiferencladas
y sin clorofila) y los cambios que esta enzima sufra como consecuencia del
enverdecimliento del callo.

Dichos estudlos cobran una relevancia especial, ya que la busqueda
de un incremento de la productividad en plantas C3, Iintroduciendo
caracteristicas proplas de Cs, plantea como problema central conocer el
grado de relacién entre las isoformas de PEPC, la anaplerética y la
fotosintética, dentro de una misma planta.

. Este trabajo pretende ademis llegar a conocer si el enverdecimiento
del callo blanco de mafz induce a la aparicién o sintesls de la forma

fotosintética de PEPC,



11. ANTECEDENTES.

2.1 Fosfoenolpiryvato carboxilaga de plantas.

Fosfoenolpiruvato carboxilasa (PEPC, E.C. 4.1.1.31.) es una enzima
que se encuentra en plantas, algas y bacterias desempefiando diversas
funciones (39). A continuacién describiremos algunos de los conocimientos
que se tienen en la actualidad sobre esta enzima y que son relevantes para

el presente trabajo.

2.1.1 Reaccién catalizads por fosfoemolpiruvato carboxjlaga.

La enzima PEPC, catallza la B-carboxilacién del fosfoenolpliruvato
(PEP} en presencia de ng‘. para dar como producto el #acido oxalacétlico

(OAA) y fésforo inorganico, como lo indica la siguiente reaccién.

F
{ - PEPC

PEP 4+ HCD3 ————————> OAA + HP O
g

Esta reaccién tiene un cambio de energﬁi MbAr’e,‘altq (AC =de: -6 a
-8 Kcal/mol) y es pricticamente irreversible. ' [

Estas caracteristicas fueron primeramente SC. ‘ta'g por. Bandurski,
qulen ademds demostré que para que se llev: s

necesario la presencia de Mg?* (2).

bicarbonato (HCO3) para carboxllar a: P
enzimas carboxllantes (26).

recle tes

Por otra purte. estud!o’

preferencial de 1a enzlm' es el compleJo PEP— 64;48 y no PEP. llbée como

se habia creido (38)



2.1.2 Localizacisp de la enzima fosfoenolpiruvato carboxjlasa.
Esta enzima se encuentra en todos los te)idos vegetales de plantas
Ca, Cs y CAM realizando diversas funciones, y se ha reportadoc que se

localiza en el citoplasma (6,41).

2.1.3 Funclones gue degempefia fogfoenolpiruvato carboxilasa.

La funcién metabdlica de la fijacién del CO2 y la sintesis de acldos
dicur&xillcos depende del tipo y fisiologia del tejido donde se encuentre.
A continuacién se describen algunas de las funclones que se le han
adscrito:

2.1.3.1 Regulacion del pH citoplismico; El citoplasma requiere

mantenerse entre limites de pH estrechos, lo cual puede lograrse mediante
un balance entre carboxilacién y descarboxilacién. Davis (60) propuso un
mecanismo regulador del pH citopldsmico que implicaria, por un lado, la
actividad de PEPC mediante la fljacién del CO2, carboxilacién que acoplada
con la enzima m&lico deshidrogenasa (MDH) dependliente de NADPH; generaria
4cidos orgénicos, disminuyendo asi el pH, y por otro lado, el ‘aumento del
pH puede ser provocado por la descarboxilacién del kma\léto' mediante la

enzima malica (ME), dependiente de NADP.

2.1.3.2 Regulacién de la apertura de estomas

n:las célt‘il‘as; guarda -

de la epldermis, donde PEPC es bastante activa

(65}. Este malato parece originarse a partir de V;f'o
la accién conjunta de las enzimas PEPC y MDH, - -:!

2.3.3.3 Participacién en el mecanismo. ‘acclén’ de 'auxmas; La

-adicién de auxinas a muchos tejldos vegetale's.s'e,u"aduce ;en una salida de

K ala pared celular (Sli lncrementando;su'extenslbiudad. Esto puede ser



‘provocado -por la - actlvacién de enzimas o por rupturas de enlace

"éclﬁo-léblles". Al mismo tiempo se registra una acumulacién de K'y malato,
vy un"incremento en la velocidad de fijacién del CO2 en 1a obscuridad, lo

qué‘impl_‘lca a PEPC en el mecanismo de acclén de estos fitorreguladores.

2.1.3.4 Sintesls de acidos dicarboxilicos en raiz; En tejidos

meristematicos de rafz existen evidencias que lindican que el COz2 se flja
via PEPC para formar oxalacetato (OAA), el que a su vez es reducido a
malato por MDH (17,18). La sefial que dispara la sintesis de los écidos
puede ser un aumento del pH citopldsmico, como consecuencia de la actividad
de toma de lones de la rafz.

2.1.3.5 Funcién anaplerética; En 1la blosintesis de aminoicidos,

la enzima PEPC desempefia un papel importante, ya que su funcionamiento
alimenta la poza de intermediarios del ciclo de Krebs (8), que de otra
manera serfan agotados por su uso como esqueletos carbonados para la
sintesis de clertos aminoacidos.

2.1.3.6 Germinacién; En las etapas tempranas de la germinacién, el

incremento de esta actividad enzimAtica sugliere que PEPC junto con MDH,

constituyen el sistema proveedor ‘de malato en los estadfos tempranos de
desarrollo de la plantula. Esto se ha reportado en estudios reallzados con
algodén y sorgo (40)

2.1. 3 7 ReflJacién del C02 de origen resplratorio en plantas, En

trabaJos reauzados con Plsun sntlvun L. y Phaseolu' ‘vulgarjs L.' se ha -

externa. que se leva

t.odas las car:

te Istlcas morfoléglcas y enzlméucas

enzlma Rublsco) para la fotos(ntesls tlpo Cs, y una HJaclén de COz interna.

que se lleva a cabo en el tejido lnterlor de la valna y qu ) iJa el COz de :
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origen respiratorio que ge acumula en la cavidad de la valna. PEPC es la
enzima que fija este CO2 de origen respiratorio, ya que se ha encontrado
una alta actividad espec{fica de esta enzima en dicho tejido (1,43).

2.1.3.8 Funcién fotosintética; PEPC realiza una funcién
fotosintética clara en las hojas verdes de las especles con metabolismo Cs
y acido crasuléceo ( CAM ).

En 1966 (12) se propuso por primera vez que en clerto tipo de
plantas se llevaba a cabo una ruta ciclica basada en la reaccién de la
f-carboxilacion del PEP catalizada por la enzima PEPC. Estas plantas se
denominaron plantas con metabolismo fotosintético Ca.

Las especies C4 han desarrollado una compleja compartamentalizaclén

de enzimas y un igualmente complejo tr porte de p tos entre dos

tipos celulares: las células de vaina vascular, localizadas alrededor del
xilema y el floema, y adyacentes a éstas, las células del meséfilo.

El CO2 atmosférico, que penetra a través de los estomas, es fijado
primeramente en el citoplassa de célula_s del mes6filo en la molécula de
tres carbonos, PEP, mediante la reaccién de carboxilacién catalizada por la
enzima PEPC, obtentendo como producto la molécula de cuatro carbonos, el
dcido oxalacético {(OAA).

El OAA, por ser bastante inestable es rapidamente convertido a
malato, por la enzima MDH, dependiente de NADPH, o, a aspartato por una
transaminasa. El malato o aspartato formados son transportados a las
células de vaina vascular, donde malato se descarboxila por la enzima
millco (ME) dependiente de NADP, liberando as{ 002 y un icido de tres
carbonos (piruvato en el caso de malato, o alanina en el caso de
aspartato).

El 002 liberado es recapturado por la enzima Rublsco para alimentar



el ciclo de Calvin; el piruvato es transportado nuevamente a las células
del meséfilo, donde es utilizado para la sintesis de PEP, mediante la
reaccién catalizada por la enzima piruvato ortofosfato dikinasa (PPDK), con
el consumo de dos equivalentes de ATP. El PEP sintetizado va a servir
nuevamente como sustrato de PEPC, cerrando as{ el ciclo de intermediarios
de la ruta Ca.

El sigulente esquema trata de describir en forma slaplificada el

proceso fotosintético de asimilacién del COz2 atmosférico de las plantas Ca:

CELULAS DE
ATRE CELULAS DEL NESOFILO VAINA VASCULAR

Z Z ERd
Z PEPC nOH Z (c) Ze
002—Z~>C02—>—">0AA > MALATO-Z—2> o ER
Z P Z Ccoon > C02 Z1
g Z SE INCOR- Z
Z + Z cm PORA AL Z,

g Z

H v Z L cicLo D 2

g Z g
g ASPARTATO ———————> caLyin Zv
2 Z ~cooM Za

Z Z
; 2 ALKIDOW 28
Z PPOX Z SACAROSA ZcC

E 7§ PIRUVATO <—Z— (Ca) Z
Z Z EAl

Z anp ™ H £
Z Z > ZL

Z 2 E
z 2 Za
L]

SINBOLOGIA: PEI:. fosfoenolpiruvato; PEPC, fosfoenoclpiruvato
carboxilasa; Mg , lones magnesto; OAA, oxalacetato; WNDH, malico
deshidrogenasa; (C4}, molécula de 4 carbonos que al ser descar-
boxilada da origen s una molécula de 3 carbonas (C3); ATP, ade~
nosin trifosfato; NP, adencsin monofosfato; PPDK, plruvato orto-
fosfato dlkinasa.

2.1.4 ]soenzimas de fogsfoenclpiruvato carboxilasa,
Se han descrito diferentes formas moleculares (lsoenzimas) con
actividad de PEPC, asociadas a diferentes funciones fislolégicas.
La enzima de hoja de plantas C3, Ca y CAM son diflerentes en sus

propiedades fisicas, cinéticas y moleculares (29,62,67).



Sin embargo, tasbién dentro de las planta C3 se han descrito
diferentes formas moleculares de esta enzima, atribuyéndoseles diferentes
funciones metabélicas (S7,62). »

Por otra parte, se ha demostrado que las formas enzimaticas
presentes en hoja verde, difieren de las formas encontradas en hoja
etiolada, tanto de plantas C3 como de las plantas C4 (11).

Se ha sugerido que las lsoformas de PEPC pueden clasificarse en
tres grupos (57), en base a la actividad especifica de los extractos crudos
y segun su Km para PEP:

1) enzimas de plantas Ca e isoforsas anapleréticas; con una baja Km
(PEP) y una baja actividad especifica.

2) enzimas CAM; con una baja Km (PEP) y una alta actividad especifica.

3) enzimas de plantas Cs; con una elevada Kn (PEP) y una alta actividad

especifica.

2.1.5 Caracteristicas moleculares.

La enzima PEPC en su forma nativa esun tetramero formado por cuatro
subunidades 1idénticas, con una masa molecular de aproximadamente 400,000
daltones (39,59,25), aunque algunos otros reportes muestran que puede
existir en diferentes forsas oligoméricas, dimeros o monéseros inactivos o
con muy baja actividad (63,54,67).

Se ha deducido la secuencia de aminodcidos de PEPC a partir de cDNA
de hoja de maiz. La enzima estid compuesta por 970 restos de aminoécidos,
con una masa molecular de 109,408 daltons (69).

También se han identificade varios aminoidcidos esenciales para la
actividad de PEPC, entre los que estdn; clsteinas, histidinas, argininas y

lisinas.
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Cistefnas: En anilisis de aminoicldos de PEPC, se reveld un
contentdo de al menos ocho cisteinas por subunidad, de las cuales cuatro se
hallan formando puentes disulfuro en la enzima activa y las cuatro
restantes se hallan como grupos sulfhidrilos libres (53,15).

La modificacién quimica de estos grupos parece llevar aparejada la
disociacién de la molécula tetramérica en dimeros y monémeros (61).

Histidinas: Se ha identificado a una histidina que participa en la
unién de Mg® y PEP, pero no en la catélisis (38,39,67).

Argininas y lisinas: Estudios realizados con enzima de hoja de maiz,
usando modificadores quimicos, muestran que dos argininas y cuatro lisinas
por tetrémero son esenciales para la actividad de PEPC, y que estos grupos

son protegidos por PEP frente a la modificacién qufmica (14,28,66).

2.1.6 Caracteristicas cinéticas.

Ting y Osmond (57) realizaron un estudio sobre las caracterfsticas
cinéticas de la enzima PEPC en hojas de plantas C3, C¢, y CAM. En
diferentes especies de plantas Cs encontraron que la velocidad méxima,
(Vaax), oscilaba entre los valores de 9 a 53.5 moles/ailn/gr de peso fresco,
siendo en promedio 22.5 moles/min/gr de peso fresco (valores con un rango
muy amplio).

En plantas C3 encontraron valores de Veax entre 0.18 a 2.52
moles/ain/gr de peso fresco, siendo el valor promedio de 15 a 20 veces
menor que el valor promedio de plantas Cs. En plantas CAM encontraron un
valor promedio cercano al valor promedio de plantas Ca.

Sin embargo, los datos en la literatura sobre 1la actlvidad
especifica de la enzima purificada muestran que ésta oscila entre 20 y 30 :

umol/min/mg de proteina para las preparaciones mis puras, tanto en elléﬁso :

"



de las isoenzimas fotosintéticas de hoja de plantas Ce¢ y CAM, como de las
isoformas anapleréticas presentes en tejidos no fotosintéticos y en hojas
de plantas C3 (20,16,3!). Esto indica que la cantidad de PEPC en hojas de
plantas Cs y CAM es mucho mayor que en hojas de plantas C3.

La enzima PEPC de te)idos no fotosintéticos o de tejidos de plantas
C3 presenta una Km (PEP) considerablemente mas baja que en el caso de
te)idos fotosintéticos de plantas Cs4, con valores de aproximadamente 0.1 =M

para C3 y de 1 a 3 M para Cs (47).

2.1.7 Regylacion de la actividad de fosfoenclpiruvato carboxilasa
2.1.7.1 Remulacién por metabojljtos.

PEPC es una enzima alostérica, es declr presenta ademis del sitlo
catalitico o sitio activo, sitlo(s) de regulacién.

Se han reportado diversos efectores que regulan la actividad de la
enzima, pero los mas estudiados son: malato, que actua como inhibidor, y
glucosa~6-fosfato (Glu-6-P), que actiia como activador.
hoja de Ca y CAM, es decir de la enzima fotosintética, que de la enzima de
plantas C3 o de tejidos no fotosintéticos. El efecto inhibidor de malato es
en todos los casos dependiente del pH (50).

La inhibicién de la enzima PEPC por malato constituye una forma
clara de regular la produccién de este compuesto. Cuando hay una
acumulacién de malato, éste se une al sitio alostérico de la enzima
indicando que hay una sobreproduccién de malato, el cual no estd siendo
consumido, y de esta forma inhibe la actividad de la enzima PEPC y su

propia produccién (68).
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enzima de hoja de plantas Cs y CAM (32,56). Se ha reportado que en la
enzima extralda de hoja de mafz, Glu-6-P cambia la cinética de saturacién
por el sustrato PEP, de sigmoidal a cinética michaeliana (59).

El efecto de Glu-6-P en la actividad de la enzima de PEPC de hoja
verde de maiz ha llegado a ser hasta del 300 % a pH 7, PEP 1 mM y a una
concentracién de Glu-6-P 10aM, en enzima extraida de plantulas de maiz de 7
a 9 dias de edad (7). En camblo, la enzima de hoja etlolada de cafia de
azucar, es insensible a este efector {11). Por tanto, Glu-6-P parece ser
86lo un importante regulador de la 1soenzima fotosintética de PEPC.

Por otro lado se sabe que existe un sitio alostérlco especifico (en
la enzima) al cusl se une Glu-6-P, esta unién provoca una modificacién
conformacional que conlleva un aumento de la afinidad por su sustrato
(9,32).

El mecanismo fislolégico de la activacién de PEPC por Glu-6-P ain
no se conoce con certeza, pero hay evidencias de que existe una
interrelacién entre las células del mesdéfilo y las células de vaina
vascular (8).

2.1.7.2 Regulacién por luz.

Estudios realizados con hojas verdes de plantas Ce¢ y CAM tratadas
con periodos cortos de iluminacién y obscuridad, indican que la luz estéd
involucrada con la regulacién a corto plazo de la actividad de esta
enzima (21). Esta regulacién se lleva a cabo por fosforilacién y
desfosforilacién del grupo hidroxilo de la serina, Ser-15 en el caso de
PEPC de matiz (19).

Estas dos formas de PEPC Interconvertibles por modificacion
covalente postraduccional, la forma de luz (fosforilada) y la forma de

obscuridad (desfosforilada) difieren en que la forma de luz presenta una

13



mayor afinidad por su sustrato y una menor sensibilidad a malato que 1la
forma de obscuridad {45,46,13), lo que hace que sea mas activa durante el
dia a pesar de que la concentracién de malato intracelular es més elevada

que durante la noche (46).

2.1.8 Caracteristicas inmunolégicas de fosfoenolpiruvato carboxilasa

Las técnicas inmunoléglcas se han empleado frecuentemente para
conocer la similitud conformacional y/o identidad estructural de las
moléculas enzimhticas.

En el caso de las lsoenzimas de PEPC, se ha reportado que
anticuerpos obtenldos frente a la enzima purificada de hoJa verde de
plantas éc cruzan con las formas de PEPC de hoja verde, de hoja etlolada
y de raiz de plantas C3, Cs y CAM (41,42).

En otros estudios, realizados con mafz (36,24), se obtuvieron
anticuerpos anti-PEPC de hoja verde, y al adicionarlos a preparaciones
enzimiticas de las formas aisladas de hoja verde y hoja etiolada, en una
inmunoprecipitacién, encontraron que en hoja verde el reconocimento del
anticuerpo fue completo ya que inhibié o precipité a el 100X de actividad
la enzima, mientras que en hoja ctiolada la precipitacién o inhibicién de
la actividad fue sélo del 45X. Esto demuestra que existe un cierto grado de
homologia entre las dos 1soenzimas (la obtenida de hoja verde y la de hoja

etiolada).

2.2 Qyltivo de Tejjdos Vegetales.

La base de la metodologia de la Investligacién es el aislamiento de
un fenémeno para su estudio y/o reproduccién, por lo cual las técnicas de
cultivo de tejidos vegetales .l:onstltuyen una excelente herramienta para el

estudio fisiolégico y fisicoquimico del metabolismo de loas vegetales,
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principalmente a nivel bloquimico.

2.2.1 Definlclép de cultivo de telldos.

El término de cultivo de tejidos vegetales es cominmente usado para
definir cualquier tipo de cultivo vegetal "in vitro®™ bajo condiciones
asépticas, tales como: cultivo de plantas {plintulas y plantas); cultivo de
embriones {alslamiento de embriones maduros e inmaduros); cultive de
6rganos (alslamiento de 6érganos vegetales como raiz, tallo, 4pices,
primordios foliares y primordios o partes de flores inmaduras); cultivo de
tejidos desdiferenclados o callo (proliferacién de tejidos o células

desdiferenclados obtenidos de segmentos u érganos vegetales); y cultivos en

nuy peq de células

suspensién (aislamiento de células o agr

dispersas y creciendo en un medio liquido) (55).

2.2.2 Base tedrica de] cultivo de telidos.

El principio en el que se basan las técnicas de cultivo de tejidos
vegetales es la teoria celular, la cual dice que toda célula vegetal,
cualquiera que sea su especlalizacién, poseé toda la informacién genética
para reproducir una planta con todas las caracteristicas de la planta de la
cual proviene. Esta teoria de la totipotenclalidad de la célula fl;\e
postulada en 1838-1839 por Schleiden y Schwann (44).

. .
2.2.3 Antecedentes

Fue en 1888 cuando Haberlandt reallzé algunos experimentos, con el
fin de comprobar la teoria celular, empleando un medio de cultivo compuesto
por sacaros:a, asparagina y peptonas como reserva de nutrientes. Sus
resultados no fueron publicados hasta 1902, Las células lograron mantenerse

vivas durante 20 a 27 dias, presentando solo un hinchamiento (hidratacién)
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del tejido. Posteriormente y debido a que existian diferenclas en la
respuesta bajo condiclones "in vitro® en monccotiledéneas como en
dicotiledéneas (teniendo una mejor respuesta estas ltimas), ’ en 1940
Blakeslee propuso hacer uso de la leche de coco en el medlo de cultivo, por
ser un liquldo del endospermo del embrién.

Pero no fue sino hasta 1948 que Caplin y Steward y un poco mhs tarde

Morel usaron leche de coco en el medlo de cultivo, obteniendo una mayor

proliferacién de embriones en plantas tiledé contribuyendo asf a
mejorar el medio de cultivo para éstas (44).

En 1962 Murashige y Skoog (33) proponen un medio de cultivo en donde
asoclan fitorreguladores (auxinas, citoquininas, giberelinas, entre otras)
y soluciones de minerales, obteniendo el crecimiento de nuevos tejidos.
Este medio de cultivo ain es usado en la actualidad (22,49,52,24)

En cultlvo de telidos vegetales, la base de un medio de cultivo es
una mezcla de sales minerales, combinada con macro y microelementos
esenciales, ademis sacarosa como fuente de carbono. Los suplementos usuales
son: vitaminas, aminoidcldos, flitorreguladores de crecimiento (auxinas,
glberelinas, citoquininas), algun quelante como EDTA y en ocasiones un
extracto natural como leche de coco (Tabla I y II, Apéndice).

En la bibliografia se ha reportado a las plantas dicotiledéneas como
un adecuado material para establecer un cultivo bajo condicliones "in vitro"
(S5), caso que no ocurre con las plantas monocottledéneas, ys que éstas son
suy dificiles de establecer bajo estas condiclones. Esto probablemente se
debe al alto grado de diferenclacién celular que presentan estas Gltimas -
plantas.

2.2.4 Aspectog metabélicos en la formacién del callo.

La induccién del callo a partir de un explante ocurre cuando‘ éste.
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entra en contacto con el medio de cultivo (conocido para la mduccién) y
bajo condiclones controladas. En ocasiones, el explante puede ser tejido
uniforme compuesto de un solo tipo celular, sin embargo, estas células que
aparentemente son uniformes pueden llegar a tener marcadas diferencias en ‘
el contenido de DNA en su nicleo.

El proceso de la forsacién del callo puede ser dividido en tres
fases principales:

1) Fase de induccién; Durante esta fase las células iniclan su
divisién, y su metabolismo y su tamafio se Incresenta y la duracién de esta
fase varia con el estado fislolégico del explante inicial y de las
condiciones del cultivo.

2) Fase de desdiferenciacién celular; Se inicla en la periferia
del explante presentando una regresién que involucra un retorno progresive
a un estado meristemitico (desdiferenciacién celular).

3) Fase de diferenciacién celular; La forsaclién de estructuras es
producto de la diferenciacién celular, este evento estd regido por una
divisiéon celular continua, con un tamafio celular miés o menos constante
(55},

Cada uno de los estados esté denominado por su funcién predominante,
no siendo términos exclusivos, (ambas, divisién y diferenclacién se llevan
a cabo en la segunda y tercera fase).

En general el crecimiento del tejido de callo se debe a la continua
divisién celular (55).

2.2.5 Ugo de] cultivos de tejldos para la experimentacién biogyimica.

El empleo de las técnicas de cultivo de tejidos para la obtencién
del material blolégico en la investigacién de biosintesis y estudios

fisiolégicos ha servido para extrapolar gus resultados a las plantas
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completas. Reclentemente se ha usado para seguir el desarrollo de
cloroplastos y su capacidad fotosintética bajo la influencla de la luz

(55).

2.2.6 Fosfoenolpiruvato carboxilaga presente en callo.

Desde ya hace varios aftos se ha hecho uso de las técnicas de
cultivo de tejidos vegetales en algunas investlgaciones realizadas sobre la
fotosintesls, tanto de plantas C3, Cs y CAM (37).

La limitada informacién que se tiene sobre el desarrollo de 1la
saquinaria ha wmotivade a los linvestigadores a hacer uso de cultivo de
tejidos vegetales en los estados iniclales de desarrollo del cultivo, es
decir, en los estados de desdiferencliacién celular (tejido calloso).

El uso de estas técnicas {desdiferenciacién y redlferenclacién
celular) hace posible separar la anatomia de la hoja, de su funcién, bajo
condiciones controladas, lo cual permite el estudio de los procesos
fisiolégicos en forma alslada.

A continuacién se hace una bréve descripcién de los aspectos
relevantes de las investigaclones reallzadas en callo.

2.2.6.1 Morfologia del tejido del callo.

Se ha reportado que la morfologia del tejido de callo blanco de maf2
{planta Cs) se compone de células pequefias, isodlamétricas, conteniendo
pequefias vacuolas (callo de 7 meses de cultivo) (49). En cuanto a 1a
morfologfa del callo enverdecido de planta Cs (Portulaca oleracea, L.) se
ha observado que presentan células parenquimatosas, grandes, vacuoladas vy
con cloroplastos. Dentro del tejido estan presentes células lignificadas

ubicadas al azar por todo el tejido (22), lo mismo ocurre en callo de maiz.
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La actlividad de PEPC de callo verde de tabaco {C3) aumenta hasta un
300% en los primeros S dfas de exposicién a la 1luz, disminuyendo
posteriormente a los valores iniciales a los 16 a 20 dias, y Rubisco
aumenta su actividad 10 veces a los 8 dias, manteniéndose constante (35,
36).

La actividad de PEPC de callo enverdecido es 3 veces superior a la
actividad de PEPC de callo blanco (50).

Con respecto a las caracteristicas cinéticas de PEPC se ha reportado
que en callo enverdecido de plantas Ca la Km(PEP) es de 60 uM y Km(Mg) es
80 uM, y que el pH no tiene efecto sobre ésta (S0). Y en maiz se ha
reportado una Kam(PEP) de callo enverdecido similar a la de hoja etiolada
(90 y 80 uM repectivamente) y S veces menor que los valores reportados para
hoja verde (500 pM) (24). »

En estudios sobre los efectos que tienen malato (inhibidor) vy
Glu-6-P (activador) sobre 1la e_nzlla PEPC de callo verde de plantas C3
(tabaco), se ha observado que malato {10 mM]) a pH 7.5 inhibe s6lo el 22 X
de la actividad, mientras que Glu-6-P [S mM] solo activé un 38 % en este
cavo a pH 7.5 (50).

El antisuero obtenido frente a hoja verde de Sorghum wulgare,
reconocié parclalmente a PEPC extraida de callo de tabaco precipitando el
92 % de la actividad con 20 ul de antisuero, tanto del tejido obtenido de
1a fase exponencial como de la fase estaclonaria (36). Y anti-PEPC obtenida
frente a hoja verde de maiz reconoce totalmente a PEPC de hoja de majiz (60
#l de antisuero precipitan cerca del 100 % de la actividad), sliendo el

reconocimiento para PEPC de callo verde y de hoja etlolada, parcial, ya que
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s6lo precipité el 75 X de la actividad, la primera a los 50 ul de antisuero

y la segunda a los 20 ul , y al ar los voldy de antisuero a 80 ul

de antisuero la actividad se mantuvo en el 75 % de inhibicién (24).

En callo verde de tabaco (C3) se han detectado dos isoformas de
PEPC (I y 11) con una movilidad relativa (Rm) electroforética de 0.23 y
0.38 respectivamente (34,36). En ambos estudlos PEPC II es el pico
mayoritario, la fase exponencial de crecimlento. Sin embargo, en las
cromatografias realizadas (en DEAE-Celulosa) apareci6é sélo una isoforma de
PEPC con un peso molecular de 81 kD por subunidad, encontrandose en la fase
de crecimiento exponencial un mayor pico en comparacién con la fase
estacionaria (34,36).

Todas las caracteristicas que anteriormente se mencionan sobre la
isoforma de PEPC en callo tanto para plantas C3 como Cs nos dan una idea
sobre la mayor similitud con la isoforma de tipo C3 o la anaplerética que

con la isoforma fotosintética.



III. HIPOTESIS.

La actividad de la enzima fosfoenolpiruvato carboxilasa de callo
blanco de mafz cambia cualitativa y cuantitativamente durante el

enverdecimiento del mismo.

En base a los antecedentes bibllograficos antes descritos, nos
propusimos los siguientes objetivos.

IV. OBJETIVOS.

4.1 Obletivo general.

Estudiar los cambios cualitativos y cuantitativos en la actividad de
la enzima fosfoenolpiruvato carboxilasa (PEPC). que acompafien al

enverdecimiento del callo blanco de maiz.

4.2 obletivos particulares.

1. Determinar la actividad especifica de la enzima PEPC de callo blanco,
durante su crecimiento.

2. Caracterizar esta enzima presente en callo blanco mediante estudios
cinéticos.

3. Determinar la actividad espec(ﬂc.a de la enzima PEPC de callo
enverdecido.

4. Cuantificar las protefnas con actividad de la enzima PEPC de callo
blanco y enverdecido.

5. Investigar la posible aparicién de la isoenzima fotosintética en callo

enverdecido.

21



V. MATERIALES.

. 5.1 Materlal blolégico.

El material blolégico utilizado en este estudio fue semilla de maiz
Zea mays L., variedad VS-22, certificada (tratada con fungicida), obtenida
de Productora Naclional de Semillas (PRONASE). La semilla fue almacenada en
bolsas de manta con CaCla2 como deshidratante, en obscuridad a 15%.

Del total de la semilla sb6lo se empleé el embrién (eje embrionario
con parte del escutelo), que sirvié como explante para la obtencién del

tejido de células desdiferenciadas (callo) (Fig. 2).

5.2 Reactivos.

Todos los reactivos usados fueron de grado analftico, y obtenidos de
las siguientes casas comerclales;

De Merck: acido etilendinitrotetraacético sédico (NaEDTA), cloruro

de magnesio (MgClz), peroxodisulfato de amonio ((NHe)2Sz0e), gllcerol
(CaHs(OH)a), acido clorhidrico (HCl), cloruro de sodio (NaCl); cloruro de
magnesio (MgCl), arena de mar purificada con &cldo y calcinada, Tris
(hldroximetilaminometano).
. De Sigma Cheaical Co.: acrilamida, @g-mercaptoetanol, dodecilsulfato
de sodlo (SDS); albumina sérica bovina, Tween 20, Rojo de Ponceau,
N'N’ -metilen-bis-acrilamida, g-nicotinamida adenin dinucleétido (NADH),
polivinilpolipirrolidona (PVPP), fosfoenolpiruvato (PEP), malico
deshidrogenasa (MDH), dithiotreitol (DTT).

De Pharmacia Fine Chemical: azGl dextran, y las resinas Sephadex
G~25, DEAE-Sephacel, y Q-Sepharose.

De Aldrich Cheaical Company, Inc.: trietanolamina (TEA)



FIG. 2 - Semilla de maiz,
variedad sintética (VS-22)
y ejes embrionarios con
parte del escutelo, para
1a induccién del callo.

FIG. 3 - Siembra de induccidn
del callo blanco, mostrando
la colocacion equidistante

de los embriones.

FIG. 4 - Callo blanco, a los 14
dias de induccion del cultivo.

FIG. 5 - Callo blanco. a los 21
dias de induccion del cultivo.



De Bio-rad: N,N,N,N-tetrametiletilendiamina (TEMED)

De Técnica Quimica, S.A.: sulfato de amonio (NH4)2SOs

De J. T. Baker: fosfato de potasio monobasico (KHaPOs), fosfato de
potasio dibasico (K2HPOs).

De Bethesda Research Laboratories: membrana de nitrocelulesa Inmuno
Select, de 0.45 um.

Quimica J V C: fosfato de sodio monobdsico y dibasico.

5.3 Equipo.

Para las siembras y resiembras del material biolégico se hizo uso
de una caspana de flujo laminar, y para la esterilizacién se utillzé una
autoclave. El smaterial se incubé en un cuarto obscuro (para callo blanco),

* y de fotoperiodo {para callo verde), a temperatura de 25 t2%.

La actividad enzimitica se determiné en un espectrofotémetro Beckman
DU-65, de doble haz, con control de temperatura integrado, programable y
con graficador integrado, con éste mismo espectrofotémetro se determiné la
concentracién de proteinas,

Los reactivos se pesaron en las balanzas analiticas Sartorius,
modelo H-51 con capacidad de 100 2 0.0001 g y Mettler, H-6 con capacidad
de 160 = 0.0001 g .

Para ajustar el pH, se utilizé un potencidémetro Beckman, con una
precisién de 2 0.01.

En la medicién de los volimenes pequefios, se usaron microjeringas
Hamilton, con capacidad de 0.005 a 0.100 al, y micropipetas autométicas
Rainin, con capacidad de 0.025 a 2.5 ml.

En la obtencién de la muestra enzimitica se usaron las centrifugas

Sorvall modelo RC-5B de DuPont Instruments, Beckman modelo J2-21, y la
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ultracentrifuga Becksan modelo L7-65.

Para 1la conservacién de scluciones y reactivos se empleé un
refrigerador marca Bendix, con temperatura de % y compartimento de o.
Para conservar la actividad enzimitica y disminuir al méximo los procesos
metabdlicos del tejido, se empleé un ultracongelador marca Fora Sclentific
con una tesperatura de -70%.

Para la realizacién de la electroforesis se usé una cédmara para
electroforesis marca Hoefer, modelo & SE 2195M y wuna cémara para
electrotransferencia marca LXB, modelo Novablot, 2117-250.

También se usaron platos agitadores con regulacién de temperatura,
estufa con vaclo, colector de fracciones, computadora con impresora, entre

otros.



VI. METODOS.

6.1 Obtenclén del callo.

Para la induccién del callo, se empled el medio de cultivo de
Murashige-Skoog (33), modificado (49,52) Tabla I (apéndice). '

Se utilizaron soluclones stock (madre), (Tabla I) y ‘a partir de
éstas, se preparé el medio de cultivo (Tabla Ii,apéndice) tanto para la
induccién como para las resiembras del callo.

El pH de ambos medios de cuttivo, se ajustéd a 5.8 con KOH 0.5 N.

Después de que se aforé al volumen deseado, se agregd el agar a una
concentracion de 2.5 g/lt y se calentd para disolverlo completamente.
Posteriormente se distribuyé en alicuotas de 20 ml, en frascos de cultivo
donde se llevé a cabo la slembra y resiembra, segin fuera el caso.
Finalmente se esterilizaron en la autoclave a 1.6 Lb/ce®, durante 15 min.

Los embriones previamente disectados (Fig. 2), se esterilizaron en
matraces Erlen-Meyer estériles, de 250 ml de capacidad (100 embriones por
matraz), durante 12 min. con una solucién de hipoclorito de sodlo (cloro
comercial Cloralex} a una concentraciénde 11% , conteniendo ademés dos
gotas de Tween 20 (detergente) y nueve gotas de Microdyn (bactericida).

Al final del tiempo sefialado, los embriones se enjuagaron tres
veces con agua deslonlzada y estérll. Ya desinfectado el material blolégico
se gembré en medic de induccién (Re) (ver apéndice, tabla II), a razén de 4
embriones por frasco, cuidando que el eje embrionario quedara en contacto
con el medio de cultivo (Fig. 3).

Una vez sembrados los embriones, se incubaron durante tres semanas
en obscuridad a 25 2 2°C.

A las tres semanas se procedié a resembrar el callo obtenido en un
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medio de cultivo de resiembra (R2) (Fig. 4) (49). La composicién de este
medio es similar al de induccidén, sélo varié la conceptracién de hormonas
(Tabla II). Se realizaron dos resiembras con el fin de eliminar todas las
estructuras diferencladas (plantula, radf{cula y estructuras filamentosas) y
de obtener una mayor cantidad del tejido de callo limpio (Fig. S).

La incubaclién de cada resiembra fue de dos semanas y se realizé en
las mismas condiciones que en la induccién.

La determinacién de la curva de crecimiento del callo se realizé
durante la segunda reslembra, de la siguiente forea: Se resembraron
cantidades iguales en cada frasco, con el fin de partir de una cantidad
conocida de material y desde el primer dia se registraron los datos de peso
(fresco y seco) y actividad especifica (incluyendo el conteniodo total de
proteina soluble).

En cuanto al enverdecimiento del callo, los tratamientos aplicados
para la induccién de enverdecimiento del tejido de callo blanco se basaron
en variar la fuente de carbono en presencia de luz.

El medio de cultivo para la induccidén del callo contiene como fuente
de carbono sacarosa. En el caso del medio de cultivo pa.r- el
enverdecimiento del callo se usé almidén en un lote y glucosa en el otro.
Ademis, a la mitad de cada lote se le apllicé (D2 atmosférico por perlodos
de 6 hr cont{nuas diariamente, en una cémara hermética, conectada a un
tanque de bioxido de carbono.

Estos callos fueron expuestos a un fotoperiodo de 18 hr luz y 6 hr
de obscurldad, a 25°C, durante dos semanas.

La sigulente tabla esquematiza los tratamientos
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TRATAMIENTO | CONDICION { FUENTE DE C | CO2 Atmosferico
CON SIN
Callo blanco | OBSCURIDAD SACAROSA -. RS
Callo verde LUz ALMIDON MEA MEA .
Callo verde Luz GLUCOSA MEG MEG
TOTAL
MEA:Nedio de enver to con slmldé

MEG:Medlo de enverdecimliento.

6.2 Extraccién de la enzima fosfoenolpiruvato carboxilasa.

Se pesé el tejido de callo y se homogenelzé en un mortero que
contenia arena de mar y un volumen de solucién amortiguadora (relacién 1:1
peso/volumen). El homogenelzado se filtré en una capa de nylon y el liquido
filtrado se centrifugé a 18,000 rpa, durante 20' a 4°C .

El sobrenadante obtenido se usé como muestra enzimitica para la

determinacién de la actividad de la enzima y la concentracién de protefnas.

La solucién amortiguadora para la extraccién de la enzima contenfa:

| coNTENIDO CONCENTRACION |
Amortiguador de fosfatos
de potasio (pH 7.8) 100 =M
EDTA 1 M
Glicerol 20 % (viv)
* pPVPP 2 % (p:v)
® g-mercaptoetanol 10 =M

® - adiclionados en e) momento de 1a extracclén.



6.3 Determinacién de actividad de la enzima fosfoenolpiruvato carboxilasa.

La actividad de PEPC se determiné espectrofotométricamente a 340 nm.

Para ello se utllizé un sistema acoplado a la enzima milico deshidrogenasa
dependiente de NADH (MDH, E.C. 1.1.1.37.) (59), segin en este sistema el
oxalacetato (OAA) resultante de la carboxilacién de PEP es reducldo a
malato, gracias a la reaccién catalizada por NDH que paralelamente oxida al
NADH (quedando NAD®) (12).

La cantidad de OAA producida durante el transcurso de la reaccién
puede as{ medirse sigulendo el descenso de la densidad 6ptica a 340 nm
causada por la conversién de NADH a NAD'.

El siguente cuadro esquesatiza la reaccién:

MALATO
waon ¢+ 0° aan®

El camblo de densidad dépticas/minuto se midié durante los primeros
tres minutos de la reacci6n, donde se obtenf{a una adecuada linearidad de
cambios de absorbancia frente a tiempo (velocidad iniclal).

La temperatura a la que se llevé a cabo la reaccién fue de 30°C.
Dicha reaccién se inicié con la adicién de la muestra enzimstica (de 25 a
S0 ul). Todas las determlnaciones se hicieron por duplicado.

La actividad enzimitica de PEPC, fue calculada medliante 1la

siguiente expresion:



A = Actividad en unidades/ml/ain.

4 Abs - Cambios ds sbsorbancia durante el tisspo considesrade de
reaccion,

= Tiempo en minutos de }a reacciéa.

= Coeficiente de extincién moler de NADH a 340 ma (G.zzeéjhol).

=~ Yolumen de muestra enximsética usado en el ensayo.

- volumen total del medio de snsayo en al.

C<n

Una unidad de actividad enzimética se define como la cantidad de
enzima que carboxila un umol de PEP por minuto en nuestras condiciones de
ensayo.

La actividad especifica se determiné dividiendo el valor de wal
entre los ailigramos de protefna que contenfa un ml de la preparacién
enzimdtica.

EL medio de ensayo esténdar fue el siguiente:

et e haseoacatammon| Volumen sitctomaol SoTEEINTITtin,
TEA-HCL 200 =M } 200 { 100 d!
EDTA 2 aM 1 mM
MDH 200 “/m1 10 s Yal
NADH 20 aM 4 0.2 mM
NaHCO3 1000 WM 4 . 10 =M
PEP 200 mM 4 2 mM
MgCl.z 1000 aM 4 10 aM
H20 varlable

Muestra enzimitica variable

Volumen total . 400 -




El pH de la solucién amortigusdora de TEA-HCL fue de 7.0, 7.3 y 8.
Cuando se midié la sensibilidad a malato, o ‘a Glu-6-P se adiclonaron al
medio de ensayo 4 ul de una solucidn de almacenamlento 500 mM de malato o
Glu-6-P, quedando una concentracién final de estos compuestos en el medio
de ensayo de S mM.

En ausencia de PEP, o en ausencia de la preparacién de PEPC, no hubo

actividad, es decir, no hubo cambios de absorbancia.

6.4 Determinacién de proteinas.

La concentracién total de proteinas solubles se determiné eampleando
una modificacién del método de Bradford (4). Este método se basa en la

formacién de un complejo entre el reactlvo azul de Coomassie (azul
brillante G) y los residuos de arginina.

El reactivo azul de Coomassie contiene 0.05 % (p/v) de azul
brillante G, en una soluclén de dcido perclérico al 0.6% (p/v).

Para la elaboracién de la curva estandar o curva patrén, se empled
albumina de suero bovino (BSA) tipo I (libre de icidos grasos), disuelta en
agua a una concentracién de 2.5 mg/ml (61).

De esta solucién de almacenamiento se tomaron volimenes equivalentes
a 10, 20, 30, 40, 60 y 80 ug de proteina y se colocaron en tubos eppendorf,
completandose a 100 ul con agua destilada, se adicioné ademaés 100 pul de la
misma solucién amortiguadora usada en la activaclén de la enzima pero sin
PVPP.

Las muestras enzimiticas se prepararon de igual manera: se adiclond
al voluwen de muestra {(de 20 a S50 pul) el volumen de la solucién
amortiguadora para completar a 100 ml, y se adicioné 100 ul de agua

destilada por cada tubo problema.
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A todos los tubos, tanto de la curva patrén como a los tubos
problema se les agregé 1 ml del reactivo azul de Comassie, se agltaron
vigorosamente los tubos e inmedlatamente después se mldié su absorbancia.

Las lecturas de absorbancia fueron tomadas a 595 nm, calibrando con
un blanco que contenfa 100 ul de agua destilada, 100 u! de solucién
amortiguadora y 1 al del reactivo.

La determinacién de la concentracién de protefnas se hlzo
interpolando la absorbancia de los tubos problema en la curva patrén de BSA

(Fig. 6). Las determlnaciones se hicleron por duplicado.

6.5 Cuantificacién de la proteina PEPC.

La cuantificacién de la protefna de PEPC se hizo medlante la técnica
de inmunotransferencia, la cual consiste en correr una electroforests
desnaturalizante en gel de pollacrilamida y electrotransferir todas las
bandas de protefna a una membrana de nitrocelulosa y detectar la banda
correspondiente a PEPC mediante reaccion con un anticuerpo especifico (58).

6.5.1 Electroforesis desna

La electroforesis se llevé a cabo en condiciones desnaturalizantes,
usandc un sistema discontinuo (en dos geles de poltacrilamida, con distinto
tamafio de poro), segin el método de Laemmli (23). Para desnaturalizar a
la enzima se adicioné dodecil-sulfato-de sodio (SDS).

Se emplearon dos geles; un gel separador, de 5 cm de longltud y de
7.5 % T (porcentaje total de monémeros acrilamida y bisacrilamida, dlsueua
en una solucién amortiguadora de Tris-HCl de 1.5 M, a pH 8.8), y un gél
apuédor (colocado sobre el gel separador) de 2 cm de longitud y 4 % ‘l'v (en =
Tris-HC1l .5 M a pH 6.8). El amortiguador de electrodos fue Tris-HCl L025 M,
PH 8.3, conteniendo glicina 0,192 M y SDS 0.1 % ( v/v ). la dur@éiéi; dei,‘
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corrida fue de 4 hr a 20 - 25 mAmperes. Ambos geles fueron preparados,

mezclando las siguientes soluclones:

Soluciones Gel separador Gel apilador
Acrilasida-bisacrilamida 5.0 =l 1.34 wm}
(3oxT, 227 XC)
Amortiguador de separacién 5.0 ml -
Amortiguador apilador - 2.5 ml
SDS (10 %) 0.100 ml 0.100 =l
Agua destilada 9.86 =l 5.95 =l
*TEMED comercial 0.010 ml 0.0075 m1
SPergulfato de amonio 0.100 ml 0.100 =ml
VOLUMEN TOTAL 20,0 wm . . 10.0] =l

® Antes de adiclonar el Temed y ol Persulfato’ ﬁn n-uﬁ
desgasificé la mexcla, y éstos se adicionaren al:m
de aplicarias en la cémara de slectroforenis.. -

La electrotransferencia de protefnas a p'aph ‘de" nitrocelulosl se
1levé a cabo inmedlatamente terminada la electfﬁfofeéls segun el método
descrito por Towbin et al (58). El gel (de 1la éleétroforesls) se lavd con
agua bidestilada y se colocé en medio de una cama de filtros humedecidos
con las sigulentes soluciones:

Solucién No. 1, andédica, - Tris 0.3'M, pH 10.4

‘metanol 20 % ( v/v ).

Solucién No. 2, anédica.’ ‘- Tris 0.025 M, pH 10.4

metanol 20 % ( v/v ). )
Solucién No. 3, catbdi.car.‘: &cldo f-amino-n-hexano caprolico

10 =M, pH 7.2 .

metanol 20 ¥ ( v/v ).
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El orden de los filtros en la cémara de transferencia queda

esquematizado como sigue:

Anodo (+)
B 3 papeles filtro en solucién No. 3
1 papel filtro delgado en solucién No.3
NN

— 1 papel de nitrocelulosa de 0.45 um

1 papel filtro delgado en solucién No. 2
3 papeles filtro en soluclén No. 2
v Z—— 5 papeles flltro en solucién No. 1

Catodo (-)

La transferencia se realizé a 60 mAmp., durante 1 hr.
, Una vez reallzada la transferencla de proteinas se procedié -a
revelar el papel de nitrocelulosa. El papel se tifié con rojo de ﬁbncea‘u a-
0.1 %, en 1 % de Acldo acético, durante 5 min y se dejé secar. con el !'ln

de comprobar si las bandas de protefna habfan sido transferldas :

Ya sgeco el papel, se lavé con una solucién amortlguad
0.05M y NaCl 0.15 M a pH 7.4 (solucién TBS base),.

agitacién continua.

agitacién contfinua, en una solucién de saturacid

( p/v ), Tween 20 al 0.05 % ’(\i'/\}i)."en

Sveltes al 5 %

dlluidas 1:500 (v/v) en solucién de saturacién La 1

un reclplente cerrado durante 2 hrs a 37°C'y con agitaclén:continu
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Se realizaron dos lavados, uno con TBS base y otro con TBS
conteniendo 1 M NaCl, ambos de 15 min. de duracién. A continuacién se
incubé durante 2 hrs en agitaclén continua, a temperatura ambiente con
anti-Inmunoglobulina de conejo conjugada con peroxidasa diluida 1:1000 en
solucién de saturacién.

Después de lavar con TBS base durante 15 min., se revel6 con el
sustrato insoluble de la peroxidasa, que contiene:

4-cloro~-i-naftol -------- 0.06 ¥ ( p/v ).

metanol

33.33% (wv).
agua oxigenada al 30¥ ---- 0.13 % ( v/v ).

Todo disueltc en TBS base en un volumen total de 16.5 ml.

El producto de la reaccién es un precipitado azul, formado sobre la
banda de proteinas reconocidas por el anticuerpo, que aparece a los 10 ¢ 15

min, La reaccién se paré con la adicién de agua.

6.6 - Purificacién parcial de-la enzima-PEPC de callo blanco.

Para la puriflcaclén parclal de la enzima PEPC extrafda de callo

blanco, se lnduJo un lote del cual se obtuvieron 82 gr de tejido de calle

(en” peso fresco) ‘a ﬂnal de:-la prlmera resiembra.

bl;sta ,vcanA 1lo: se -extrajo en una solucién amort iguadora que

contenfa: . °
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| conTENIDO CONCENTRACION |

Amortiguador de fosfatos

de potasio (pH 7.8) 50 mM

EDTA 1 mM

Glicerol 20 % v/v’
* g-mercaptoetanol 10 mM :
* PVPP 2 % p/v

® Adicionados Inmediatamente antes de la
extracclén.

El tejido se homogeneizé en un mortero con arena de mar y se flltré
a través de una tela de nylon. A continuacién se centrifugéb a 113,000 g, a
4°C  durante 60 min., con el fin de obtener ei sobrenadante lo mis limplo
posible,

De este sobrenadante se tom6 una alicuota para la determinacién de
actividad y la concentracién de proteinas.

El resto de la preparacién enzimitica se aplicé a wuna columna de
intercamblo iénico, Sepharosa-Q de flujo ripido (con un volumen de cama de
17 m1, y 2 ca de diésetro por 5.5 cm de altura), previamente equilibrada
con la misma solucién amortiguadora usada para la extraccién, pero sin PVPP
y con un pH de 7.4 .

Una vez aplicada la muestra enzimitica a la columna, y después de
haberse comprobado que la enzima habia quedado retenida o pegada en ésta,
se procedi6 a lavar la columna con la misma solucién amortiguadora con la
que se equilibré, usando 4 volumenes de cama, y verificando que en los

1 dos no se

pegara la enzima.

Posteriormente, se prepararon dos soluclones amortiguadoras de
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fosfatos a pi 7.4 , a dos concentraciones diferentes, la concentracién mds
baja de S0 sM y la mis alta de 300 sM, 40 ml de cada una, para crear el
gradiente con el cual se eluyé la enzima pegada a la columna.

La elucién se realizé con un flujo de 1.4 ml/min, colectando 15
fracciones de 6 ml cada una. Se midié la actlvidad a cada fraccién.

Para obtener el perfil de protefnas que eluyen de la columna se
midié 1a absorbancia de cada fraccién a 280 na.

Se reunieron las fracclones con actividad de PEPC y se concentraron
usando una columna de intercambio 1énico DEAE-Sephacel. Para ello, se uso
una pequefia columna de DEAE-Sephacel (de 0.75 ml de cama y con un tamafio
de 1 cm de diametro por 1.5 cm de altura), se equllibré con una solucién
amortiguadora de fosfatos 25 mM a pH 7.3 . A esta columna se aplicéd la
preparacién resultante de reunir las fracclones con actividad de PEPC. Esta
se despegé en un solo paso usando una solucién amortiguadora de fosfates
300 =M a pH 7.3 .

Se tom6é una alicuota para determinar actividad de PEPC y contenido
de protefnas, y el resto de la pre;'mraclén enzimiatica se alicuoted y se

guardé a -70°C .

6.7 Inmunoprecipitacién de PEPC de callo blanco.

Para realizar la inmunoprecipitacién . de - PEPC .

sigulente, de acuerdo con el néiodé_;dqéirif por Vasquez _xnéo '(60) E
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Se prepararon tres soluciones amortiguadoras;

Soluclién 1.- Tris-HC1 0.02 mM a pH 8 con EDTA 1 mM
Solucién 2.- Tris-HC1 0.02 mM a pH 8 con EDTA 1 mM, saturada con sulfato
de amonio. B

Solucién 3. - Fosfatos de sodio S mM a pH B .

A 10 ml de suero se le agregaron 6 ml de la solucién saturada con
suifato de amonlo (sol. 2), la cual se adicioné gota a gota (con pipeta
pasteur) a 4 °C y en continua agitacién. Una vez adiclonado dicho volumen
se agité durante 30 min, y se centrifugé a 8,000 rpm a 4°c, durante 4S5 min.

El precipitado que se obtuvo, de color blanco con una pequefia capa
superficial de color rosa tenue, se resuspendié en 4 ml de solucién
amoruéuadora sin saturar con sulfato de amonio (sol. 1), y nuevamente se
procedié a adicionar la solucién amortiguadora saturada con sulfato de
amonio (sol. 2), en esta ocasién con 2.4 ml de solucién, en las mismas
condicliones antes sefialadas e igualmente se centrifugé a 8,000 rpm, a 4°C.
durante 45 min. - i

El precipitado blanco se resuspendié en _1.S:vm1,' volumen total de

soluclién amortiguadora de fosfatos de sodio (sol"

&i;llzd dlirant.e

toda la noche frente a esta misma solucién a 4°
todo el sulfato de amonio.
La preparacién obtenida (que conteﬁ!a

inmunoglobulinas G) se dividié en allcuutas' y ‘se

Su uso posterfor.

Una vez obtenidos los
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maiz, enzima purificada, y otra de callo blanco, enzima parclalmente
purificada. Después de haber medido la actividad a cada muestra, se

incubaron cantidades iguales de actividad de PEPC (0.011 ’.u/rnl)r tanto de .

hoja verde como de callo.

La incubacién se llevé a cabo con d\rerentés_; éént@ades ‘de

Para el experimento control,

a la prepa cl

control.

6.8 Apslis de datos.
En la investigacién bloqu(mica
estudios, no se aplican analisis cstadisticos como el ANDVA ° comparaclén

especlﬂcamente en’

de medias. ) ‘
Sinembargo, con el fin de obtener las constantes cinéticas de la
enzima, los datos de velocidad inicial se ajustaron a la ecuacién de

Michaelis-Menten:
Veax [s]
v = —m————

Ka ¢+ [{=)

en donde v es la veloclidad iniclial, Veax es la velocidad maxima, [s) es la
concentracién de sustrato variable y Km es la constante de Michaelis para

este sustrato. Los ajustes se hicleron por medio del programam de regresién
no lineal ENZFITTER, escrito por Robin J. Leatherbarrow (1987) y Publicado
por Elsevier-Biosoft.
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VII. RESULTADOS.

7.1 Estudios con callo blanco.

Uno de los problemas a los que nos enfrentamos al principio de este
trabajo fue la baja actividad enzimatica de PEPC extraida de callo blanco,
por lo cual se decidié establecer un iote del cultivo para determtnar la
curva de crecimiento y conocer el momento en el que se obtendria un mayor
peso de callo. Pero también desconociamos sl el aumento de peso del tejlido

se fiaba de un to en la cantidad de enzima de PEPC en el callo.

Para saber si el aumento del peso fresco del te)ido implicaba un
aumento en la cantidad de enzima, fue necesario establecer un lote en el
cual se inoculara con la misma cantidad de callo a todos los frascos, y
después de determinar el peso fresco, determinar la actividad especifica de
la enzima.

La curva de crecimiento sc obtuvo a partir de la segunda resiembra.
El Inéculo de esta segunda reslembra inclufa tanto el tejido de callo como
el escutelo del cual provenia el callo, eliminando toda aquella estructura
filamentosa o fibrosa, y dejando sélo las partes blandas del callo.

Durante un perfodo de dos semanas el tejido de callo blanco wmostré
un escaso aumento de peso fresco en relaclén con el inicial del inéculo.
Este crecimliento fue tan sélo del 17 % (Fig. 7).

Por otra parte, los resultados de peso seco mostraron que no hubo
crecimiento real 1o que nos induce a pensar que sélo hubo una hidratacién

del tejido (Fig. 7).

7.1.1  Actividad especffica de PEPC durante el creclmiento del callo
La determinacién de la actlividad especifica (uwmg de proteinas) se
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realizé para cada punto de la curva de crecimiento, para lo cual se extrala
la enzima de cada muestra obtenida y se determinaba tanto la actividad como
. la concentracién total de proteinas solubles.

El comportamlento de la concentracién total de protefnas solubles
como el de la actividad especifica, fue similar al cosportamiento del
crecimiento del callo (Fig. 8), es decir, no hubo cambios significativos a
lo largo del periodo en que se hicieron estas determinaciones.

En vista de estos resultados, y puesto que establecer las
condiciones optimas de crecimiento del callo estaba fuera de las
intenclones de este trabajo, se decidié realizar la cosecha del callo al
final de la primera reslembra, lo gue nos ahorraba un tiempo considerable

en la obtencién de la enzima.

7.1.2 Pyrificactén parcial de PEPC.

Para poder caracterizar la enzima de callo blanco era necesario en
primer lugar saber sl existian una o ais iscenzimas de PEPC en este tejido.

Con este fin se procedlé a purificar parctalmente la actividad de
PEPC eapleando técnicas cromatograficas.

La extracclén de la enzima se realizé con una solucién amortiguadora
de 0.05 M de fosfatos, para asi poder aplicar el extracto crude (tras un
centrifugado) directamente a la columna cromatogrifica de Intercamblio
iénico, Sepharosa—Q de flujo répido.

La centrifugacién se realizé a 113,000 g., durante 60 min. para
poder obtener un extracto crudo lo mis limpio posible. La primera
cromatografia de intercambio iénico mostré un anico pico de actividad PEPC,
indicando que sélo existia una sola isoenzima en este tejldo. Se reunjeron

las fracciones con mayor actlvidad de este picoe y tras disminuir su
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concentracién de sales por dilucién con el amortiguador de pegado a la
columna, se aplicaron a una nueva columna de Sepharosa-Q.

Se realizaron dos cromatografias consecutlivas de intercambio iénico,
con el fin de asegurarnos de que sdlo existia una isoenzima y de lograr una
mejor purificacion de ésta,

En la Fig. 9 se muestra el perfil de elucién de la segunda
cromatografia de Sepharosa-Q, donde se puede observar un tunico pico de
actividad de PEPC, lo que demuestra que en el callo blanco esté presente
una sola isoenzima de PEPC.

La fuerza iénica con la que eluyd la proteina de PEPC fue de 185 a
215 mM de fosfatos (ver Fig. 9), mientras que la PEPC de hoja verde eluye a
una fuerza lénica de 160 a 180 mM de fosfatos (datos obtenidos en el
laboratorio). Por tanto el grado de retencién en esta columna de la
isoenzima de callo es mayor que el de la lscenzima fotosintética, lo que
fuertemente suglere que se trata de isoenzimas diferentes.

Los datos de esta purificacién se presentan en la Tabla I11.

Tabla III. PURIFICACION PARCIAL DE PEPC DE CALLO ELANCO

Volumen| Actividad |Prot.TotaliActiv. esp.|Veces de|Rendi-
Pasos (m1) |(u totales) (ng) (wagprot) | purif. |miento
(%)
1
Ext.crudo| 85 7.19 50.33 0.1428 1.0 100
seph.Q® | 160 6.01 7.58 0.7921 5.5 | 835
Seph. g® 1.6 1.25 0.28 4.4885 31.4 | 5 17.3

1. Extracto crudo . = . e s e e
2. Sepharosa-0Q ’ .

El cuadro de puriflq:acléfx _muestra que el extracto crudo “{con una.

Y Y
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actividad de 0.14 unidades/mg de proteina) fue purificado 31.4 veces,

és del do paso por osa-Q.

7.1.3 Propjedades cinéticas de EEPC.
La caracterizacién de una enzima necesariamente debe incluir el
estudio de su comportamiento como catalizador, es declr, estudlos cinéticos

que consisten en determinar la dep la de la tracidén del sustrato

y de efectores de la velocidad de reaccién.
7.1.3.1 Cinética de eaturacién por PEP-Mg.

La curva de saturacién por el sustrato PEP-Mg se determiné a un pH
de ;I.a, a 30°c, y & una concentracién fija de ng’ libre, 1 aM, La
concentracién de HCO3 se mantuvo saturante {10 mM). Para estos estudios se
usd, la preparacién de enzima parcialmente purificada por cromatografia
de intercambio 16nico. Se encontré que la isoenzima de callo blanco sigue
una cinética de saturacién por PEP-Mg michaeliana con una alta afinidad .
por su sustrato PEP-Mg, slendo la Xm para este sustrato de 22.8 t 21 M
(Fig. 10).

7.1.3.2 Regpuesta de la actjvidad de PEPC a efectoreg.

Las enzimas alostéricas presentan un sitio catalitico (sitio
activo) y uno (o varlos) sitlo(s) regulador(es), a los cuales pueden
unirse moléculas (ligandos) y modificar la actividad de la enzima. Estas
modificacliones pueden tener efectos tanto de activacién como de inhiblcién,

Los efectores de la actividad PEPC que se estudiaron en este trabajo
fueron el inhibidor L-malato y el activador glucosa-6-fosfato, La respuesta
de la enzima a estos efectores se determind a pH 7.3, y a concentracliénes
saturantes tanto de HCO3™ (10 nM), como de PEP (de 2 a 5 mM) y de Ngz' (10
).
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Michaelis Menten kinetics
Simple weighting

Variable Value Std. Err.
k cat 6.82424E-02 1.47538E-03
Km 2.27822E-02 2.07207E-03

{PEP-Mg] mM  Actividad (u/ml) Calculated

1 6.90000E-03 1.80000E-02 1.58638E-02
2 6.90000E-03 1.80000E-02 1.58638E-02
3 1.39000E-02 2.70000E-02 2.58591E-02
4 1.39000E-02 3.20000E-02 2.58591E-02
5 2.78000E-02 3.70000E-02 3.75060E-02
6 2.78000E-02 3.70000E-02 3.75060E-02
7 4.17000E-02 4.30000E-02 4.41317E-02
8. 4.17000E-02 4.10000E-02 4.41317E-02
9 6.96000E-02 4.90000E-02 S$.14133E-02
10 6.96000E-02 4.60000E-02 5.14133E-02
11 1.04400E-01 5.40000E-02 5.60181E-02
12 1.04400E-01 5.60000E-02 S.60181E-02
13 2.08900E-01 6.30000E-02 6.15319E-02
14 2.08300E-01 6.50000E-02 6.15319E-02
15 4.17800E-01 6.80000E-02 6.47137E-02
16 4.17800E-01 6.00000E-02 6.47137E-02
17 8.35700E-01 7.00000E-02 6.64314E-02
18 8.35700E-01 6.70000E-02 6.64314E-02

2 6 N
S
¢
g 7
™ e.00 E“ M
g - .00
v > *
S 2.0 s 100
- Q
i S 2 ) 2
X 3 .50 L 10
!‘ 0.004 1/ EPEP-Ma] .
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Fig. 10 ~ CINETICA DE SATURACION POR PEP-Mc, DE PEPC DE CALLO
BLANCO DE MAIZ, APH 7.3, MG LIBRE 1™MM, Y HCO, 10 mM.
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PEPC de callo blanco fue inhibida por L-malato SmM en un 21 %X , y
mientras que Glu-6-P 5 mM activé un 20 X .

Se ha reportado en la bibllografia que el efecto que tienen estos
metabolitos sobre la enzima PEPC de hoja verde, (enzima fotosintética) es
mayor, Glu-6-P ha llegado a activar a ésta enzima hasta un 300 X (véase

antecedentes 2.1.7.1) (7).

7.2 Estudlos con callo enverdecido.

7.2.1 pctivided egpecifica de PEFC.

Los tratamlentos que se emplearon para el enverdecimiento del callo
se describen en Métodos.

La actividad especifica de PEPC de extracto crudo de callo
enverdecido de los diferentes tratamientos se muestra en la Tabla IV, donde
se incluyen con flnes comparativos los datos de callo blanco (antes de
someterlos a los tratamientos de enverdecimiento) y los de hoja verde. En
todos los casos se usaron extractos crudos para estas determinaciones.

Como puede observarse en la Tabla IV, la actividad especifica de
PEPC extraida de los callos verdes que fueron sometidos a tratamientos con
C02 fue superior a la actividad especi{fica de callo blanco. El tratamiento
con almidén (MEA) y C0z rindlé un tejldo con aumento de actividad del
111 %, mientras que el aumento obtenido tras el tratamjento con glucosa
{MEG) y 002 fue del 60 % , ambos con respecto a la actividad del callo

blanco. Cabe sefialar que por problemas técnicos no se obtuvo materlal de
callo enverdecido con almidén sin COa.

Pese a estos aumentos de actividad, no se alcanzé el nivel de

actividad especifica de PEPC de hoja verde.
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Tabla IV. ACTIVIDAD ESPECIFICA EN EXTRACTOS CRUDOS DE LA
ENZINA PEPC OF DIFERENTES TEJIDOS DE MAIZ.

{TIPO DE TEJIDO® TRATAMIENTO ACTIVIDAD ESPECIFICA™®
(u / g prot.)

Callo blanco — 0.109

Callo verde MEG, "con €Oz 0.175

Callo verde MEA, *Con €Oz 0.230

Callo verde MEG, sin CO2 0.106

HoJa verde ' -— 1.398

® Extraccldn como ee deucribe en Nétodes, con la excepcién de
hoja verde que se usé una relacidén de 2:1 de voldmen de
amsortiguador por peso rrcnc- de tejido.

®¢ La activided especifica se determiné a pH 7.0 y a 20° C, bajo
las condicioness que se describen en Nétodos.

®e* NEG y MEA: medlio de enverdscimlents con glucosa y con almidén,
respectivamente.

1 Este dato esté en términos compsrativos.

7.2.2 Propiedades cinéticas de PEPC.

7.2.2.1 Cinétlca de gaturacion por PEP-Mg.

En este caso, los estudlos cinéticos se realizaron con extracto
crudo, dado que no disponiamos de suficiente tejido para poder hacer una
purificacién parcial de callo enverdecido. Usamos como material el callo
obtenido tras el tratamiento con MEA y (02, puesto que fue el que mayor
actividad de PEPC presenté.

. La cinética de saturacion por el sustrato PEP-Mg de PEPC de este
callo enverdecido también mostré un comportamiento michaeliano (Fig. 11),
como en el caso de callo blanco. S1 blen es cierto que en este caso el

valor de Km obtenido de 75 £ 1.2 uM (Fig. 11), fue casl tres veces superior
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var:able . S value std. Err.

k cat {3199777E-01  1.33228E-02
Km 7149515E-02 1.22037E-02.
*HPE
1. 6.96000E-02:% ."1,80000E-01 ' ":1592488E-01
2’ 1704400E01 .2.57200B-01%" . 2.32709E-01
3.5:/2:08900E2C1. 25 70000E-01." " 2594215E-01
47/ 4.17800EZ01°7 " 3.47200B-01 3.38967E-01"/
5 8.35700E-01 3.60100E-01 3.66873E-01 "
6 - 8.357005-01 3.85800E-01 °  3.66873E-01:-
7°.5.57410E+00 3.85800E-01 3.94472E-01
108

~
=
€ 1.00
S .
jor -
o 2.0 B a.00 . 0
~» >
E o 2.00
3 100 e
= S 0.00 ¢ v
o ~ 0.0 0,40 0.5 L2 el
< 400 1/ EPEP-Mal
0.00 1.0 4.00 5.00

2.00 3,00
CPEP-Mo3 =M

Fic. 11 - CINETICA DE SATURACION POR PEP-Mg, DE PEPC DE CALLO

ENVERDECIDO DE MAIZ, A pPH 7.3, MG LIBRE 1 MM, Y HCO, 10 MM.
RECUADRO: REGRAFICO DE DOBLES RECIPROCOS.



al obtenido en callo blanco. Estas determinaclones se llevaron a cabo a
concentracién fija de Mg libre 1 =M, HCO3 10 mM, pH 7.3 y a 30°C como se
indica en Métodos.

7.2.2.2 Respuesta de la actlvidad de PEPC a efectores.

Para el callo enverdecido, también se determiné la respuesta de la
enzima a los efectores L-malato y Glu-6-P.

Malato a una concentracién de 5 mM 1inhiblé el 41 % de la actividad
de PEPC, siendo esta inhibiclén casi el doble de la que ejerce sobre la
enzima extrafda de callo blanco.

Pero Glu-6-P § mM la activé s6lo un 13 %, valor ligeramente inferior

al obtenldo en los estudios con callo blanco.

7.3 Egtudios inmunoléglicos.

7.3.1 Inmuncdeteccion de PEPC.

Para la cuantificacién de la proteina PEPC se empleé la técnica de
inmunodeteccién por Western blot, que implica el uso de la electroforesis
y de la electrotransferencia, Para 1la 1inmunodetecctén se emplearon
anticuerpos obtenidos en conejo frente a PEPC de hoja verde de maiz.

En la electroforesis desnaturalizante SDS-PAGE se corrleron con
fines comparativos extractos crudos de callo blanco, callo verde y de hoja
verde de maiz, usdndose 10 ug de proteina total soluble por carril ({como
se describe en Métodos).

Tras revelar el filtro de nitrocelulosa aparecié una fuerte banda de

PEPC en el carril correspondiente a hoja verde, otra banda clara, si blen

no tan intensa, en el carril correspondlente a callo verde, mientras que en

el carril correspondiente a ln muestra del callo blanco no aparecié nlnguna )
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banda (Fig. 12).

Como puede - observarse en la Fig. 12 el peso molecular de la
subunidad de la enzima PEPC de callo verde es el mismo que el de la
subunidad de la enzima de hoja verde, si bien el tamafio de la banda fue
mucho mayor en el caso de la hoja verde, lo que demuestra la presencia de
una menor cantidad de protefna PEPC en callo enverdecido que en hoja.

Por otra parte, puesto que en todos los carriles se aplicé la misma
cantidad de proteinas solubles, la ausencla de la banda en el carril del
callo blanco podria deberse a: (1) que el tejido de callo contenga una
menor cantidad de protefna PEPC en relacién al total de protefna soluble
que los otros tejidos, o (2) que el suero anu-P;PG obtenido frente a la
enzima de hojJa verde (es decir frente a la isoenzima fotosintética ) no
reconociera a la enzima de callo blanco, que como se demostré anterlormente
es una lsoenzima diferente.

Por tal motivo era necesario saber si el antisuero reconocia o no a
la isoenzima del callo blanco, para lo cual se realizé una

inmunoprecipitacién.

7.3.2 Inmunoprecipltacién de PEPC en extractos crudos.

La inmunoprecipttacién se llevé a cabo usando volumenes de extractos
crudos que contenian valores iguales de actividad PEPC (en unidades/ml}
tanto de tejido de callo blanco como de hoja verde (usando éstg como
control). )

Se adicionaron volUmenes creclentes de la brépar;clbn de
anticuerpos, incubandose durante 1 hr y determlnanv;é la‘actl;ldad reslduﬂ
de las muestras enzimiticas tras este periodo de lnchba}:’lénﬁ(v‘élse Métodos

6.7 para los detalles experimentales).
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PM: Proteinas marcadoras de peso melecular,

CB: Extracte crudo de callo blanco.
cv: Extr‘a‘nt’u,urud:; de c.ilé enverdecido.

Hv: Extrjncio crudo de hojlkver&e

A cada carri l’a‘y“do:prqtelne soluble - total,

La flocha ;Indica 1a  posicién = donde :'se - encuentrs la = subunidad de PEPC

Fio. 12 - DETECCION DE LA ENZIMA PEPC DE CALLO BLANCO, CALLO

ENVERDECIDO Y HOJA VERDE DE MAIZ, POR EL METODO DE = ELECTROTRANSFERENCIA
DE PROTEINAS "WESTERN BLOT".
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En la Fig. 13, se muestra la griflica de inmunoprecipitaclén de
PEPC tanto de callo blanco como la de hoja verde. Se observa que mientras
la enzima extfuld; de hoja verde precipitaba casl el 100 X de su actividad
con 40 ul de antisuero de la preparaciédn anti-PEPC, la enzima de callo
blanco sélo llegé a precipltar un 75 % con ese mismo volumen. Ello
deauestra que el anticuerpo anti-PEPC obtenido frente a enzima de hoja
verde si reconoce (aunque parcialmente), a la isoforma de PEPC de callo

bianco.
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Fi6. 13 - INMUNOPRECIPITACION DE PEPC DE CALLO BLANCO Y DE HOJA
VERDE DE MAIZ.
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VIII. DISCUSION.

8.1 Obtencién de callos.

Con respecto al cultivo de tejidos de callo blanco no logramos un
buen crecimiento del tejido, debido a que para éste tipo de plantas
(monocotileddneas) no se ha establecido realmente un método adecuado hasta
la fecha (68), si bien, hay reportes que establecen al medio M-S modificado
como un medlo adecuado para la produccién de callo de maiz (30,58,61,32).

Las causas por las cuales el tejido de callo no presenté un
crecimiento significativo pueden ser varias, entre las que destacan:

= La acumulacién de metabolitos en el medio del cultivo de resiembras,
acarreado en las partes del tejido que estuvieron en contacto con el medio
de cultivo anterior, y que alteraron las concentractones de los medios de
cultivo frescos.

= E1 que en el momento de la resiembra el callo no se encontrara en la
fagse de crecimiento estacionario, sino en la fase de crecimiento
exponencial y que al ser removido se alterara su metabolismo, el cual se
desfasaria en la subsecuente reslembra.

= El que el tejido del callo estuviera contaminado con algin erus que

imposibilitara su crecimtento (68).

Puesto que el objetivo de este trabajo no era la pruéba' dev K

metodologia para el crecimlento éptimo del. callo, sino la Vcarac‘te‘rlza 1én

de la enzima PEPC presente en este tejido, "decidinos usar el clllléi’oﬁtenldé'v‘
en la primera resiembra, lo que nos permitia acortar ‘el tle;;;;:: de
manipulacién del tejido y poder usar mas cantidad de laterhlvaé'rla‘ {a .
obtencién de la enzima. L

Sin embargo, es importante sefialar que una gran parte del tlenﬁo
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empleado en este trabajo se dedicé al entrenamiento en técnicas de cultivo

de tejidos vegetales, por considerarlas de gran interés para mi formacién.

8.2 Caracterizscién de PEPC.

Como paso previo a la caracterizacién de la enzima PEPC presente en
callo era necesario comprobar si existian una o mis isoformas y, en caso
de haber mas de una, separarlas para poder asignar las caracteristicas
cinéticas y/o moleculares encontradas a cada una de ellas. Por ello, en
estos estudios no se usaron extractos crudos, sino que se procedlo a una
purificacién parcial de la enzima.

Puesto que la mayoria de las isoenzimas de PEPC conocidas hasta la
fecha difieren fundamentalmente en su carga superficial y msuy poco en su
peso molecular (74), decidimos usar estas diferencias para separarlas por
cromatografia de intercambio iénico. Al mismo tiempo, su comportamiento en
egta cromatograffa nos permitirfia definir el tipo de \isoenzima
(anaplerética o fotosintética) por comparaclén con los datos obtenidos
anteriormente en nuestro laboratorio para la isoenzima fotosvlntéuca de
hoj)a verde y para la fsoenzlna anaplerética de hoJa‘euqlada. amb;s de maiz

(60).

En la cromatografia realizada en la columna deIntercambio 16nico, -
Q-Sepharosa, la elucién de la actividad de:PEPC;" no: tré:la presén{::lav de;

una sola lsoenzima para el caso de callo Bianbo' (Fi

Desafort o te, por la plvb‘gicuydel callo

enverdecido, no se pudo realizar una crbﬁatugrafl en este ultimo caso para

determinar 1la presencia de una o var “en ?;te tipo de

callo. La fuerza 1énica con la que nzima défcallo blanco (185 a

215 aM de fosfatos, Fig. 9), diflere lafalentg ”de\,'vla fuerza iénica con la




que eluye la enzima extralda de hoja verde (160 a 180 mM de fosfatos), bajo
las mismas condiciones cromatogrificas, mientras que coincide con la fuerza
i6nica a la que eluye la isoforsa anaplerética de hoja etiolada (60).

Ello es indicador de que la enzima PEPC de callo blanco tiene una
mayor carga positiva superficial, por lo- cual se une a la resina de
intercambio 1énico con mayor fuerza que la forma fotosintética y se
requlere una mayor molaridad de fosfatos para despegarla.

Por tanto, conclulmos que en callo blanco existe solo una isoforsa
de PEPC y que ésta es del tipo anaplerético.

En cuanto a las propiedades cinéticas de esta 1scenzima, su alta
afinidad por el sustrato PEP-Mg reflejada en su baja Km, la ausencla de
cooperatividad positiva a pH 7.3, su baja respuesta a inhibidores y
activadores de la lsoforma fotosintética, constituyen evldencias
adicionales de que esta 1iscenzima no es la fotosintética sino 1la
anaplerética, reforzando as{ nuestra conclusién previa basada en las
caracteristicas moleculares de esta isoenzima.

Por otro lado las caracteristicas de 1la isoenzima de callo
enverdecido difieren de las de PEPC de callo blanco.

La actividad especifica (wamg de proteina) se ve incrementa al
doble con el enverdecimiento del callo blanco el inhibidor L-malato
aumenta al doble su efecto sobre la actividad de PEPC de callo enverdecido;
en la cuantificacién de proteina PEPC por Western blot aparece una mayor
cantidad de proteina PEPC en callo enverdecido que en callo blanco (ya que
en callo blanco no apareclé ninguna banda y el anti-PEPC usado si reconoce,
aunque parclalmente, a PEPC de callo blanco); la Km (PEP-Mg) de callo
enverdecido fue tres veces mayor que la Km de callo blanco, lo que muestra

que la isoforma de callo enverdecido tlene una menor afinidad por el



sustrato PEP-Mg que PEPC de callo blanco.

Sin embargo, con respecto al valor de la Km de callo enverdecido,
este valor es suy inferior al valor de la Km (PEP-Mg) encontrado bajo las
mismas condicliones de ensayo para PEPC de hoja verde, que es de 1.7 mM.

Las caracteristicas cinéticas de PEPC de callo enverdecido, pese a
que sus constantes cinéticas son diferentes a las de PEPC de callo blanco,
son también muy diferentes a las de la isoforma fotosintética de hoja, lo
que sugiere que en este tejido de callo enverdecido (pero no verde
completamente) eapieza a aparecer la isoforma fotosintética, que se refleja
en un incresento de la Km (PEP-Mg), pero ain sigue slendo mayoritaria la
forma anaplerédtica propia de tejidos no fotosintéticos.

Creemos, por tanto, muy probable que de lograrse un mayor grado de
enverdecimiento del callo, para lo cual obviamente se requieren mucho nis
estudlos sobre las condiciones que inducen al enverdecimiento, la isoenzima
predominante podria detectarse si es la fotosintética.

Los resultados obtenidos en este trabajo, si bien no definitivos, si
son auy prometedores, puesto que validan el uso de cultivo de tejidos para
el estudic de los cambios en la maquinaria enzimitica de las células que
acompafian a los procesos de enverdecimiento y abren el camino para

estudios posterlores.

8.3 Cuantificacién de PEPC.

La determinacién de la cantidad de una enzima conocida en un tejido
necesariamente ha de llevarse en extractos crudos, que no hayan sido
sometidos a ningin paso de purificacién, porque estas manipulaciones
siempre conllevan pérdidas de la enzima.

En este trabajo nos propusimos como objetivo deteraminar los cambios
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no sé6lo de actividad, sino también en cantidad de la(s) isoforma(s) que
encontraramos en callo blanco en respuesta a condiciones amblientales que
indujeran al enverdecimiento. Pensamos que la determinacion de cambios
cuantitativos es muy importante, porque pudiera suceder que aparecjera la
isoenzima fotosintética en forma inactiva y por tanto no fuera detectada en
los estudios en las que se investig6é cambios en la actividad de la enzima.

Los métodos actualmente usados en bloquimica para detect.ar
especif icamente y cuantificar en forma relativa a una determinada enzima
son métodos inmunolégicos, que hacen uso de anticuerpos especificos
obtenldos contra esta enzima y del color que aparece después de tratar
los complejos antigeno-anticuerpo formados con un anti-Ig que lleva
acoplado una segunda enzima que produce un compuesto coloreado (58).

Dos son las técnicas de uso general: manchado puntual (Dot blot) que
brevemente consiste en evaluar la Intenstdad de la mancha que aparece en
pocillos a los que se ha aplicado cantidades fijas de extractos crudos
conteniendo la enzima en estudio; e inmunotransferencia (Western blot) que
permite evaluar la intensidad de la mancha en la{s} banda(s) de proteina(s)
después de haber hecho una separacién électroforétlca de las proteinas del
extracto crudo y haberlas transferido a un flitro de nitrocelulosa.

A pesar de que esta Ultima técnica es mucho mas compleja que la
primera, y por ello mucho mis dificil de realizar, fue la elegida para este
trabajo fundamentalmente por dos razones: 1°) Es mucho mis resolutiva que
el Dot blot, ya que de existir varlas isoformas de la enzima que crucen con

los anticuerpos y que difieran en su movlv dvad‘ electfoforética se. pueden

detectar y cuantificar por separadq. Este ‘buﬁto era especlal'uent;e

importante en nuestro estudio, puesto q i;'atabamt;s de lnvestlgir‘ si
aparecia o no la isoenzima fotosintética 'alﬂ_ ‘e‘n‘verdecer" el éiué; y 2”.)_L5
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aplicacién de esta metodologia implica el entrenamiento y manejo de
técnicas electroforéticas que son hoy en dia muy importantes para cualquier
tipo de trabajo que implique bilomoléculas {proteinas y &cldos nuclelcos),
por lo que era de gran interés la formacién obtenida en este aspecto
metodolégico.

Como se puede observar en la Fig 12, el carril que corresponde al
extracto crudo de callo blanco no presenta ninguna banda en el filtro
revelado, y ademis la diferente proporcién entre las bandas de callo
enverdecido y la de hoja verde apuntan hacla una escasez de proteina PEPC
en los tejldos de callo. Sin embargo pudiera ser que la enzima de callo
blanco no hubiera sido reconocida por el anticuerpo anti-PEPC de hoja
verde. Por ello se procedié a evaluar el grado de reconocimiento que este
anticuerpo tenia sobre la isoforma anaplerética de callo blanco por medio
de inmunoprecipitacién de la actividad enzimitica. Pero después de la
inmunoprecipitacién, tanto de la enzima PEPC de callo blanco como de PEPC
de hoja verde, se confirmé que la ausencia de la banda se debid a la baja
cantidad de proteinas de PEPC en el tejido del callo blanco.

Por esta técnica encontramos que la isoenzima de callo blanco y de
hoja verde muestran identidad parcial frente a anti-IgG de PEPC de hoja
verde, es decir, s{ hubo reaccién cruzada de la isoenzima de callo blanco
con el anticuerpo obtenido frente a la isoforma de hoja verde, aunque, como
era de esperarse, el reconocimiento no es total.

Estos resultados nos estan indicando que efectivamente la cantidad
relativa de proteina PEPC presente en callo es muy inferlor a la presente
en hoja verde.

Un resultado hasta clerto punto sorprendente y muy interesante fue

el de callo enverdecido, que presenté una considerablemente mayor cant idad



de proteina de PEPC que el callo blanco (fig 12). Puesto que esta mayor
cantidad de enzima no corresponde al incremento de actividad especifica
encontrado (Tabla IV), este resultado précticamente suglere que una
proporcion de la enzima presente en callo enverdecido esté inactiva.

El interés de estos resultados estriba en las preguntas que se
plantean sobre la regulacién de la actividad de la isoenzima fotosintética.
Asi, pareciera que el enverdecimiento conlleva ia aparicién de esta
isoenzima, pero que ésta esté nyoljttarimnte en forma inactiva,
probablemente ya no habria sido correctamente procesada
postraduccionalmente. Es decir, se induce la sintesis del polipéptido, pero
el callo parclalmente enverdecido parece carecer de algin o algunos
mecanismos que hacen que este polipéptido tenga actividad enzimdtica.
Ello 1implica que la enzima sintetizada en respuesta a condiciones que
inducen enverdecimiento requiere para ser activada estar sujeta a una o
varias modiflicaciones postraduccionales, lo cual no habia sldo detectado
en hoja.

El estudio de la naturaleza de estas modificaciones
postraduccionales y su reelevancla como mecanismo de control en el
_establecillento de la autotrofia abre una muy interesante lfnea de

Investigacién.



IX. CONCLUSIONES.
Las conclusiones a las que llegamos en este trabajo sobre las
caracteristicas de las enzimas presentes en callo blanco y enverdecido de

maiz se podrian enlistar de la siguiente nnern:‘

1) En callo blanco existe una isoenzima PEPC diferente a la
presente en hoja verde. ’ S

2) La isoenzima de callo blanco tlene cii%éterlstlcn seme jantes a
la isoenzima anaplerética de plantas Cs y CAM, por.'lo que concluimos que es

una isoenzima anaplerdtica.

3) En el tejido de callo enverdeéldo parece existir una mezcla de
las dos isoenzimas, la de callo blanco y la de hoja verde.

4) Posiblemente el callo enverdecido contenga una cantidad
apreciable de protefna PEPC de la forma fotoslintética, pero en forma

inactiva.
S) Para la aparicién de una liscenzima fotosintética activa parece

requerirse no s6lo de la sintesis del polipéptido, sino de llodlficaclpnes

postraduccionales que la activen.
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TABLA

1. -SOLUCIONES STOCK DEL MEDIO

MURASHIGE-SKOOG (M-S) (33).

DE CULTIVO

Soluclones Composicién (gs1)
A CaCl2 2Hz0 4.0
ﬁ NHeNO2 16.5
KNO3 19.0
“C KI 0.083
CoCl2 6Hz0 0.0025
D KH2PO4 17.0
HaB0a 0.62
Na2MoOs 2H20 0.25
E MgS04 7H20 37.0
MnSD4 Hz0 1.8918
CuS04 SH20 0.0025
2nS04 7H20 0.86
F FeSO« 7H20 2,784
EDTA-Na 2Hz20 3726
G Inositol 10.0
H Ac Nicounlco. ‘0.1"'.‘. .
I Tiamina-HC1 0.2
3 erldoglnafnél i 0
K Glictna




TABLA Il.- PREPARACION DE LOS MEDIOS DE CULTIVO Rz Y Rs

SOLUCION STOCK MEDIO M-S MEDIO Rz MEDIO Re
{ CANTIDAD SUFICIENTE PARA UN LITRO )

A 10 nl 10 =l 10 ml
B 100 ml 50 ml 50 m1
c 10 ml 10 ml 10 ml
D 10 ml 10 ml 10 ml ;
E 10 al 10 m1 10 m1
F. 10 m1 10 =1 10 m
u'.
I
K

' ‘Ca‘seltp‘a

'sacarosa -
Clneﬂ»na
QCPP

Fitagel

pH
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