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JUSTIFICM:ION 

El obJetlvo prlnclpal de la lnvestlgaclón agronó•lca en el pa{s y en 

el aunclo entero es el de mejorar l'Os rendlalentos y la calidad de los 

productos agrícolas, aal como aUMntar la productlvldad para poder 

abaetecer a la poblac16n que ae encuentra en constante creclalento. 

En la llaaada •nevoluc16n Verde", los 1:-andee avances que se 

obtuvieron fueron a base de unlpular el -lo ublente de la planta 

(fertlllzanclo, y controlando los aspectos fltosanltarlos todo a base de 

qroquialcas), posterloraente se lncurslonó en la fltot6cnla, con el 

unlpuleo de genotipos (es decir, se Inducia la polinización ya entre 

fulllas, ya entre generaciones, ya al azar, haciendo una selección entre 

los 11ejorea eJesplares obtenidos). 

Pero en algunos caeos los reaul lados han sido contraproducentes ya 

que la calldad del producto se ha vlsto dls•lnulda o se ha perdido. Tal es 

el caso de los duraznos grandes, jugosos y chapeados, pero lnslpldos, o 

bien algunos trigos, que al obtener caracteristlcas de reslstencla a la 

sequía o a algunas enfermedades, perdieron la aaleabllldad necesaria para 

la producción de pan o harinas. 

En la actualidad el país vive proble-s auy serlos con la producción 

•ricola, ya que se siguen usando agroquimlcos en forma lndlscrl•lnada, 

deteriorando ael el agroecoslste11a, de tal aanera que existe la necesidad 

de dar solución a dicho probleaa, a corto, mediano y largo plazo. 

Una foraa de empezar a dar soluciones a mediano y largo plazo es a 

través de la lnvestlgaclón, tanto en laboratorio coao en caapo. 

El coaproaiao· que todo agrónoao tiene ante la sociedad, es el de dar 

alternativas de solución, es Por esto que se hace necesario Incursionar en 

11 



el trabajo de lnveatlpcl6n COllC> el pre•nte, que tiene coao objetivo 

conocer parte del •c:anl..., bloqui•lco de la fotosinteale (empecific...,nte 

relaclonadocon la fijac16n del CO. at.osf6rlco, en plantas C4, que 

caracteriza a estas coao plantas con aayores rendlalentos que las C3). 

La qrono•i• por ser lnterdlaclpllnarla requiere de todo 

conoclalento que Influya en el a.-nto de la calidad y cantidad de la 

produce 16n. 

Por últlao, es necesario recordar que todo ren6aeno que se observa 

en la agricultura (especJflcaMnte en las plantas), 80n conaecuenclaa de 

una cantidad enorM de eventos bloqufalcos. 



1. JNTIVJOOCCION, 

La rotosintesls es un proceso •etabóllco funda.ental para todos los 

ve1etales. Consiste en la síntesis de carbohidratos a partir del C02 

at11111f6rico y agua, -iante la absorción de la ener1la radiante y su 

conversión a potencial quialco, y es el proceso bislco l•pllcado en el 

crecl•lento de las planta•. 

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

deaanda creciente de all•ntos a nlvel aundlal ea conseguir un tncre•ento 

en la eficiencia del proceso fotoslnt6t1co. 

Las plantas han sldo convenlenteM:nte claslflcadas en plantas C3, C• 

y CAN en base a las diferencias del -tabol1s110 fotosint6Uco de 

aalallact6n del ro2 atmsférlco, y segím el n<mero de carbonos de que 

consta la aolécula que resulta como pri11er producto de dlcha fijación. 

Ademis de la diferencia de la fijación del C02, las plantas C3 y Ct 

se diferencian en su estructura anatóalca follar. 

En las plantas C3 la fijación del C02 se lleva a cabo 

dlrectaaente en el ciclo de Calvin, donde la enzima encargada de fijar el 

C02 es la rlbulosa-1,5-blfosfato carboxllasa oxlgenasa (Rublsco). Esta 

enzlaa llene una doble funclóno carboxlla durante el proceso fotoelntétlco 

y oxigena en el lnlclo del proceso de fotorresplraclón. 

Por tal 110tlvo en las plantas C3 existe una competencia entre el Ola 

y el Oa coao sustratos de la 11lsaa enzima, provocando con esto una baja 

eCiclencla en el proceso fotoslnt6tlco. 

En caablo, las plantas C4 poseen un mecanismo, el cual a través de 

concentraciones altas de C02 11v1ta que Rublsco use 02 como sustrato, y, una 

anato•ia especial, llamada anato•ia ltranz, la cual consta de una capa de 



c6lulas especializadas (células de vaina vascular l que rodean a los haces 

vasculares y, adyacente a esta capa se encuentran las células del mesófllo 

(Fig.1). Es en las células del mesófllo donde se realiza la primera 

fljac16n del coz atmosférico, el cual es transportado a las células de 

vaina vascular, donde se lleva a cabo el ciclo de Calvln. Esto provoca un 

aumento de la concentración del C02 en estas últl•as células, disminuyendo 

la competencia con el 02 por la Rublsco, y haciendo así más eficiente el 

proceso fotosintético en este tipo de plantas. 

La enzima responsable de la pri11era fijación del coa at•osférico es 

la fosfoenolpiruvato carboxilasa CPEPC), la cual fija el coa en una 

ao16cula de tres carbonos, fosfoenolplruvato CPEP), dando como producto una 

11.ol6cula de cuatro C1J.rbonos 1 el oxalacetato y fósforo inorgánico. 

Dada la importancia de esta enzlaa se han realizado diversos 

estudios sobre sus características catalíticas, de regulación, y, 

aoleculares, entre otras. 

A la fecha se sabe que la fosfoenolpiruvato carboxilasa está 

upliaaente distribuida en el reino vegetal, donde desempefta diversas 

funciones 11etabóllcas (dependiendo del tejido en ·que se encuentre), además 

de la función fotoatnt~tlca antes 11enctonada (en plantas Ct y con 

11etabollsmo icido crasuliceo). 

El aa.íz es la planta Ct en la que más se ha estudiado esta enzima. 

Se han encontrado dos lsoforaas, la lsoenzlma anaplerótlca (en tejidos. no 

fotosintéticos) y la isoenzi•a fotosintética (en hoja v~rde). 

La lsoenzlma fotoslnt6tlca es la forma que más se ha estudiado, d8da 

su l•portancla en el proceso fotosintético, mientras que ·1a· forma 

anapler6Uca está escasaaente estudiada. 

Debido a la i11portancla de a•bos aetabolísmos, el anaplerótlco y el 
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e, (EPIDERMIS). 

C3 CT•b•co> 

•po, (PAREllOUIMA ESPOllJOSo). •b, (HAZ VASCULAR). 

•e•ophyll, (CELULAS DEL MESOFILO). •t.o••i (ESTOMA). 

Ct <K•fz) 

bund 1 e • he. l h 1 ( e E L u LA 5 DE y A I H A y As e u LA R ) . p h 1 oe•, (FLOEHA). 

F1c. 1 - CORTE TRANSVERSAL DE HOJA DE PLANTA C, Y c. DONDE 

SE OBSERVAN LAS D IFERENC 1 AS MORFOLOG 1 CAS. 

FOTOGRAF 1 AS TOMADAS DE "PLANT ANATOMY" DE KATHERINE 

ESAU, ED. OMEGA. (1965), e 1o1. 
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fotoslnt6t1co, heaos emprendido el estucllo y caracterlzacl6n de la 

lsoenzl11a anaplerótlca en tejido de callo blanco (células desdlíerencladas 

y sin clorofila) y los cublos que esta enzlaa sufra como consecuencia del 

enverdecl•lento del callo. 

Dichos estudios cobran una relevancia especlal 1 ya que la búsqueda 

de un incremento de la productividad en plantas CJ, introduciendo 

características propias de Ct, plantea como problema central conocer el 

grado de relación entre las lsofor11as de PEPC, la anaplerótlca y la 

fotoslntétlca, dentro de una misma planta . 

. Este trabajo pretende adeaás llegar a conocer sl el enverdeclmlento 

del callo blanco de maiz induce a la aparición o síntesis de la forma 

fotos1ntétlca de PEPC. 

.. 



JI. ANTECEDENTES. 

2. t Eosfoenolplruvato carboxllasa a ~ 
F'osfoenolpiruvato carboxllasa CPEPC, E.C. 4. t. t. 31. l es una enzima 

que se encuentra en plantas, algas y bacterias desempefiando diversas 

funciones (39). A continuación describiremos algunos de los conocl•lentos 

que se tienen en la actualidad sobre esta enzlaa y que son relevantes para 

el presente trabajo. 

2.1. t ~6n catallzada l!2I: fosfoenolplruvato carboxlla1a, 

La enzima PEPC, catallza la jl-carboxllación del fosfoenolpiruvato 

CPEPl en presencia de Mg
2
•, para dar co11<> producto el il.cldo oxalacétlco 

(OAA) y fósforo inorgánico, como lo indica la siguiente reacción. 

PEPC 
PEP + HC0°3 -----:> OAA + H P 0°4 •• •• 

Esta reacción tiene un cambio de energía l lbre, al to (AG = de -6 a 

-8 Kcallmol) y es práct1c1111ente irreversible. 

Estas caracteristlcas fueron primeramente · d~~~rl ~.~~:-~por Bandurskl, 

quien además demostró la reacción es 

necesario la presencia de Hg2
• (2). 

También se ha demostrado que la 

bicarbonato (HCOJ) para carboxllar ª' PEP;~ ·~->~~:~.~~- ~~~·~·~·~~urre con otras 
-·.-.·~< ;~-:-;~ -:· 

', ,.' .'·:· -~-.-.::.:'. 
reclerites· · -· lndicán·' qu~ -el :'si.tstráto 

<;\;:~>-- -
e~z:1:;¡il~ \isa'- ~como sustrato al 

enzimas carboxllantes (26). 

Por otra parte, estudioS 

preferencial de la ~ri~l~a e~ ~l; co~pleJo PEP~Mg c64,4SÍ y~~ PEPllbre co~o 
se habla creldo ·(38)·.· 
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2.1.2 Locallzacl6n !il!l !A llliBa Co1Coenolplruvato carboxllasa. 

Esta enzl- ae encuentra en todos los tejidos vegetales de plantas 

C3, C• y CAH realizando diversas funciones. y se ha reportado que se 

localiza en el el toplasma (6, 41 J. 

2.1.3 Funclones !1\m. ~ftA fosfoenolplruvato carboxilasa. 

La función ... tabólica de la fijación del C02 y la síntesis de ácidos 

dicarboxílicos depende del tipo y fisiología del tejido donde se encuentre. 

A continuación se describen algunas de las funciones que se le han 

adscrito: 

2.l.3.l Regulación del pH cltoplásmlco; El citoplasma requiere 

aantenerse entre lí•l tes de pH estrechos, lo cual puede lograrse mediante 

un balance entre carboxllaclón y descarboxllación. Davis (60) propuso un 

aecanlemo regulador del pH cltoplásmlco que implicarla, por un lado, la 

actividad de PEPC mediante la fijación del C02, carboxllaclón que acoplada 

con la enziaa mélico deshldrogenasa CHDH) dependiente de NAOPH, generar la 

6.cldos org6.nlcos, disminuyendo así el pH, y por otro lado, el aumento del 

pH puede ser provocado por la descarboxllación del malato' mediante la 

enziaa milica (ME), dependiente de NADP. 

2.t.3.2 Regulación de la apertura de estomas;':En-lá&··'células guarda 
------------------------------------ , i . 

de la epidermis, donde PEPC es bastante activa,· ·~e:,t~~ .·reportado,::.un 
-·.'!_-:"·,_ 

lncreaento en la concentración de malato durante la ~Pe~l~,~~'~d~'ii~:~ ':~·slomas 
> ,,·:~ •• ·~·":' < .'.'::' .. :'.:· 

(65). Este malato parece originarse a partir de rosróén~i¡,1-ruva_t~ CPEPl por 

la acción conjunta de las enzimas PEPC y HDH. 
,-· ,' ' ' 

2.1.3.3 Partlcipación en el mecanismo _·de. aCcl6n de awclnas; La 

ad1c16n de auxtnas a muchos tejidos vegetales se-traduce -en una salida de 

u• a la pared celular (St) Incrementando su extenslbt lidad. Esto puede ser 

• 



provocado por la activación de enziaas o por rupturas de enlace 

"ácido-láblles". Al mismo tiempo se registra una acumulación de K•y malato, 

y un incremento en la velocidad de fijación del coa en la obscuridad, lo 

que impl.lca a PEPC en el mecanismo de acción de estos fitorreguladores. 

2.1.3.4 Síntesis de ácidos dicarboxílicos en raíz; En tejidos 

meristemáticos de ratz existen evidencias que indican que el coa se fija 

vla PEPC para for•ar oxalacetato (OAA), el que a su vez es reducido a 

.malato por MDH (17, 18). La sefial que dispara la síntesis de los ácidos 

puede ser un aumento del pH cltoplásniico, collO consecuencia de la actividad 

de toma de iones de la rat z. 

2.1. 3. 5 Función anaplerótlca¡ En la bioslntesis de a•inoácidos, 

la enzima PEPC desempefta un papel importante, ya que su funcionamiento 

alimenta la poza de intermediarios del ciclo de Krebs (8), que de otra 

manera serian agotados por su uso como esqueletos carbonados para la 

síntesis de ciertos aminoácidos. 

2.1. 3. 6 Germinación; En las etapas tempranas de la germinación, el 

incremento de esta actividad enzimAtlca sugiere que PEPC Junto con MDH, 

constituyen el sistema proveedor 'de malato en los estadías tempranos de 

desarrollo de la plántula. Esto se ha reportado en estudios realizados con 

a lgod6n y sorgo ( 40 l . 

2.1;3.7 'Refljación del coa de origen respiratorio en plantas¡ En 

trabajos_ rea,llzad·o·s;·con ,p,~ _satJvum- L. y· Pha~eOí~s~~-vull~rls L. se ha 

reportado ,·qui'.' ~;. v~~'na· se. presentan dos tipOs de_ .. fijaC16n de C02, una 

externa •. q~~- ~e .·lle~~c a ~abo· .. ·en la epidermis de :i~~-Va·~~a··~ .. ~e: c~ntiene 
todas las caracte·rtslicás morfológicas y en~·imátlcas ·, (p~~sen~ia . de la 

·--.-,---· - ·- ·. 

enzima Rubisco) para la fotosintesls tipo C3, y una fijacÚm de coa interna. 

que se lleva a ~abo en el tejido .interior de la va¡na y quefija··:el. coa.de 
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origen resplratorlo que se acuaula en la cavidad de la valna. PEPC es la 

enzlaa que fija este coz de origen resplratorlo, ya que se ha encontrado 

una alta actividad especifica de esta enzlaa en dlcho tejido (1,43). 

2.1.3.8 Fwiclón fotoslntétlca¡ PEPC realiza wia fwiclón 

fotoslntétlca clara en las hojas verdea de las especlea con ... tabollno C. 

y ic Ido crasul•ceo ( CAll l. 

En 1966 (12) se propuso por prlsera vez que en cierto tlpo de 

plantas se llevaba a cabo una ruta cicllca basada en la reacción de la 

jl-carboxllaclón del PEP catallzada por la enzlu PEPC. Estas plantas se 

denoalnaron plantas con -taboll.., fotoslntétlco c.. 

Las especies C. han desarrollado una co111>leja coapartaaentallzaclón 

de enzimas y un igualmente coaplejo transporte de compuestos entre dos 

tipos celulares: las células de vaina vascular, localizadas alrededor del 

xi leaa y el floema, y adyacentes a éstas. las células del aesófllo. 

El COz atmosférico, que penetra a través de los estoaas, es fijado 

primeramente en el cltoplasu de célula~ del es6fllo en la •olécula de 

tres carbonos, PEP, mediante la reacción de carboxllaclón catallzada por la 

enzima PEPC. obteniendo COllO producto la molécula de cuatro carbonos, el 

6cldo oxalacétlco (OM). 

El OM, por ser bastante inestable es ráplda11ente convertido a 

malato, por la enzl•a MDH, dependiente de NADPH, o, a aspartato por una 

transaalnasa. El malato o aspartato foraados son transportados a las 

células de vaina vascular, donde malato se descarboxlla por la enzima 

•állco (ME) dependiente de NADP, liberando asi C02 y un ácldo de tres 

carbonos (plruvato en el caso de aalato, o alanlna en el caso de 

aspartato). 

El a>a liberado es recaptW'ado por la enzlaa Rublsco para alimentar 
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el clclo de Calvln; el plruvato es traneportado nuevaaente a las células 

del lll!Sófllo, donde es ullllzado para la stntesls de PEP, lll!dlante la 

reacción cata11zada por la enzlaa plruvato ortofosfato dlklnasa (PPDK), con 

el cansuao de dos equivalentes de ATP. El PEP sintetizado va a servir 

nuevaaente coao sustrato de PEPC, cerrando asi el ciclo de lntenMtdlarlos 

de la ruta C.. 

El slgulente esqueaa trata de describir en foraa sl11pllflcada el 

proceso fotoslntéllco de asl•llaclón del C02 atmosférico de las plantas Ct: 

AIRE CELUL&S DEL •ESOFILO 
Cl:LULAS DE 

•&l•A YASCULAlll 

~ PEPC llDH ~ (C4) ~ ! 
eoz--t>co2--.-.->0M--> HALAtc>-f-~oDH ~> C02 1 : 

1 •9 1 ~ 1 SE • •coR- ~ D 
~ + V ~ ~Ha POllA AL ~ 0 

~ PEP ~ CHR ~!~~~.DE ~y 1 ., PPU ASPARTATO i > ~OOH AL!. DO• 1 : 
-· ~- SACAROSA ~ C ~ ~ PIRUVATO < ~ (C3) 

1 
~ 

~ A•Í' ATP ~ ~U 
~ ::;:;: -->~L 

~ ~ ~. 
~. 

SllllOLOGIA1 P§t• fo•foenolplruvato¡ PEPC, fo•Coenolplruvat.o 
carboxllaaa¡ K9 , lonea aa9nealo; OAA, oxalecet.at.o; 1108, ••llco 
daahldrogenaaa¡ (Ct), ao16cula de 4 carbono• que al •er d••c•r­
bo•ll•d• d• orl1•n • una •0U1cula d• 3 carbono• CC3)¡ ATP, ade­
no•ln trlfo•fato; KP, adeno•ln •onoroerato¡ PPDI., plruwato orto­
fo•f•t.o dlkln•••· 

2. l.4 l191nzlaas ID! fosfoenolplruvato carboxllasa. 

Se han descrito diferentes foraas moleculares (lsoenzlaas) con 

actividad de PEPC, asociadas a diferentes funciones flslológlcas. 

La enzlaa de hoja de plantas C3, CI y CAM son dlflerentes en sus 

propiedades fislcas, clnéllcas y moleculares (Z9,6Z,67). 



Sin eabarao, tublén dentro de lH planta C3 se han descrito 

dlferentee roraas 90leculares de esta enzima, atribuyéndoseles diferentes 

funciones aetabólicas (57,62). 

Por otra parte, se ha deaostrado que las foraas enziaátlcas 

presentes en hoja verde, difieren de las foraas encontradas en hoja 

etlolada, tanto de plantas CJ coao de las plantas C• (11). 

Se ha sugerido que las lsoforaas de PEPC pueden clasificarse en 

tres grupos (57), en base a la actividad específica de los extractos crudos 

y según su Ka para PEP: 

1) enzlus de plantas CJ e lsoforaas anapler6tlcas: con una baja b 

(PEP) y una baja actividad especifica. 

2) enzimas CAH: con una baja Km (PEP) y una alta actividad especifica. 

J) enzimas de plantas C.; con una elevada Km (PEP) y W1& alta actividad 

especifica. 

2.t.S ~ii!.Um Fleculares. 

La enzlaa PEPC en su foraa nativa esun tetrútero foraado por cuatro 

subunldades idénticas, con una masa aolecular de aproxludallente 400, 000 

daltones (39, 59, 25), aunque algunos otros reportes auestran que puede 

existir en diferentes foraas ollgoltlJrlcas. dímeros o 1tOnómeros lnactlvos o 

con auy baja actividad (63,54,67). 

Se ha deducido la secuencia de aalnoácldos de PEPC a partir de cDNA 

de hoja de aalz. La enzlaa está coapuesta por 970 restos de -lnoicldos, 

con wia aaaa 11<>lecular de 109, 408 daltons (69). 

Tublén se han identificado varios aainoácidos esenciales para la 

actividad de PEFC, entre los que están: clstelnas, hlstidlnas, arglnlnas y 

llslnas. 
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Cistefnaa: En anillsis de aainoicidos de PEPC, se reveló un 

contenido de al •nos ocho cisteínas por subunldad, de las cuales cuatro se 

hallan foraando puentes dtsulfuro en la enzima activa y las cuatro 

restantes se hallan cDllD arupos sulfhldrllos Ubres (53, 151. 

La -iflcac16n quiatca de estos arupos parece llevar aparejada la 

disociación de la 11Di6cula tetru6rica en diaeroa y aon6aeros (61). 

Histldinas: Se ha identificado a una histldlna que participa en la 

un16n de Ha"• y PEP, pero no en la catillsis (38, 39, 67). 

Araininas y Usinas: Estudios realizados con enziaa de hoja de aalz, 

usando 90dlflcadores quíalcos, auestran que dos arglnlnas y cuatro llstnas 

por tetr'-ero son esenciales para la actividad de PEPC. y que estos grupos 

son proteaidos por PEP frente a la modificación quimica (14,28,661. 

2.1.6 ~1.ll.lwi .tlnéllii!L_ 

Tlng y Os•ond (57) realizaron un estudio sobre las características 

cinHicas de la enzlaa PE/'C en hojas de plantas C>, C4, y CAM. En 

diferentes especies de plantas Ct encontraron que la velocidad úxlaa, 

(V ... ), oscilaba entre los valores de 9 a 53.5 aoles/mln/gr de peso fresco, 

siendo en promedio 22. 5 110lea/mln/gr de peso fresco (valores con un ranso 

- upllo). 

En plantas C3 encontraron valores de V.ax entre O. 18 a 2. 52 

moles/altllar de peso fresco, siendo el valor proaedlo de 15 a 20 veces 

menor que el valor proaedlo de plantas Ce. En plantas CAH encontraron wi 

valor proaedlo cercano al valor prollt!dlo de plantas Ce. 

Sin eabargo, los datos en lít Uteratura sobre la actividad 

eapecíflca de la enzlaa purificada •uest;ran que ésta oscila entre zo y 30 

f.UDOl/min/mg de protelna para las preparac·lones ús puras, tanto en el. caso 
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de IH lsoenzlmas fotoslntétlcas de hoja de plantas C• y CAll, como de las 

tsofor .. s anapler6tlcas presentes en tejidos no fotoslnt6tlcos y en hojas 

de plantas C> (20, 16, JI). Esto Indica que la cantidad de PEPC en hojas de 

plantas C• y CAH es mucho uyor que en hojas de plantas C>. 

La enzlH PEPC de tejidos no fotoslntétlcos o de tejidos de plantas 

C3 presenta una ka (PEP) conslderableaente •ás baja que en el caso de 

tejidos fotoslntétlcos de plantas C•, con valores de aproxlmadaaente o. 1 .,. 

para C> y de 1 a J .,. para C• (47). 

2.t.7 ~6n a la activlda!I a fos(oenolplruvatp carb9xll•ll 

2. t. 7. t llUlllls!.6!!. PO[ wetabolltop 

PEPC es una enzlaa alost6rlca, es decir presenta además del sitio 

catal1tlco o sitio activo, sltlo(s) de re11Ylacl6n. 

Se han reportado diversos efectores que regulan la actlvldad de la 

enzima, pero los llás estudiados son: malato, que act6a coao lnhlbldor, y 

glucosa-6-fosfato (Glu-6-P), que actúa C090 acttvador. 

!!!!!~!! es un lnhlbldor aucho llás potente de la enzlaa extraída de 

hoja de C• y CAH, es decir de la enzima fotoslntétlca, que de la enzlaa de 

plantas C• o de tejidos no fotoslntétlcos. El efecto lnhlbidor de aalato ea 

en todos los casos dependiente del pH (50). 

La 1nhlblcl6n de la enzima PEPC por aalato constituye una foraa 

clara de regular la producc16n de este compuesto. Cuando hay una 

acuaulaclón de aalato, éste se une al sitio alost6rlco de la enzl•a 

lncUcando que hay una sobreproducción de malato, el cual no esti siendo 

consualdo, y de esta foraa inhibe la actividad de la enzlaa PEPC y su 

propia producción (68). 

G!!:!~!!!!:~:!2!!:!!!!_!g!!:!:~:e! se ha descrito collO activador de la 
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enzl• de hoja de plantas C. y CAH 132, 56). se ha reportado que en la 

enzl• extraída de hoJa de aa1z, Glu-6-P cubla la cln6t1ca de saturación 

por el sustrato PEP, de slpoldal a cln6Uca alchaellana (59). 

El efecto de Glu-6-P en la actividad de la enzlaa de PEPC de hoja 

verde de aalz ha llegado a ser hasta del 300 :'. a pH 7, PEP 1 1111 y a una 

concentración de Glu-6-P 101114, en enzlaa extralda de plántulas de aalz de 7 

a 9 dlas de edad (7). En caablo, la enzima de hoja etlolada de calla de 

azúcar, es lnsenslble a este efector (tt). Por tanto, Glu-6-P parece ser 

aólo un laportante regulador de la l•oenzl• fotoslnt6tlca de PEPC. 

Por otro lado se aabe que existe un sitio alostérlco especifico len 

la enzlaa) al cuil se une Glu-6-P, esta unión provoca una aodlflcaclón 

confor•aclonal que conlleva Wl aumento de la afinidad por su sustrato 

(9,32). 

El aecanlsao flslológlco de la activación de PEPC por Glu-6-P aún 

no se conoce con certeza, pero hay evidencias de que existe una 

lnterrelac16n entre las c6lulas del aes6fllo y las c6lulas de vaina 

vascular (Bl. 

2. l. 1. 2 ll!!&!!1W.ón l!!!I: !l!L. 

Estudios realizados con hojas verdes de plantas C• y CAH tratadas 

con periodos cortos de llumlnac16n y obscuridad, indican que la luz est• 

involucrada con la regulación a corto plazo de la actl vldad de esta 

enzlaa (21 l. Esta regulación se lleva a cabo por fosforUaclón y 

desfosforllaclón del srupo hldroxllo de la serlna, Ser-15 en el caso de 

PEPC de aalz (19). 

Estas dos foraas de PEPC lnterconvertibles por llodlflcaclón 

covalente postraducclonal, l~ foraa de luz (fosforilada) y la foraa de 

obscuridad (desfosforllada) difieren en que la foras de luz presenta una 
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uyor aflnldad por "" sustrato y una Mnor senslbllldad a malato que la 

Coru de obscuridad (45,46, 13), lo que hace que sea ús actlva durante el 

dia a pesar de que la concentrac16n de aalato intracelular es •As elevada 

que durante la noche (46). 

2.1.8 ~1.!!llm 1Dl!!n!!.l6&1.!;y !!!. Co1Cqenolplruvato carb9xllasa 

Las técnicas ln11unológlcas se han eapleado frecuenteaente para 

conocer la slallltud conforaaclonal y/o identidad estructural de las 

moléculas enzlútlcas. 

En el caso de las lsoenzlaas de PEPC, se ha reportado que 

anticuerpos obtenidos frente a la enzlaa purificada de hoja verde de 

plantas Ce cruzan con las formas de PEPC de hoja verde, de hoja etlolada 

y de raíz de plantas C3, C4 y CAM (41,42). 

En otros estudios, realizados con aaíz (36,24). se obtuvieron 

anticuerpos antl-PEPC de hoja verde, y al adicionarlos a preparaciones 

enzlútlcas de las formas aisladas de hoja verde y hoja etlolada, en una 

lnawioprecipl laclón, encontraron que en hoja verde el reconoclaento del 

anticuerpo fue coapleto ya que lnh1bi6 o preclpit6 a el lOOX de actividad 

la enz11&, alentras que en hoja ctlolada la preclpitacl6n o lnhlblcl6n de 

la actividad fue sólo del 4SX. Esto demuestra que existe un cierto grado de 

hoaología entre las dos lsoenzimas (la obtenida de hoja verde y la de hoja 

etlolada). 

2. 2 Mlll!!! !!!. klll!!!I! Vesetales. 

La base de la aetodologia de la lnvestlgac16n es el alslaalento de 

un fenóaeno para su eatudlo y/o reproducción, por lo cual las técnicas de 

cultivo de tejidos veaetales ~onstituyen una excelente herra•lenta para el 

estudlo Cls1ol6glco y flslcoquialco del metabolismo de los vegetales, 
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prlnclpal11ente a nivel bloqul•lco. 

2. 2. 1 llñill.kl6n !k. Elllllll! ~ k1l.!!2b 

El término de cultivo de tejidos vegetales es coa<maente usado para 

definir cualquier tipo de cul tlvo vegetal "In vi tro• bajo condiciones 

asépticas, tales co•o: cultivo de plantas (plántulas y plantas); cultivo de 

embriones (alslaalento de e•brlones aaduros e lnaaduros)¡ cultivo de 

órganos (aislamiento de órganos vegetales como raíz. tallo, ápices, 

primordios rollares y primordios o partes de flores lnaaduras); cultivo de 

tejidos desdlferenclados o callo (prollfei-ac16n de tejidos o células 

desdlferenclados obtenidos de sepaentos u órganos vegetales); y cultivos en 

suspensión (alslaalento de células o agregados auy pequeftos de células 

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

2.2.2 ~ k6J:.!g !!!!l cultivo!!!!~ 

El prlnclplo en el que se basan las técnicas de cultivo de tejidos 

vegetales es la teorla celular. la cual dice que toda célula vegetal, 

cualquiera que sea su especlallzacl6n, paseé toda la lnfor-c16n gen6tlca 

para reproducir una planta con todas las caracteristlcas de la planta de la 

cual proviene. Esta teorla de la totlpotenclalldad de la c6lula fue 

postulada en 1838-1839 por Schlelden y Schwann (44). 

2. :z. 3 Antecedentes 

Fue en 1888 cuando Haberlandt reallz6 algunos experimentos, con el 

fin de co•probar la teorla celular, e•pleando un aedlo de cultivo co•puesto 

por sacarosa, asparaglna y peptonas COllO reserva de nutrientes. Sus 

resultados no fueron publicados hasta 1902. Las células lograron mantenerse 

vivas durante 20 a 27 dlaa, presentando solo un hlncha•lento (h1dratacl6nl 
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del tejido. Poaterlor..,nte y debido a que exlatian diferencias en la 

respuesta bajo condlclones "Jn vltro" en 11onocotlled6neas coao en 

dlcotlled6neaa (teniendo una -Jor respuesta estas úlllaaa), en 1940 

Blakeslee propuso hacer uso de la leche de coco en el medlo de cul tlvo, por 

ser un llquldo del endosper11<> del eabri6n. 

Pero no fue slno hasta 1948 que Caplln y Steward y un poco ús tarde 

Morel usaron leche de coco en el Mdlo de cul tlvo, obteniendo una •ayor 

prollferac16n de e•brlones en plantas 90nocotlled6neas, contribuyendo asl a 

-Jorar el aedio de cultivo para 6atas (44). 

En 1962 Muraahige y Skoog (33) proponen un aedio de cultivo en donde 

asocian fltorreguladores (auxlnas, cltoqulnlnas, glberellnas, entre otras) 

y soluciones de minerales, obteniendo el creclmlento de nuevos tejidos. 

Este aedio de cultivo aún es usado en la actualidad (22,49,52,24) 

En cultivo de tejidos vegetales, la base de un 11.edlo de cultivo es 

una Mzcla de sales •lnerales, combinada con •acro y •lcroelementos 

esenciales, adeús sacarosa co•o fuente de carbono. Los supleaentos usuales 

aon: vltamlnaa, aalnoé.cldoa, fltorreguladores de creclalento (awclnas, 

glberellnas, cltoqulnlnas), algún quelante coao EDTA y en ocasiones un 

extracto natural coao leche de coco (Tabla 1 y 11, Ap6ndice). 

En la bibllografia se ha reportado a las plantas dlcotlled6neas como 

un adecuado aaterlal para establecer un cultivo bajo condlclones "ln vltro" 

(55), caso que no ocurre con las plantas aonocotlled6neas, ya que l!stas son 

muy dlflcllee de establecer bajo estas condlclones. Esto pro~blemente se 

debe al alto grado de dlferenclac16n celular que presentan estas dltlmas 

plantas. 

2.2.4 ~ l!!!!!l!6.l.iJ:!!t! fil! !.!. Cormacl6n del callo. 

La lnducclón del callo a partir de un explante ocurre cuando 'ste ,. 



entra en contacto con el -lo de cultivo (conocido para la lnduccl6nl Y 

bajo condlclones controladas. En ocasiones, el explante puede ser tejido 

uniforme compuesto de un solo tipo celular, sln eabargo, estas células que 

aparente11ente son unlforaes pueden lle1ar a tener •arcadas diferencias en 

el contenido de DHA en su núcleo. 

El proceso de la foraacl6n del callo puede ser dividido en tres 

fases principales: 

l) Fase de lnducc16n; Durante esta rase las c6lulas lnlclan su 

dlvls16n, y su aetaboll- y su tuallo se lncreaenta y la duracl6n de esta 

fase varia con el estado flslol61lco del explante Inicial y de las 

condlciones del cul llvo. 

2) Fase de desdlferenclacl6n celular¡ Se Inicia en la periferia 

del explante presentando una regresión que involucra un retomo progresivo 

a un estado merlsteaitlco (deadlferenclac16n celular). 

3) Fase de dlferenclac16n celular; La foraac16n de estructuras es 

producto de la dlferenclac16n celular, este evento est6 regido por una 

división celular continua, con un taaafto celular ús o menos constante 

(55). 

Cada uno de los est'ados est6 dellOlllnado por su función predoalnante, 

no siendo téralnos exclusivos. (illlbas, dlvlslón y dlferenclacl6n se llevan 

a cabo en la segunda y tercera fase). 

En 1eneral el creclalento del tejido de callo se debe a la continua 

dlvls16n celular (551. 

2. 2. 5 !!12 !l!!l ~ sm W1!12§ l!!!G !.!! exper l mentac Ión !lli!gyl!!lg. 

El eapleo de las técnicas de cultivo de tejidos para la obtención 

del .. terlal blol61lco en la lnvest11acl6n de bloslntesls y estudios 

flslol61lcoa ha servido para extrapolar sua resultados a las plantas 
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coapletas. Reclente•nte se ha 119ado para se111lr el desarrollo de 

cloroplastos y su capacidad fotoslntétlca bajo la lnf'luencla de la luz 

(55). 

2.2.6 fosfoenolplruvato carboxllasa l!tU.m!.!! m al.l2:.. 

Desde ya hace varios aftas se ha hecho uso de las t6cnlcas de 

cultivo de tejidos vegetales en algunas lnvestlgaclones reallzadas sobre la 

fotoslntesls, tanto de plantas C3, C. y CAH (37). 

la Ualtada lnf'onoaclón que se llene sobre el desarrollo de la 

.. quinaria ha motivado a los investigadores a hacer uso de cultivo de 

tejidos vegetales en los estados lnlclales de desarrollo del cultivo, es 

decir, en los estados de desdlferenclac16n celular (tejido calloso). 

El uso de estas t6cnlcas (desdlferenctaclón y redlferenclac16n 

celular) hace posible separar la anatoaía de la hoja, de &11 función, bajo 

condiciones controladas, lo cual permite el estudio de los procesos 

fisiológicos en foraa aislada. 

A contlnuacl6n se hace una breve descrlpc16n de los aspectos 

relevantes de las lnvestlgaclones reallzadas en callo. 

2. 2. 6. l !!2~!2!21!! !!!! ~!J!!!2 !!!!! !:!!!2· 

Se ha reportado que la aorfología del tejido de callo blanco de aaíz 

(planta Ce) se co•pone de células pequeftas, lsodlaalttrlcas, conteniendo 

pequef'las vacuolas (callo de 7 aeses de cultivo) (49). F.n cuanto a la 

morfología del callo enverdecido de planta C4 (Portulaca oler.acea, L.) se 

ha observado que presentan células parenquimatosas, grandes, vacuoladas y 

con cloroplastos. Dentro del tejido están presentes células llgnlflcadas 

ubicadas al azar por todo el tej Ido (22), lo als110 ocurre en callo de aalz. 
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2.Z.6.Z ~!:!!~!!!!!! !!! !!!!!!!!!!!!!!!!!:!!~!!!! !:!!:~~!!!!! !!! !:!!!!!· 

La actividad de l'EPC de callo verde de tabaco (C3) aumenta hasta un 

300X en los pri11eros 5 dlas de exposición a la luz, dis•inuyendo 

posteriormente a los valores iniciales a los 16 a 20 días, y Rublsco 

aumenta su actividad to veces a los 8 días, manteniéndose constante (35, 

36). 

La actividad de PEPC de callo enverdecido es 3 veces superior a la 

actividad de l'EPC de callo blanco (50). 

Con respecto a las caracterlstlcas clnétlcas de PEPC se ha reportado 

que en callo enverdecido de plantas C3 la b(PEP) es de 60 f"4 y ICll(lf&) es 

80 fdf, y que el pH no tlene efecto sobre 6sta (50). Y en aalz se ha 

reportado una ICll(PEP) de callo enverdecido siallar a la de hoja etiolada 

(90 y 80 J&M repectlvaaente) y S veces aenor que los valores reportados para 

hoja verde (500 fdfl (Z4). 

En estudios sobre los efectos que tienen malato (inhibidor) y 

Glu-6-P (actlvadorl sobre la enz1 .. l'El'C de callo verde de plantas C> 

(tabaco), se ha observado que •lato 110 mi) a pH 7. 5 inhibe sólo el ZZ X 

de la actividad, •ientras que Glu-6-P (5 mHI solo activó un 38 X en este 

CHO a pH 7.5 (50). 

2.Z.6.3 ~!!!!!!!!!! !!!!!!!!!!!~&!!:!!!!· 

El antlsuero obtenido frente a hoja verde de Sorgham vulgare, 

reconoció parclal11ente a PEPC extralda de callo de tabaco precipitando el 

9Z X de la actividad con ZO ,.1 de antlsuero, tanto del tejido obtenido de 

la fase exponencial co•o de la fase estacionarla (36). Y antl-PEPC obtenida 

frente a hoja verde de aaiz reconoce totalmente a PEPC de hoja de •alz (60 

µl de antlsuero precipitan c~rca del 100 X de la actividad), siendo el 

reconoci•iento para l'El'C de callo verde y de hoja etlolada, parcial, ya que ,. 



s6lo preciplt6 el 75 X de la actividad, la primera a loa 5D 111 de antlauero 

y la seaunda a los 2D 111 , y al a1111entar los volúmenes de antlsuero a BD 111 

de antlsuero la actividad se aantuvo en el 75 Y. de lnhlblcl6n (24). 

2. 2. 6. 4 ~!!!!!!!!!! !:t!!!!!!!lt~!!~!!! ~ ~!~~!t!!!!!t~!!~!!!· 

En callo verde de tabaco (C3) se han detectado dos lsofor1Us de 

PEPC (1 y II) con una 11<>vil1dad relativa (Rll) electrofor6tica de D.23 y 

O. 38 respectivamente (34, 36). En aabos estudios PEPC II ea el pico 

aayorltarlo, Ja fase exponencial de crecl•lento. Stn eabargo. en las 

croaatografias reallzadas (en DEAE-Celulosa) aparecl6 sólo una laoforaa de 

PEPC con un peso molecular de 81 kD por subunldad, encontrándose en la fase 

de crecl•lento exponencial un aayor pico en coaparaclón con la fase 

estacionarla (34, 36). 

Todas las caracteristlcas que anteriormente se mencionan sobre ta 

1 soforma de PEPC en cal lo tanto para plantas C3 como Ct nos dan una idea 

sobre la aayor sl•ill tud con la lsoforma de Upo C3 o la anapler6tlca que 

con la lsoforma fotoslntétlca. 
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JU. Hll'OTESIS. 

La actividad de la enzlu fo•foenolplruvato carboxllasa de callo 

blanco de aatz cubla cualltallva y cuantltatlvuente durante el 

enverdeclalento del ataao. 

En base a los antecedente• blbllogrUlcos antes descritos, nos 

propusimos los siguientes objetivos. 

IV. OBJETIVOS. 

4.1 ~UlmW· 

Estudiar los cambios cualltatlvos y cuantitativos en la actividad de 

la enzl11a foafoenolplruvato carboxilasa (PEPC). que acollPllflen al 

enverdeclmlento del callo blanco de maiz. 

•.2 ~ Hrtlculares. 

l. Determinar la actividad específica de la enzima PEPC de callo blanco, 

durante su crecl•lento. 

2. Caracterizar esta enzlaa presente en callo blanco mediante estudios 

clnéllcos. 

3. lleteralnar la actividad específica de la enzlaa PEPC de callo 

enverdecido. 

4. CUantlflcar las protetnaa con actividad de la enzlaa PEPC de callo 

blanco y enverdecido. 

5. Investigar la posible aparición de la lsoenzlu fotoslnt6tlca en callo 

enverdecido. 
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Y. MATERIALES • 

. 5. t Material biológico. 

El uterlal biológico utlllzado en este estudio fue seallla de aaiz 

Zea -ys L., variedad VS-22. certificada (tratada con fungicida), obtenida 

de Productora Nacional de Sealllaa (PNJllASE). La semilla fue alaacenada en 

bolsas de aanta con CaC12 coltO deshidratante. en obscuridad a ts0c. 

Del total de la seallla sólo se empleó el eabrlón (eje embrionario 

con parte del escutelo), que alrv16 co•o explanle para la obtención del 

tejido de células desdlferencladas (callo) (Flg. 21. 

5. 2 Reactl vos. 

Todos los reactivos usad.os fueron de grado analftlco, y obtenidos .de 

las siguientes casas co•erclales¡ 

De Herck: ácido elllenr:llnllrolelraacélico sódico (NafllTAl, cloruro 

de magnesio (HgCl2), peroxodlsulfalo de llllOnlo ((NH&).S.00), gllcerol 

(C3Hs(OH)3), lkcldo clorhidrlco (HCl), cloruro de sodio (NaCll; cloruro de 

aagneslo (HgCl), arena de aar purificada con ácldo y calcinada, Tris 

(hldroxh1elllaalnomlano). 

lle Slgaa O-leal Co.: acrllulda, 11--rcaptoetanol, dodecll11Ulfato 

de sodio (505); albllmlna strlca bovina, Tveen 20, Rojo de Ponceau, 

N' N' - ... tllen-bls-acrll .. lda, 11-nlcotlnulda adenln d!nucleólido (NADHl, 

pol lvlnl lpol lplrrolldona (PYPP), fosfoenolplruvato (PEP), ullco 

deshldrogenasa (HDllJ, dlth!otreltol (DTT). 

De Pharmacla Fine Chemlcal: azúl dextran, y las resinas Sephadex 

G-25, DEAE-5ephacel, y Q-5epharoae. 

De Aldrlch Chetllcal c:o.pany, lnc.: trletanolulna (TEA) 
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FIG. 3 · Siembra de inducción 
del callo blanco, mostrando 
la colocación equidistante 

de los embriones. 

FIG. 5 · Callo blanco, a los 21 

días de inducción del cultivo. 

FIG. 2 . Semilla de maíz. 
variedad sintética CVS·22) 

y ejes embrionarios con 
parte del escutelo, para 
la inducción del callo. 

FIG. 4 · Callo blanco, a los 14 
días de inducción del cultivo. 



lle Bio-rad: N, N, N, N-tetra.etlletllendláalna CTEJIEDl 

lle T6cnlca Qutalca, S.A.: sulfato de nonio CNH•laSO& 

lle J. T. Baker: fosfato de potasio aonobáslco (KilaPOt), fosfato de 

potas!" d1bts1co (IC2lll'Otl. 

lle Bethesda Reaearch Laborator1ea: aeabrana de nitrocelulosa lnauno 

Select, de o. 45 ,... 

Qu1aica J Y C: fosfato de sodio aonobáslco y dlbásico. 

5. 3 F.quipo. 

Para las aieabras y resieabras del aaterial biológico se hizo uso 

de una caapana de Clujo laalnar, y para la esterilización ae utilizó una 

autoclave. El uterlal se incubó en un cuarto obscuro (para callo blanco), 

y de fotoperiodo (para callo verde), a teaperatura de 25 ! 2°C. 

La actividad enzimática se determinó en un espectrofotó•etro Beck11an 

DU-65, de doble haz, con control de temperatura integrado, programable. y 

con graflcador Integrado, con éste mismo espectrofotómetro se deteralnó la 

concentración de proteínas. 

Los reactivos se pesaron en las balanzas analíticas Sartorlus, 

-elo H-51 con capacidad de 100 ! 0.0001 g y Mettler, 11-6 con capacidad 

de 160 ! 0.0001 g . 

Para ajustar el pH, se utilizó un potenciómetro Beckman, con una 

precisión de ! O. 01. 

En la aedlclón de los volúmenes pequefi.os, se usaron alcrojerlngas 

Haallton, con capacidad de o. 005 a o. 100 al, y alcroplpetas autoútlcas 

Rainln, con capacidad de O. 025 a 2. 5 al. 

En la obtención de la ,muestra enzlaátlca se usaron las centrifugas 

Sorvall -elo RC-58 de DuPont Instruaents, Beckaan •odelo J2-21, y la 
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ultracentr(f.,.a Beckaan -elo L7-65. 

Para la conservación de soluciones y reactivo• se e•pleó un 

refrl•erador aarca Bendlx, con teaperatura de 4°C y compartimento de o0c. 

Para conaervar la actividad enzlaátlca y dl ... lnulr al úxlao los procesos 

11etabóllcos del tejido, se uple6 un ultraconselador urca Fara Sclentlflc 

con una temperatura de -10°c. 

Para la reallzaclón de la electroforesis se usó una chara para 

electroforesis -rea Hoefer, 80delo 1 SE 2195M y una ciura para 

electrolranaferencla •r:ca LD. aodelo Novablot, 2117-250. 

Tub!6n se usaron platos agl tadorea con replaclón de temperatura, 

e1tufa con vaclo, colector de fracciones, coaputadora con l•pre90ra, ents,,re 

otros. 
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VI. IEl'OOOS. 

6. l Obtenclón del callo. 

Para la lnducclón del callo, se empleó el ntedlo de cultivo de 

Murallhlae-Skooa (33), aodlflcado (49,52) Tabla I (ap6ndlcel. 

Se utlllzaron soluciones stock (aadre), (Tabla 1) y ·a partir de 

6atas, se preparó el •edlo de cultivo (Tabla ll,ap6ndlce) tanto para la 

lnducc16n coao para las resleabras del callo. 

El pH de ubos medlos de cultlvo, •e ajustó a 5. B con ICDH O. 5 N. 

Despu6a de que se aforó al voluaien deseado. se agre16 el qar a una 

concentraclon de 2. 5 g/lt y se calentó para dlsolverlo coapletuente. 

Posteriormente se distribuyó en allcuotas de 20 •l. en frascos de cultivo 

donde se llevó a cabo la sle•bra y resleabra, según fuera el caso. 

FlnalMnte ee uterlllzaron en la autoclave a t.6 Lb/ca2
, durante 15 •ln. 

Los eabrlones prevluente dlsectados (flg. 2), se esterilizaron en 

aatraces Erlen-Meyer estériles, de 250 ml de capacidad ( 100 eabrlones por 

aatraz), durante 12 •ln. con una solución de hlpoclorito de sodio (cloro 

coaerclal Cloral ex) a una concentraclónde t lX , conteniendo ade8's dos 

gotas de Tveen 20 (detergente) y nueve gotas de Mlcrodyn (bacterlclda). 

Al final del tleapo seftalado, los embriones se enjuagaron tres 

veces con agua deslonlzada y est6r11. Ya desinfectado el aaterlal blol6glco 

se ae11bró en medlo de lnducclón (R•l (ver apéndice, tabla 11 l, a razón de 4 

embriones por frasco, cuidando que el eje e•brlonarlo quedara en contacto 

con el medlo de cultlvo CF!g. 3). 

Una vez seabrados los embriones, se incubaron durante tres seaanas 

en obscur ldad a 25 ! 2°C. 

A 1•• tres seaanas se 'procedió a resembrar el callo obtenido en un 

ae 



lledlo de cultivo de resleabra (112) (Flg. 4) (49). La coaposicl6n de este 

Mello es sl•llar al de inducción. sólo varió la concentración de horaonas 

(Tabla 11 l. Se realizaron dos realeabras con el ftn de ellalnar todas las 

estructuras diferenciada• (plántula, radtcula y estructuras f'llaaentosas) y 

de obtener una aayor cantidad del tejido de callo llaplo (Flg. 5). 

La lncubac16n de cada resle•bra fue de dos seaanas y se realizó en 

las mismas condiciones que en la Inducción. 

La determinación de la curva de crecl•lento del callo se reaUzó 

durante la segunda resle•bra, de la siguiente forma: Se reseabraron 

cantidades lauales en cada frasco, con el fln de partir de una cantidad 

conocida de material y desde el primer dla se registraron los datos de peso 

(fresco y seco) y actlvldad especlflca Uncluyendo el contenlodo total de 

protelna soluble). 

En cuanto al enverdecl•lento del callo, los tratulentos aplicados 

para la lnducclón de enverdeclmlento del tejido de callo blanco se basaron 

en variar la fuente de carbono en presencia de luz. 

El medio de cultivo para la inducción del callo contiene co•o ruente 

de carbono sacarosa. En el caso del medio de cultivo para el 

enverdeclalento del callo se usó al•ldón en un lote y glucosa en el otro. 

Adeús, a la al tad de cada lote se le aplicó CO. ataoaf6rlco por periodos 

de 6 hr continuas diariamente. en una chara heraétlca. conectada a un 

tanque de bioxldo de carbono. 

Estos callos fueron expuestos a un fotoperiodo de 18 hr luz y 6 hr 

de obscuridad, a 25°C, durante dos seaanas. 

La siguiente tabla esqueaallza los trata.lentos 
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TRATAMIENTO CONDICION FlJENTE DE C 

callo blanco OBSalRIDAD SACAROSA 

callo verde LUZ ALHIDON 

callo verde LUZ GLUCOSA 

TOTAL 

IKA: ... lo da enYerdecl•l•nto con el•ld6n. 
IECJlledlo d• en"l'4ecl•lento. 

CO• At111>•ferlco 

CON SIN 

- .-. 
MEA MEA 

Mm Mm 

6.2 Extracción de la enzlaa fosfoenolplruvato carboxllasa. 

Se pes6 el tejldo de callo y se ho110genelz6 en un llOrtero que 

contenta arena de aar y un volwoen de solucl6n allOrtlguadora (relacl6n t: t 

peso/volllllen). El homosenelzado se flltr6 en una capa de nylon y el líquido 

filtrado se centrlfqó a 18,000 rpm, durante 20 1 a 4°C 

El sobrenadante obtenido se usó coao muestra enzlútlca para la 

deter•lnaclón de la actividad de la enzl•a y la concentración de proteínas. 

La solución aaort lguadora para la extracción de la enzl•a contenta: 

CONTENIDO CONCEN'IRACION 

AllOrt1111111dor de fosfatos 

de potaslo (pll 7.8) too llH 

EDTA llH 

Glicerol 20 " (v:v) 

0 PVPP 2 " (p:v) 

• IJ-Mrcaptoetanol 10 1111 

• - Adlclonadoa 
0

en •1 aoaento de la ••t.raccl6n. 
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6. 3 Deter•lnaclón de actividad de la enzlu foafoenolplruvato carboxllaaa. ------ - ---- - - ---
La actividad de PEPC se deteralnó espectrofotoll6trlcuente a 340 nm. 

Para ello se ut111z6 un sistema acoplado a la enzlaa úllco deshtdrogenasa 

dependiente de NADH (llDH, E.C. 1.1.1.37.) (59), seaún en este sistema el 

oxalacetato (OAA) remultante de la carboxllaclón de PEP es reducido a 

aalato, gracias a la reacción catallzada por NDH que paralelaaente oxida al 

NADH (quedando NAO•) (121. 

La cantidad de OAA producida durante el transcurao de la reacción 

puede así -Irse slplendo el descenao de la densidad óptica a 3CO nm 

causada por la conversión de NADH a NAD•. 

El slguente cuadro esqueutlza la reacción: 

PIEPC 

~> T ·.º~· 
............ -.,. > llALATO 

8ADH + 1 IAD+ 

El cublo de densidad óptlca/•lnuto ae •ldló durante loa primeros 

tres •lnutos de la reacción, donde se obtenía una adecuada llnearldad de 

cublos de absorbancla frente a tiempo (velocidad lnlclall. 

La temperatura a Ja que se llevó a cabo la reacción fue de 31lJ°C. 

Dicha reacción se lnlcló con la adlclón de la auestra enzlllitlca (de 25 a 

SO µl ). Todas las deteralnactones se hicieron por duplicado. 

La actividad enzlútlca de PEPC, fue calculada -lante la 

siguiente expresión: 
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AAbs 1 1 1 
A • ----x---x----

T e V v 

A - Act.l•lUd en unl~lhlln. 
4 Abe - c.blo• da •horbancla durante el U.epo couldarado de 

reaccl6n, 

! : :.::t:l:t:t~:c::..r:::!':~ •ADll a 3to,. (6.22cJflaOI). 
Y - V'ol...n de •UHlr• _.a.auca aMo en al en1111ro. 
V - YOlmilll total del _.lo 61 ._.,o en ••· 

Una unidad de actividad enzlútlca se define collO la cantidad de 

enzlu que carboxlla un ¡mol de PEP por alnuto en nueatrH condiciones de 

ensayo. 

La actividad eapecíflca se determinó dividiendo el valor de u/al 

entre los alllsraaos de proteína que contenía un al de la preparación 

enzlútlca. 

EL lledlo de ensayo est6ndar fue el slsulente: 

Reactivos Concentración Voluaen adicionado Concentración 
(solución de alucenaaiento) ( 111 ) final en el -lo 

TEA-HCL 200.tl } 200 { 100.tl 

EllTA 2.tl l.tl 

MDH 200 u/al 10 5 u/al 

NADH 20 -
4 o. 2 all 

NaffaJJ 1000 all 4 10 all 

PE' 200 all 4 2.tl 

MsCLz 1000 all 4 10 ... 

Hao ••rlable 

Muestra enzia6tlca ••rl•bla 

Voluaen total 400 
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El pH de la soluc16n uortlguadora de tEA-Htt. fue de 7.0, 7. 3 y B. 

Cuando se aldló la senslbllldad a aalato, o a Glu-6-P se adicionaron al 

aedlo de ensayo 4 111 de una solucl6n de al .. cenulento 500 1111 de aalato o 

Glu-6-P. quedando wia concentración final de estos coapueatos en el medio 

de ensayo de 5 all. 

En ausencia de PEP, o en ausencla de la preparac16n de PEPC, no hubo 

actlvldad, es decir, no hubo cambios de absorbancla. 

6. 4 Deteralnac16n de protetnas. ------ - ----
La concentracl6n total de protetnas solubles se deteraln6 empleando 

una aodlflcac16n del 116todo de Bradford (4). Este 116todo se basa en la 

foraaclón de un complejo entre el reactivo azul de Cooaassle (azul 

brlllante Gl y los residuos de arslnlna. 

El reactivo azul de Cooussle contiene O. 05 X (p/v) de azul 

brillante G, en una solución de ácido percl6rico al o. 6X (p/v). 

Para la elaboración de la curva estindar o curva patrón. se empleó 

albWllna de wero bovino (llSA) Upo I (libre de ácidos grasos), disuelta en 

agua a una concentración de 2. 5 1181•1 (61). 

De e•t• solución de alaacenaalento se toaaron volúene• equivalentes 

a 10. 20, 30, 40, 60 y 80 µg de proteína y se colocaron en tubos eppendorf, 

coapletándose a 100 111 con agua destilada, se adlclon6 adeús 100 111 de la 

11lsaa solución amortiguadora usada en la actlvaclón de la enzlaa pero sln 

PVPP. 

Las auestras enzimáticas se prepararon de igual aanera: se adicionó 

al volwten de •uestra (de 20 a SO µ1) el YolUHn de la solución 

amortiguadora para co•pletar a 100 ¡.ti, y se adicionó 100 111 de agua 

destl lada por cada tubo probleu. 
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A todo• loa tubos, tanto de la curva patrón co•o a los tubos 

proble .. se les qre16 t •1 del reactivo azul de Comassle, se qltaron 

vlgorosuente los tubos e lnaedlatuaente despu6s se aldló su absorbancla. 

La11 lecturas de absorbancla fueron toaadas a 595 na, calibrando con 

un blanco que contenta 100 111 de qua destllada, 100 111 de solución 

amortiguadora y 1 •l del reactivo. 

La deter•lnaclón de la concentrac16n de proteínas se hlzo 

Interpolando la abaorbancia de los tubos probleaa en la curva patrón de BSA 

(Fls. 6). Las determinaciones se hicieron por duplicado. 

6. 5 CUantlflcaclón de la proteína l'EPC. 

La cuantlflcaclón de la proteína de l'EPC se hizo aedlante la técnica 

de trmunotransferencla, la cual constate en correr una electroforesis 

demnaturallzante en gel de pollacrllulda y electrotransferlr todH las 

bandas de protefna a una me•brana de nitrocelulosa y detectar la banda 

correapondiente a l'EPC mediante reacción con un anticuerpo especifico (58). 

6. 5.1 ~!!~~!:!:!!'.!!!:!!!! ~!!!!!i!:!!:!!!!~i!· 

La electroforesis se llevó a cabo en condiciones desnaturallzantes, 

usando un alsteaa discontinuo (en dos geles de pollacrllamlda, con dlstlnto 

tuallo de poro), según el 116todo de Laemmll (23). Para desnaturalizar a 

la enzlaa se adicionó dodecll-sulfato-de sodio (SDS). 

Se 911Plearon dos geles; un gel separador, de S e• de lonsttud y de 

7. 5 X T (porcentaje total de .onóeros acrllamlda y blsacrllulda, disuelta 

en una solución amortiguadora de Trls-HCI de 1.5 H, a pff 8.8), y un gel 

apilador (colocado sobre el gel separador) de 2 cm de longitud y 4 " T (en 

Trls-HCl • 5 H a pH 6. B). El ~ortlguador de electrodos fue Tris-HCl .. 025 H, 

pff 8. 3, conteniendo glicina 0.192 M y SDS 0.1 X ( v/v ). La duración de 
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corrlda rue de 4 hr a zo - Z5 llAllperaa. Allbos &eles rueron preparado•, 

-zclando la• algulentea aoluclonea: 

Soluciones Gel separador Gel apilador 

Acrllulda-blaacrllulda 5.0 •l 1.Jt •l 
( 30 K T t 2. 7 X C ) 

Amorllguador de 11eparaclón s.o •l -
Amortiguador apilador - Z.5 •l 

SDS ( 10" ) 0.100 •l O. !DO •l 

Agua destl lada 9.86 •l 5.95 •l 

•TD1ED coMrclal 0.010 •l 0.0075 •l 

•Persulfato de uonlo 0.100 •l o. 100 

VOUllEH TOTAL zo.o 111 10.0· 

• Ante• de •dlclonar •I Teaed y el Pereultat.o de ••onlo •• 
•••t••lflc6 la •••ele, y •et.o• •• adlcloneron el ••••nt.o 
de epi Icaria en la c•aara de electrororeele. 

6. s. z !~!!!!!!!!~!!!!?!! !!! !!~!!~!!!!!!!!! !! !!!!!!!!!!!!!!~!!!?!?!~!!· 

•l 

•l 

La electrotransrerencla de proteínas a pap91 de nitrocelulosa se 

llev6 a cabo lnaedlataaente teralnada la electroforesis segWi el Mtodo 

descrito por Towbln et al (SBJ. El gel (de la electroforesis) se lavó con 

agua bldestllada y se colocó en 11edlo de una coa de filtros hwedecldos 

con las slgulentes soluciones: 

Solución No. 1, an6d1ca. - Tr ls O. J H, pH 10. 4 

- 11etanol 20 X ( v/v ) , 

Solución No. 2. an6dlca. - Tris O. 025 H, pH 10. 4 

- metanol 20 " ( v/v J. 

Solución No. 3, cat6dlca. - ;icldo 13-amlno-n-hexano caprolco 

10 1111, pH 7.2 

- metanol 20 X v/v J. 



El orden de los filtros en la ci•ara de transferencia queda 

esquematizado co11e> sl1ue: 

Anodo (+) 

V 

Catodo <-> 

3 papeles filtro en solución No. 3 
1 papel filtro delsado en solución No. 3 

GEL 

papel de nitrocelulosa de O. 45 ¡un 

1 papel filtro delsado en solución No. 2 
3 papeles filtro en soluclón No. 2 
5 papeles filtro en solución No. 1 

La transferencia se realizó a 60 aAllp., durante 1 hr. 

Una vez realizada la transferencia de proteínas se procedió . a 

revelar el papel de nitrocelulosa. El papel se tilló con rojo de Ponceau a 

O. t "· en 1 X de ácido acl!:tlco, durante 5 •in y se dejó secar, con ef 'rtn 

de co•probar sl las bandas de proteína habían sido transferidas. 

Ya seco el papel, se lavó con una solución amortlgu.ado~a ~de··.·· Tris 

O.OS H y NaCl o. IS H a pH 7. 4 (solución TBS base l, dur~nt:~;, is; .;ti,; con 
~,::.-~:A:/·-~~;;.: ... , ·~-· 

asltaclón continua. >(' 
Después se incubó durante una hora a temPe~~'t:ú·;;.:~·a~bí~·Ot.e 

···:·::'.::}· ·,' .. 
agl taclón continua, en una solución de satur&ctón :.-cc;n::.'1ectle· de.Screnlada 

Sveltes al s X C p/v l, Tween 20 al o.os X (v/v ), ·en',rns:bas~~. : <· . 
.. 

Posterloraente se lavó con la solución de ~SS. ba'~~)':'.'dU~a·~~~'.~ 15. m·1n .. 
' .. ~---:-' ~, 

Una vez lavado, se incubó con los anticuerpOs · (0b~-~-~~~~.s -~·~~) .. cón~Jo, 

frente a enzima purificada de PEPC extralda de h'oja .vei:'d;.,::¡¡~,'..m~:iz·' iJÍl·. 

diluidas 1:500 (v/v) en solucló~ de saturación. ·L~ iné·~~a~-{6~--~~·~- r~allzó en 

un recipiente cerrado durante 2 hrs a 37°C y con agl tacfón' ... cont-·ínu·~·; 
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Se realizaron dos lavados. uno con TBS base y otro con res 

conteniendo 1 M NaCl, ambos de 15 mln. de duración. A continuación se 

incubó durante 2 hrs en agl taclón continua, a teeperatura a•blente con 

anti-lnmunoglobullna de conejo conjugada con peroxldasa dllulda 1: 1000 en 

solución de saturación. 

Después de lavar con TBS base durante 15 •in.. se reveló con el 

sustrato insoluble de la peroxldasa, que contiene: 

4-cloro-1-naftol -------- 0.06" ( p/v ). 

metano! ----------------- 33. 33 " ( v/v ), 

agua oxigenada al 30" ---- o. 13 " v/v ) • 

Todo disuelto en TBS base en un voluaen total de 16. 5 •l. 

El producto de la reacción es un precipi lado azul, forudo sobre la 

banda de proteínas reconocidas por el anticuerpo, que aparece a los. 10 6 15 

mln. La reacción se paró con la adición de agua. 

6. 6 Purificación parcial de la enzima PEPC de callo blanco. 

'Para' la purlflca-clón, parcial de la enzima PEPC extraída de callo 

blanco, se 'lridujo un lote del cual se obtuvieron 82 gr de tejido de callo 

(en peso f~~~~O·>. -al': f'J:~~l :·d~- ·1a:.-p~lmera resiembra. 
, ._, ,. ,, · .... 

·Esta _carit'~d~~· ::de. ·e~~ .. ·~ ~e -extrajo en una solución amortiguadora que 

contenía: 
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C O N T E N 1 D O <XINCENTRACION 

Allortlauador de fosfatos 

de potasio (pH 7.Bl 50 1111 

EDTA 1 llM 

Gllcerol 20 " vlv 

• ,:1-aercaptoetanol 10 llM 

• PVPP 2 Y. p/v 

• Adlclon•do• ln•edl•t•••nle ant.ea da la 

••trace Un. 

El tejido se hoaogene1z6 en un aortero con arena de aar y se filtró 

a través de una tela de nylon. A contlnuacl6n se centrlfug6 a 113,000 g, a 

tºc tJurante 60 •ln .• con el fin de obtener el sobrenadante lo ais ll•plo 

posible. 

De este sobrenadante se toa6 una aUcuota para la determinación de 

actividad y la concentración de proteínas. 

El reato de la preparación enzimática se aplicó a una coluana de 

intercambio 16n1co, Sepharosa-Q de flujo rápido (con un volwaen de caaa de 

17 al, y 2 ca de dihetro por 5. 5 cm de altura), previa•ente equilibrada 

con la mls- solución aaortlguadora usada para la extracción, pero sin PVPP 

y con un pH de 7. 4 . 

Una vez aplicada la auestra enzimática a la columna, y después de 

haberse comprobado que la enzima habla quedado retenida o pegada en ésta, 

se procedió a lavar la coluana con la misma solución aaortlauadora con la 

que se equ111br6, usando 4 volilllenes de cama, y verificando que en los 

lavados no se despegara la enzima. 

Posteriormente, se' prepararon dos soluciones amortiguadoras de 
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fosfatos a pH 7. 4 a dos concentraciones diferentes, la concentración ús 

baja de SO 1114 y la •ás alta de 300 1114, 40 ml de cada una, para crear el 

gradiente con el cual se eluy6 la enzima pegada a la columna. 

La e lución se realizó con un flujo de 1. 4 •ll•ln, colectando 15 

fracciones de 6 •l cada una. Se •1dl6 la actividad a cada fracción. 

Para obtener el perC11 de proteínas que eluyen de la colwnna se 

•ld16 la absorbancla de cada fracción a zeo nm. 

Se reunieron las fracciones con actividad de PEPC y se concentraron 

usando una coluana de intercambio lónico DEAE-Sephacel. Para ello, se uso 

una pequefta colwma de DEAE-Sephacel (de O. 75 •l de cama y con un tamafto 

de t cm de diámetro por l. S cm de altura), se equilibró con una solución 

amortiguadora de fosfatos ZS lllM a pH 7. 3 . A esta columna se aplicó la 

preparación resultante de reunir las fracciones con actividad de PEPC. Esta 

se despegó en un solo paso usando una solución amortiguadora de fosfatos 

300 1111 a pH 7.3 . 

Se tomó una alicuota para determinar actividad de PEPC y contenido 

de proteínas, y el resto de la preParaci6n enzimática se al1cuote6 y se 

guardó a -70°C . 

6. 7 lnmunopreclpltac16n de PEPC de callo blanco. 

Para realizar la iuunoprecipitación de PEPC, rUe: ·necesario 

purificar parclal•ente los anticuerpos antl-PEPC ~obten~~~~ ~;~en~;· a · PEPC 

(enzima purificada) extralda de hoja verde de .maíz (3). .~ • • > • - - , -

La purlflcac16n parcial de lOs. anticuerpos · ~ons~~ttó : en· una 
:"·: -•.,_,._- .. , 

precipitación diferencial con sulfato·:~d~·~-•• ~~l~.';·.~-~~r-~- ,l~~-cUal ;se hizo lo 

siguiente, de acuerdo con el métodÓ~:.di:s~rlt·o·po~ ·V~~9~~z.:..f_ln~O· {60). 
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Se prepararon tres soluciones &110rtlguadoras; 

Soluclón t.- Tris-HCl O.OZ 11111 a pH B con EDTA 1 llH 

Solución 2. - Tris-HCl O. 02 11111 a pH 8 con EDTA 1 llH, saturada con sulfato 

de amonio. 

Solución J. - Fosfatos de sodio 5 1111 a pH 8 . 

A 10 al de suero se le agregaron 6 •l de la solución saturada con 

sulfato de amonio (sol. 2), la cual se adicionó gota a gota (con pipeta 

pasteur J a 4 ºe y en continua agl tación. Una vez adicionado dicho vol1111en 

se agitó durante 30 min. y se centrifugó a 8,000 rpm a 4°C, durante 45 •in. 

El precipitado que se obtuvo, de color blanco con una pequefla capa 

superficial de color rosa tenue. se resuspendló en 4 al de solución 

amortiguadora sin saturar con sulfato de amonio (sol. t), y nuevuente se 

procedió a adicionar la solución amortiguadora saturada con sulfato de 

amonio (sol. 2). en esta ocasión con 2. 4 ml de solución, en las aisus 

condiciones antes seftaladas e igualmente se centrifugó a 8, 000 rpm, a 4°C, 

durante 45 min. 

El preclpl lado blanco se resuspendió en 1. 5 ml, volwnen total de 

solución amortiguadora de fosfatos de sodio (sol· 3·¡'/··Y.· se. dl;,:llzó durante 

toda la noche frente a esta misma solución a 4°C con el· f.10. de' elÍ•ina.J.. 

·.'"> 

(que contenla a l~ .;.;;,yor i:;a;te' de l~s· 
todo el sulfato de amonio. 

La preparación obtenida 
\·.-"-.- .. 

se dividió en allcuotas· y se 'co~S~~~Ó ~',:. "~7Ó0~;- · para inmunoglobullnas G) 

Una 

;,:¿i ··:.:.· !:'-)· 
. .~~;·::·~~· .. ~·~;:>' ~·::-... ', ·,.· 

antlcuerp0s · ~anti .:.pEPC .<parcialmente los 

su uso posterior. 

vez obtenidos 

purificados, se procedió a realizar la inmunoprecipHaclón.': 

Se usaron dos •uestras enzimáticas de ·pf:PC> 'una ~·de hoja verde de 
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aaiz, enziaa purificada, y otra de callo blanco, enzima parclalaente 

purificada. De~pués de haber medido la actividad a cada muestra. se 

Incubaron cantidades Iguales de actividad de PEPC (O. 011 u/mil tanto de 

hoja verde como de cal lo. 

· La incubación se llevó a cabo con diferentes ca~tld~de~ , de. la·_. 

preparación parcialmente purificada de anticuerpos, aliti-PE:Pc~ ~~.é.ompl~tBni::to 
_,.-.. ·. . ,.·"1 . 

hasta un volumen final de 0.250 ml con una solucióf(sá11n8-:.de.·!··rOsrBt:ó de'· 
. . -·:,·~:.;._··/:.·_ ·_:·:'.·,:· .. -

sodio 50 11111 a pH 7. 2 que contenla cloruro de sodio ·o. 85. l'. ;'(p/v);. 

Para 
· .. >··:''.·:;:-: "'. 

adicionó la solución amortiguadora de fo9raios ":le "SodÚ>.: si'n:·'..~nttCú~i-i>Os~ 

La incubación se realizó a 4°C durante 1' _h~;:~~~~-~~~p~~-~-,'~~~-'.::~~~~~-: t/i~~P~. 
se centrifugó durante dos minutos _en· una··,;;:mJ.C~Or.~i~~ -~~;:~'.{:·"·:·~Ob~:~na'.dante. 
obtenido se utilizó para determinar la actlvÍd~/;~~f~~ai·:::;¡;;:::i>EPC. qu;; se 

:'.' "' .. · .. 
expresó co•o el porcentaje de la aCtividad- enzimática :;~COri"•::respecto al -

-·. :: •. : . ·. «:·: : ·~ _:;: 

control. 

• _·; • ~,,_,;-. -~.· -'oc'· .'· ' • • :~ - : ' ' 

6. B An!lli !!!! datos. 

En la investlgación bloqu1m¡~ .. :~:;.:~~~c'l-~i¿alneÍlte· en- e~te!:t·l~~; .·de. 

estudios. no se aplican analisis cstadistlc~-~ co-mo· el ÁNO'ÍA¡; ~ compar'aclón 

de •edlas. 

Sinembargo, con el fin de obtener las constantes cinéticas de la 

enzima, los datos de velocidad inicial se ajustaron a la ecuación de 

Michael1s-Henten: 

V= 

y_,. [al 

ir. + l•I 

en donde v es la velocidad inicial, v- es la velocidad máxima. [e] es la 

concentración de sustrato variable y b es la constante de Mlchaells para 

este sustrato. Los ajustes se hicieron por medio del programam de regresión 

no lineal ENZFITTER, escr~to por Robin J. Leatherbarrow (1987) y Publlcado 

por Elsevler-Blosoft. 
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VII. RESULTADOS. 

7.1 Estudios con callo blanco. 

Uno de los probleus a los que nos enfrentaaas al pr lnclplo de este 

trabajo fue la baja actividad enzluttca de PEPC extraida de callo blanco, 

por lo cual se decldló establecer un lote del cultlvo para deterslnar la 

curva de crecl•lento y conocer el aomento en el que se obtendría un mayor 

peso de callo. Pero taab16n desconocíamos al el auaento de peso del tejldo 

se acompallaba de un •'-nto en la cantidad de enzlu de PEPC en el callo. 

Para saber al el •'-nto del peso fresco del tejido 111pllcaba un 

au.ento en la cantidad de enzlu, fue necesario establecer un lote en el 

cual se Inoculara con la alsma cantidad de callo a todos los frascos, y 

despu6s de deteralnar el peso fresco, deteralnar la actividad especifica de 

la enzl-. 

La curva de crecimiento SC! obtuvo a partir de la segunda resleabra. 

El lnóculo de esta segunda resleabra Incluía tanto el tejido de callo coao 

el escutelo del cual provenía el callo, ellalnando toda aquella estructura 

flla11entosa o fibrosa, y dejando sólo las partes blandas del callo. 

Durante un periodo de dos seunas el tejido de callo blanco 110str6 

un escaso aumento de peso fresco en relación con el lnlclal del lnóculo. 

Este creci•lento fue tan sólo del 17 X (F!g. 7). 

Por otra parte, los resultados de peso seco •ostraron que no hubo 

crec1•1ento real lo que nos induce a pensar que sólo hubo una hidratación 

del tejido (Flg. 7). 

7.1.l ~ emcirlca ~ ~ ~ tl crecl•lento del Wl2 

La deteralnaclón de la actividad eapecíflca (u/mg de protelnas) se 
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real lzó para cada punto de la curva de creclalento, para lo cual se extrala 

la enzlaa de cada •ue1tra obtenida y se deter•lnaba tanto la actividad como 

la concentración total de proteinas solubles. 

El coaportulento de la concentración total de proteínas solubles 

collO el de la actividad especifica, fue sl•llar al caportaalento del 

crecl•lento del callo (Flg. 8), es declr, no hubo caablos slgniflcatlvos a 

lo larao del periodo en que se hicieron estas deteralnacionea. 

En vlsta de estos resultados, y puesto que establecer las 

condiciones óptimas de crecl•lento del callo estaba fuera de las 

intenciones de este trabajo, se decidió realizar la cosecha del callo •.l 

flnal de la prlaera resleabra. lo que nos ahorraba un tleapo considerable 

en la obtención de la enzlaa. 

7.1.2 Purificación l!!W!l ~ PEPC. 

Para poder caracter lzar la enziaa de cal lo blanco era necesar lo en 

prlaer lugar saber sl exlstfan una o ais lsoenzimas de PEPC en este tejido. 

Con este nn se procedió a purlflcar parcialmente la actividad de 

PEPC eapleando técnicas croaatogriflcas. 

La extracción de la enzlaa se reallz6 con una eoluc16n aaorttguadora 

de O.OS M de fosfatos, para asl poder aplicar el extracto crudo (tras un 

centrifugado) directamente a la coluana croaatogrAflca de lntercublo 

lónico, Sepharosa-Q de flujo rápido. 

La centrifugación se reallzó a 113, 000 g. , durante· 60 •in. para 

poder obtener un extracto crudo lo aá.s llaplo posible. La primera 

crornatografia de intercambio 16nlco aostr6 un únlco plco de actividad PEPC, 

indicando que sólo existla una sola isoenzlaa en este tejido. Se reunieron 

las fracciones con mayor actlvldad de este pico y tras disminuir su 
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concentracl6n de sales por dllucl6n con el a110rtlguador de pegado a la 

coluana. se aplicaron a una nueva coluana de Sepharosa-Q. 

Se realizaron dos croaatograflas consecutivas de lntercublo 16nlco, 

con el fin de asegurarnos de que s6lo exlstla una lsoenzl•a y de lograr una 

•Jor purlflcacl6n de ••ta. 

En la Flg. 9 se auestra el perfll de elucl6n de la segunda 

cromatografla de Sepharosa-Q, donde se puede observar un único pico de 

actividad de PEPC, lo que demuestra que en el callo blanco esti presente 

una sola lsoenzlu de PEl'C. 

La fuerza 16nlca con la que eluy6 la prote!na de PEPC fue de 185 a 

215 llM de foafatos (ver f"ls. 9), •lentras que la PEl'C de hoja verde eluye a 

una fuerza 16nlca de 160 a 180 lltt de fosfatos (datos obtenidos en el 

laboratorio). Por tanto el grado de retención en esta coluana de la 

lsoenzlaa de callo es •ayor que el de la lsoenzima fotoslntétlca, lo que 

fuertemente sua:lere que se trata de lsoenzl•as diferentes. 

Los datos de esta purlflcaclón se presentan en la Tabla 111. 

Tabla 111. PUlllFJCACJlll PARCIAL DE PEPC DE CALLO llLAIDI 

Volumen Actlvldad Prot. Total Actlv. esp. Veces de Rendl-

Pasos (mil (u totales) (q) (u/118PrOt) purlf. a lento 
(X) 

l 

Ext. crudo 85 7.19 50.33 0.1428 1.0 100 

Seph.Q2 160 6.01 7.58 o. 7921 5.5 83.5 

Seph.Q2 l. 6 1.25 0.28 4.4885 31.4 . 17.3 

1. E•t.r•ct.o crudo 
2. Sepharo••-0 

El cuadro de purlflcaclón auestra que el extracto eructó (con una 
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actividad de O. 14 unldades/q de proteinal fue purlflcado 31. 4 veces, 

despu6s del sesuncto paso por Sepharooa-Q. 

7.t.3 Proplec!adew ~ il ~ 

La caracterlzac16n de una enzlaa nece•arla.ente debe incluir el 

estudio de su coll¡>Ortulento coao catalizador, es decir, estudios cln6tlcos 

que consisten en deter•lnar la dependencia de la concentracl6n del sustrato 

y de efectores de la velocidad de reacción. 

7. t. 3. t sanil.la sm yturacl6n 1!21: m:lllL.. 

La curva de uturación por el a1111trato PEP-Mg se deter•lnó a un pH 

de 7. 3, a 30°C, y a WlA concentrac16n fija de 14g
2

• libre, 
"'"· La 

concentraclón de HC03 se mantuvo saturante (10 lllM). Para estos estudios se 

ua6. la preparación de enzlaa parciallll!nte purificada por cro•tografla 

de intercublo lónlco. Se encontró que la laoenzima de callo blanco sigue 

una cin6tica de saturación por PEP-Mg •ichaellana con una al ta afinidad 

~r su sustrato PEP-Mg, siendo la Ka para este sustrato de 22. 8 ~ 2. 1 ,..H 

(Flg. 10). 

7.t.3.2 ~ali!~~ fEfi; l!. efectorew. 

Las enzimas alost6rlcas presentan un sitio catalitico (sitio 

activo) y uno ·co varios) sltlo(s) regulador(es), a los cuales pueden 

unirse 11ol6culas (llgandosl y 11odificar la actividad de la enzima. Estas 

aodlflcaclones pueden tener efectos tanto de activación com de lnhlblclón. 

Los efectores de la actividad PEPC que se estudiaron en este trabajo 

fueron el lnhlbldor L-aalato y el actlvador glucosa-6-fosfato. La respuesta 

de la enzlu a estos efectores se determinó a pff 7. 3, y a concentraclónes 

saturantem tanto de llC03- (1~ mH), co112 de PEP (de 2 a 5 mtl) y de 11g2• (iO 

mtl). 



SñT'Jl!ACION PQB PEP-Mg PE PEPC PE CAI.LO BLAHCO QE M!\IZ 

Michaelis Menten kinetics 
Simple weighting 

Variable 

k cat 
Km 

l 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 

10 
ll 
12 
13 
14 
15 
16 
17 
18 

{PEP-Mg) mM 

6. 90000E-03 
6. 90000E-03 
l. 39000E-02 
l.39000E-02 
2.78000E-02 
2.78000E-02 
4.l7000E-02 
4.l7000E-02 
6.96000E-02 
6.96000E-02 
1. 04400E-Ol 
1.04400E-Ol 
2.08900E-Ol 
2.08900E-Ol 
4.17800E-Ol 
4.l7BOOE-Ol 
8.35700E-01 
8.35700E-Ol 

Value 

6.82424E-02 
2.27822E-02 

Actividad (u/mll 

l.BOOOOE-02 
1.BOOOOE-02 
2.70000E-02 
3.20000E-02 
J,70000E-02 
J.70000E-02 
4.JOOOOE-02 
4.lOOOOE-02 
4.90000E-02 
4.60000E-02 
S.40000E-02 
5. 60000E-02 
6.JOOOOE-02 
6.SOOOOE-02 
6.SOOOOE-02 
6.00000E-02 
7.00000E-02 
6.70000E-02 

Std. Err. 

l.47538E-03 
2. 07207E-03 

C:alculated 

l.58638E-02 
l.58638E-02 
2.5859lE-02 
2.58591E-02 
3.75060E-02 
J.75060E-02 
4. 4l317E-02 
4. 4l317E-02 
5 .14l33E-02 
5. lUJJE-02 
5.60181E-02 
S.60181E-02 
6. lSJUE-02 
6 .153l9E-02 
6 .47l37E-02 
6 .47l37E-02 
6 .64314E-02 
6.643l4E-02 

~::: fliy·~: : t ; ..• . 
! 2.ot ~ 2.00 • 

¡ s ··o:... .... '·'° j,JO 
t.OI .l."' I' PEP-Hv l 

o.eo a.oo 2.00 J.oo t.oo 1.to 1.00 1.00 
l:PE'P-N9l1 "'" 

F1c. 10 - Cll'ETICA DE SATIRACION POR PEP-MG, DE PEPC DE CALLO 

81.AM:O DE MAIZ, A PH 7.3, MG LIBRE 1 t.'M. Y HCO, 10 MM. 

RECUADRO: REGRAf'ICO DE DOl!U:S RECIPROCOS. 
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PEl'C de callo blanco fue inhibida por L-ulato 5 11111 en un 21 X , y 

•ientrH que Glu-6-P 5 11111 actl v6 un 20 X . 

Se ha reportado en la bibllo1rafla que el efecto que tienen estos 

Mlabolitos sobre la enzi•a PEl'C de hoja verde, (enzima fotosintétlcal es 

uyor, Glu-6-P ha llesado a activar a 6sta enziu hasta un 300 X (véase 

antecedentes 2. l. 7.1) (7). 

7, Z Estudios con callo enverdecido. ---- ----- -----
7.2.1 ~ 11peclf1C1 !k im.. 

Los trataalentos que ee e•plearon para el enverdect•lento de 1 cal lo 

M describen en H6todos. 

La actividad especifica de PEl'C de extracto crudo de calio 

enverdecido de los diferentes tratulentos se auestra en la Tabla IV. donde 

se Incluyen con fines coaparatlvos los datos de callo blanco Cantes de 

ao•terlos a los tratulentos de enverdeclalento) y los de hoja verde. En 

todo• loa casos se usaron extractos crudos para estas deteralnaclones. 

Como puede observarse en la Tabla IV, la actividad específica de 

PEPC extralda de los callos verdes que fueron soettdos a trataalentos con 

CXl2 fue superior a la actividad específica de callo blanco. El trataalento 

con alaid6n (MEA) y COz rindl6 un tejido con ausento de actividad del 

111 X, alentras que el aumento obtenido tras el trata11lento con slucosa 

(HEG) y COz fue del 60 X , ambos con respecto a la actividad del callo 

blanco. Cabe sellalar que por probleaas técnicos no se obtuvo uterial de 

callo enverdecido con alaldón sin coa. 

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

actividad especifica de PEl'C de hoja verde. 

49 



Tabla IV. ACtlVlllAD ainc1r1CA 111 Ell1RACIOS CllUIJDS 111: LA 

aiz111A PEPC DE Dln:RDITES TEJIDOS 111: llAIZ. 

r • 
'TIPO DE TEJIDO 

Callo blanco 

Callo verde 

Callo verde 

Callo verde 

Hoja verde 1 

'lllATAHIENTO 

... 
MEG, con Cll2 ... 
MEA. con Olz 

MEG, sin Clla 

ACTIVIDAD ESPECIFICA 
00 

(a I •• prot. ) . 

D.109 

0.175 

0.230 

0.106 

1.398 

• Extr•ccl6n coao •• d••crlb• en ••todea, con la excepct6n de 
hoJ• ••rde que •• aa6 une rel•cl6n da 2: 1 da •old:••n da 
••ort.11uador por peao traac.• de tejido. 

•• La acttwldatl ••p•cftlc• •• d•t•r•ln6 a pH 7. 3 , • 30°c, ••Jo 
la• condlclon•• qua •• doacrlb•• •n •ttodoa. 

••• IEC J llEA: ••dio d• envardaclalant~ con 9lucoaa y con alatd6n, 
r•apact 1 ve•ente. 

1 Este et.to nU en Uf91noa c09P&r•U vos. 

7.2.2 Propledldes ~ ~ ~ 

7.2.2.1 ~ !k saturación '12!: f2=tl&.. 

En este caso, los estudios clnétlcos se real.Izaron con extracto 

crudo. dado que no dlspontaaos de sUficlente tejido para poder hacer una 

purlflcac16n parcial de callo enverdecido. Usaaos co•o material el callo 

obtenido tras el tratamiento con MEA y 002, puesto que fue el que aayor 

actividad de PEPC presentó. 

La cln6tlca de saturación por el sustrato PEP-Hg de PEPC de este 

callo enverdecido también aostr6 un coaportulento aichaellano (Flg. 11), 

como en el caso de callo blanco. Sl bien es cierto que en este caso el 

valor de ICa obtenido de 75 ! 1.2 µ11 (Flg. 11), fue casi tres veces superior 
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SñTUpACIQN PQR PEPwMg RC PEPC DE CñLLQ VERDE QE MAIZ. 

Mi.::.aelis Menten kineLit•s 
Si~ple weighting 

Var:.able Value Std. Err. 

k cat 
Km 

1 
2 
3 
4 
5 
6 
7· 

6.96ocioE~'~2 ·. 
1. 04400Eco1 
;¡; 08900E: C~ 
4;17800E-Ol 
B.35700E-Ol 
B.35700E-Ol 
5.57410E+OO 

¡: 1.00 

:3; 99777E-Ol 
·1;49515E-02 

. l.; BOOOOE;Ol 
·2.57200E-Ol 
2.70000E-Ol 
3 .47200E-Ol 
3.60100E-Ol 
3. BSBOOE-01 
3.858006-01 

1.33228E-02 
l.22037E-02 

• :l; 92488E-Ol · 
2 .32709E-Ol: 
2.9421SE-Ol 
3. 38967E;Ol : 
3.66873E-01 
3.66873E-Ol. 
3. 944 72E-Ol 

ns .- .. ••. 

~ ~ t=::=:: 1-:2.00 ~··· •• 
~ ~ 2.00 
.! 1.00 o 

't ~ º·O:.eo º·"° o.to 1.:ro 11 1 
C O.OO 1------'~~-~--'.l>::/-'CO.:P:;:E"P"-.:;-!:!"'-"°'C:]'----....-l 

o.oo 1.00 2.00 1.00 .... 5.00 
CPEP-H11~ •H 

F1c. 11 - Cll'ETICA DE SAT~ACION POR PEP-Mc, DE PEPC DE CALLO 

ENVERDECIDO DE MAIZ, A PH 7.3, Me UBRE 1 h'M, Y HCO, 10 MM. 

RECUADRO: REGRAFICO DE DOBLES RECIPROCOS. 
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al obtenido en callo blanco. E•tas deter.lnaclones se llevaron a cabo a 

concentraclón flja de Hg libre 1 1111, HCX!J 10 1111, pff 7. 3 y a 30°C co11<> se 

indica en Métodos. 

7.2.2.2 Respyesta 51§ a WW!llll ~ l!m § efectores. 

Para el callo enverdecido, tubi6n se deteralnó la respuesta de la 

enziaa a los efector~s L-aalato y Glu-6-P. 

Malato a una concentraclón de 5 1111 lnhlbló el 41 " de la actlvldad 

de PEPC, siendo esta inhlblclón casi el doble de la que ejerce sobre la 

enziu. extraida de callo blanco. 

Pero Glu-6-P 5 1111 la activó sólo un 13 X, valor llgeruente lnferlor 

al obtenido en Jos estudios con callo blanco. 

7.3 Eli1ll!l.ll!i. lnaynolóRlcos. 

7.3.l Inaµgodetecclón ~ ~ 

Para la cuantlflcaclón de la proteína PEPC se empleó la técnica de 

inaunodetección por Western blot, que implica el uso de la electroforesis 

y de Ja electrotransferencla, Para la inaunodetecclón se emplearon 

anticuerpos obtenidos en conejo frente a PEPC de hoja verde de aaíz. 

En la electroforesis desnaturalizante SDS-PAGE se corrieron con 

fines co•paralivos extractos crudos de callo blanco, callo verde y de hoja 

verde de maíz, usAndose 10 µg de proteína total soluble por carril (como 

se describe en Métodos). 

Tras revelar el filtro de nitrocelulosa apareció Wla fuerte banda de 

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

no tan intensa, en el carril correspondiente a callo verde, •!entras que en 

el carril correspondiente a la auestra del callo blanco no apareció ninguna 
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banda (Fl1. lZ). 

CollO puede. observarse en la F11. lZ el peso aolecular de la 

eubunldad de la enzl- PEPC de callo verde es el •ls•o que el de la 

subunidad de la enzlaa de hoja verde, si bien el taaal\o de la banda fue 

•ucho mayor en el caso de la hoja verde, lo que deauestra la presencia de 

una •enor cantidad de prote1na PEPC en callo enverdecido que en hoja. 

Por otra parte, puesto que en todos los carriles se apllc6 la inlsma 

cantidad de protelnas solubles, la ausencia de la banda en el carril del 

callo blanco podría deberse a: (l J que el tejido de callo contensa una 

•nor cantidad de proteína PEPC en relación al total de proteína soluble 

que los otros tejidos, o (Z) que el suero antl-PEPC obtenido frente a la 

enzl- de hoja verde (es decir frente a la lsoenzima fotoslntétlca no 

reconociera a la enzlaa de callo blanco, que como se demostró anteriormente 

es una lsoenzlaa diferente, 

Por tal aotlvo era necesario saber si el antlsuero reconocía o no a 

la lsoenzlaa del callo blanco, para lo cual se realizó una 

lnsunoprecipl tac Ión. 

7.3.2 Inaunopreclpltaclón ~ fErJ; !!.Q ~crudos. 

La 1rmunopreclpltacl6n se llevó a cabo usando volúmenes de extrac~os 

crudos que contentan valores iguales de actividad PEPC (en unldades/ml) 

tanto de tejido de callo blanco coao de hoja verde (usando éste como 

control). 

Se adicionaron volllaenes crecientes de la Preparación de 

anticuerpos. incubándose durante t hr y determlnan~o la actividad residual 

de las auestras enzimáticas tras este periodo de incubación Cv6ase M6todos 

6. 7 para los detalles experimentales). 
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PM: Protefnaa ••rcadora• de peso •olecular. 

CB: Extracto crudo de cal lo blanco, 

CV: Extracto.crudo de callo enverdecido. 

HV: Extracto crudo de hoja verde 

A cada carrll .e'·.apllÍ:aron tD __ ~IJ ,de:pratelna •ol~ble total, 

~ PEPC 

La t'lecha Indica la_ poalcl6n donde ae encuentra la subunldad de PEPC 

F1G. 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 Fl1. 13, 11e •uestra la 1riflca de l1111unopreclpl tacl6n de 

PEPC tanto de callo blanco coao la de hoja verde. Se observa que •!entras 

la enzima extralda de hoja verde precipitaba casi el 100 " de su actividad 

con 40 111 de antlsuero de la preparación antl-PEPC, la enzl11a de callo 

blanco sólo lle1ó a preclpl tar un 75 " con ese •lsmo vol1111en. Ello 

demuestra que el anticuerpo antl-PEl'C obtenido frente a enzima de hoja 

verde si reconoce (aW\que parcialMnte), a la lso!oraa de PEPC de callo 

blanco. 
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PEPC +Callo blanco 
PEPC -<> Hoja verde 

20 40 

AHTISUERO (µ!) 

F1G. 13 - 11\M.NJPRECIPITACICJN DE PEPC DE CALLO BUNCO Y DE HOJA 

VERDE DE MAIZ. 
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YIU. DISC\JSION. 

l. t Obtención de callos. 

Con respecto al cultivo de tejidos de callo blanco no logramos un 

buen creci•lento del tejido, debido a que para éste tipo de plantas 

(11.onocotlledóneas) no se ha establecido real11ente un •étodo adecuado hasta 

la fecha (68), si bien, hay reportes que establecen al medio M-S modificado 

co•o un medio adecuado para la producción de callo de maíz (J0,58,61, 32!. 

Las causas por las cuales el tejido de callo no presentó un 

crecl•lento slgnlflcatlvo pueden ser varias, entre las que destacan: 

• La acuaulactón de •etabolltos en el medio del cultivo de resle•bras, 

acarreado en las partes del tejido que estuvieron en contacto con el medio 

de cul tlvo anterior, y que alteraron las concentraciones de los medios de 

cultivo frescos. 

- El que en el ao•ento de la resiembra el callo no se encontrara en la 

fase de creclalento estacionarlo, sino en la fa6e de creclalento 

exponencial y que al ser removido se alterara su 11etabollsao. el cual se 

desfasaría en la subsecuente resiembra. 

- El que el tejido del callo estuviera contulnado con alsún virus que 

imposibilitara su crecl•lento (68). 

Puesto que el objetivo de este trabajo no era la prueba· de 

•todologia para el crecl•lento óptimo del callo, s_lno la caracter1ZilC16n 

de la enzima PEPC presente en este tejido, decidimos usar el callo"'~~i~~·td~ 
en la prl•era resle•bra, lo que nos peraltia acortar el tteapo de 

•anlpulaclón del tejido y poder usar aás cantidad de aaterlal . para la 

obtención de la enzt11a. 

Sin embargo, es laportante sef'l.alar que una gran parte del tiempo 
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eapleado en este trabajo se ded1c6 al entrena111ento en t6cnlcaa de cultivo 

de tejidos vegetales. por considerarlas de gran interés para fil foruclón. 

e. Z Caracter1zac1611 !Isa EEf!;. 

Coao paso previo a la caractertzaclón de la enzl•a PEPC presente en 

callo era necesario co11probar sl exlstlan una o ús lsofor•as y, en caso 

de haber más de una, separarlas para poder asignar las caracteristlcas 

clnéttcas y/o moleculares encontradas a cada una de ellas. Por ello, en 

estos estudios no u usaron extractos crudos, sino que se procedlo a una 

purlflcac16n parcial de la enzlaa. 

Puesto que la aayoria de las lsoenzlaas de PEPC conocidas hasta la 

fecha difieren fundamentalmente en su carga superficial y •uy poco en su 

peso molecular (74), decldlaos usar estas diferencias para separarlas por 

croaatografia de intercambio 16nlco. Al •ls110 tiempo, su comportamiento en 

esta croaatografla nos per•ltlria deflnlr el tipo de lsoenzlma 

(anapler6tlca o fotoslntétlca) por comparac16n con los datos obtenidos 

anteriormente en nuestro laboratorio para la lsoenzlma fotos.intética de 

hoja verde y para la lsoenzlma anaplerótlca de hoja etlolada, ambas de malz 

(60). 

En la cro-tograffa realizada en la coluaria · d~·)nterc~~blo .:iónl~o, 
'/:,' .. )-·'. .: 

Q-Sepharosa, la eluclón de la actividad de PEPC, ~os'_~o~tr6 ~·la Pr_esenCla de 

una sola lsoenzi11a para el caso de callo blanco' cFÍ:~~~:.i.~)·._.:;:-, 
, '" .; 

Desafortunadaaente, por la escasez -d~: ií:~le~i~1<bl'~lÓglco del callo 
.. ;,~,1,'- ·;·, -~ 

enverdecido, no se pudo realizar una cro_~!.~8~a~~·~·:.~~· ~Ste· ~ltlao caso para 

deter•lnar la presencia de una o v~1~ias-;: l~o~en,zlmas en este tipo de 

callo. La fuerza lónlca con l.a que-· .;1~Yó · lá~'e~1Zl.~a d~ callo blanco (185 a 

215 .. de fosfatos, Flg. 9), di~{~~~~~·~i~;~~;~t~-·de~.- la fuerza tónica con la 
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que eluye la enzima e.xtralda de hoja ·verde 1160 a 180 llM de fosfatos), bajo 

las •lsus condiciones cro•atográflcas, alentras que coincide con la fuerza 

16nlca a la que eluye la lsoforu anapler6tlca de hoja etlolada (60). 

Ello es indicador de que la enzima PEPC de callo blanco tiene una 

mayor caria positiva superficial. por lo· cual se Wle a la resina de 

lntercaablo 16nlco con aayor fuerza que la forma fotoslntétlca y se 

requiere una •ayor 11olarldad de fosfatos para despegarla. 

Por tanto, conclulaos que en callo blanco existe solo una tsoforaa 

de PEPC y que ésta es del tipo anapler6tlco. 

En cuanto a las propiedades cinéticas de esta lsoenzlaa, su alta 

afinidad por el sustrato PEP-llg reflejada en su baja Ka, la ausencia de 

cooperatlvldad positiva a pH 7. 3, su baja respuesta a lnhlbldores y 

actlvadores de la lsoforaa fotoslntétlca, constituyen evidencias 

adicionales de que esta lsoenzl•a no es la fotoslnt6ttca sino la 

anapler6tlca, reforzando asl nuestra conclusión previa basada en las 

caracteristlcas •oleculares de esta lsoenzlma. 

Por otro lado las caracteristlcas de la lsoenzlu de callo 

enverdecido difieren de las de PEPC de callo blanco. 

La actividad especifica (u/mg de proteina) se ve lncre ... nta al 

doble con el enverdecl•lento del callo blanco el lnhlbldor L-malato 

aumenta al doble su efecto sobre la actividad de PEPC de callo enverdecido; 

en la cuantlficaclón de proteína PEPC por Western blot aparece una uyor 

cantidad de proteína PEPC en callo enverdecido que en callo blanco (ya que 

en callo blanco no apareció ninguna banda y el antl-PEPC usado si reconoce, 

aunque parcial•ente, a PEPC de callo blanco)¡ la Ka (PEP-H&l de callo 

enverdecido fue tres veces 11ayor que la Km de callo blanco, lo que •uestra 

que la lsoforaa de callo enverdecido tiene una menor afinidad por el 
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sustrato PD'-Ha que PEl'C de callo blanco. 

Sln embargo. con respecto al valor de la b de callo enverdecido, 

este valor es auy . lnferlor al valor de la Ka CPEP-Hal encontrado bajo las 

mlsaas condlc iones de ensayo para PEPC de hoja verde, que es de l. 7 ... 

Las caracterlstlcas ctn6tlcas de PEPC de callo enverdecido, pese a 

que sus constante& cln6ttcas son diferentes a las de PEPC de callo blanco, 

son tabl6n muy diferentes a las de la lsoforaa fotoslntétlca de hoja, lo 

que sugiere que en este tejido de callo enverdecido (pero no verde 

completilJllentel e11pleza a aparecer la lsoforaa fotoslntétlca, que se refleja 

en Wl lncreaento de la Ka (PEP-Hg), pero alln sigue siendo uyorltarla la 

forma anapler6tlca propia de tejidos no fotoslntétlcos. 

Creemos, por tanto, muy probable que de lograrse un aayor grado de 

enverdectalento del callo, para lo cual obvluente se requieren aucho llie 

estudios sobre las condlclones que inducen al enverdecl•lento, la lsoenzlaa 

predominante podrla detectarse si es la fotoslntética. 

Los resultados obtenidos en este trabajo, si bien no definitivos, sl 

son auy prometedores, puesto que valldan el uso de cultivo de tejidos para 

el estudio de los caabios en la maquinaria enziútlca de las células que 

acompallan a lo• procesos de enverdeclaiento y abren el caalno para 

estudios posteriores. 

8.3 Cuantificación~ mi;. 

La deterainac16n de la cantidad de una enzima conocida en un tejido 

necesariamente ha de llevarse en extractos crudos, que no hayan sido 

soaetldos a ningún paso de purificación, porque estas manipulaciones 

siempre conllevan pérdidas de la enzlaa. 

En este trabajo nos propusimos como objetivo determinar los caablos 
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no e61o de actlvldad, sino tublén en cantidad de la(sl lsoforulal que 

encontraraaos en callo blanco en respuesta a condiciones aablentales que 

indujeran al enverdecl•lento. Pens&llOs que la deteralnación de caablos 

cuantitativos es muy taportante, porque pudiera suceder que apareciera la 

tsoenzlaa fotoslntética en foraa Inactiva y por tanto no fuera detectada en 

loa estudios en las que se lnveatlg6 caablos en la actlvldad de la enzima. 

Los Mtodos actualmente usados en bloqulaica para detectar 

e•pecíflc.-ente y cuantlflcar en foraa relativa a una deter•lnada enzima 

eon 116todoa lnaunológlcoa, que hacen uso de anticuerpos especlflcos 

obtenidos contra esta enzlu. y del color que aparece despu6s de tratar 

los coaplejos antlgeno-antlcuerpo foraados con un antl-lg que lleva 

acoplado una segunda enzlaa que produce un coaipuesto coloreado (58). 

Dos son las técnicas de uso general: &anchado puntual (Dot blot l que 

breveaente consiste en evaluar la Intensidad de la mancha que aparece en 

pocillos a los que se ha aplicado cantidades fijas de extractos crudos 

conteniendo la enzlaa en estudio; e lrununotransCerencla (Western blot) que 

per•lte evaluar la Intensidad de la mancha en la(s) banda(s) de protelna(s) 

despu6a de haber hecho una separación electrofor6tlca de las proteinas del 

extracto crudo y haberlas transferido a un filtro de nitrocelulosa. 

A pesar de que esta última técnica es •ucho más compleja que la 

prl•era, y por ello aucho ús dlficll de realizar, fue la elegida para este 

trabajo funda11ental11ente por dos razones: tªJ Es •ucho más resolutiva que 

el Dot blot, ya que de existir varias isoforaas de la enzlaa que crucen con 

los anticuerpos y que difieran en su movilidad electr:oforétlca se pueden 

detectar y cuantificar por separado. · Este punto era especlal11ente 

Importante en nuestro estud~o, puesto que~ tratabamos de Investigar si 

aparecla o no la lsoenzlma f"otostntétlca al_ enyerdecer .. el caltO; y 2~) La 
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aplicación de eota 11etodolo1la l•pllca el entrenulento y •anejo de 

técnicas electroforétlcas que son hoy en dla auy !•portantes para cualquier 

tipo de trabajo que l•pllque blomol6culas (protelnas y ácidos nucleicos), 

por lo que era de gran interés la forucl6n obtenida en este aspecto 

•elodolóslco. 

Coao se puede observar en la Flg 12, el carril que corresponde al 

extracto crudo de callo blanco no presenta nlngwia banda en el filtro 

revelado. y adeais la diferente proporción entre las bandas de callo 

enverdecido y la de hoja verde apuntan hacia una escasez de prote1na PEPC 

en los tejidos de callo. Sin e-rso pudiera aer que l• enzlu de callo 

blanco no hubiera sido reconocida por el anticuerpo antl-PEPC de hoja 

verde. Por ello se proced16 a evaluar el grado de reconoclalento que este 

anticuerpo tenla sobre la lsoforaa anaplerótlca de callo blanco por medio 

de lnmunopreclpltaclón de la actividad enzlllátlca. Pero despu6s de la 

ln11unopreclpl taclón, tanto de la enzlaa PEPC de callo blanco como de PEPC 

de hoja verde, se confirmó que la ausencia de la banda se debió a la baja 

cantidad de protelnas de PEPC en el tejido del callo blanco. 

Por esta tt6cnlca encontramos que la isoenzlaa de callo blanco y de 

hoja verde •uestran Identidad parcial frente a anti-IsG de PEPC de hoja 

verde, es decir, sl hubo reacción cruzada de la lsoenzlma de callo blanco 

con el anticuerpo obtenido frente a la lsoforma de hoja verde, aunque, coao 

era de esperarse, el reconoclatento no es total. 

Estos resultados nos están indicando que efectlvaaente la cantidad 

relativa de protelna PfPC presente en callo es auy Inferior a la presente 

en hoja verde. 

Un resul lado hasta cierto punto sorprendente y auy interesante fue 

el de callo enverdecido, que presentó una considerablemente aayor cantl!'fad 
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de proteina de PEPC que el callo blanco (fls 12). Puesto que esta 11ayor 

cantidad de enzima no corresponde al lncreaento de actividad especifica 

encontrado (Tabla IV). este resultado pr•ctlcamente sugiere que una 

proporción de la enzlu presente en callo enverdecido esté inactiva. 

El lnterts de estos resultados estriba en las presuntas que se 

plantean sobre ls regulación de la actividad de la isoenzlma fotoslntétlca. 

Asl, pareciera que el enverdeclalento conlleva la aparición de esta 

lsoenz.lu, pero que ésta esti aayorltarla.ente en forma lnactlva, 

probablemente ya no habrla sido correctaaente procesada 

po1traduccionalmente. E1 decir, se induce la sintesis del pollpépt1do, pero 

el callo parcialmente enverdecido parece carecer de algún o al1unos 

mecanls11<>s que hacen que este po!lpéptldo tenga actividad enzl•it1ca. 

Ello lapllca que la enzlaa sintetizada en respuesta a condlclones que 

inducen enverdeclalento requiere para ser activada estar sujeta a una o 

varias llOdlílcaclones postraducclonales. lo cual no habla sido detectado 

en hoja. 

El estudio de la naturaleza de estas llOdlflcaclones 

postraducclonales y su reelevancla co•o mecanismo de control en el 

eatablecl•lento de la autotrofla abre una muy interesante Unea de 

lnvestigacl6n. 
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IX. <XlNQ.USIONES. 

Las conclusiones a las que llegamos en este· trabajo sobre las 

características de las enzimas presentes en callo blanco y enverdecido de 

malz se podrían enllstar de la slsulente •anera: 

l l En callo blanco existe una lsoenzlma PEPC. diferente a la 

presente en hoja verde. 

2) La l&oenzlaa de callo blanco tlene característica• aemeJantes a 

la lsoenzlma anaplerótlca de plantas C• y CAH, por '10 que conclul110s que ea 

una lsoenzlaa anaplerótlca. 

3) En el tejido de callo enverdecido parece existir una aezcla de 

las dos lsoenzimas, la de callo blanco y la de hoja verde. 

4) Posiblemente el callo enverdecido contenga una cantidad 

apreciable de proteína PEPC de Ja forma fotoslntétlca, pero en for11a 

inactiva. 

S) Para la aparición de una lsoenzlaa íotoslntéllca activa parece 

requerirse no sólo de la slntesls del poUpéptldo, sino de modlf"lcaclones 

postraducclonales que la activen. 
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TABLA 1. -Slll.UCIOllES STOCK DEL MEDIO DE CULTIVO 

llllASHIGE-SKOOG IM-Sl (33). 

Soluclones Coll(>Oalc16n ( 1/1 ) 

A CaCl2 2H20 44.0 

B MH•llD• 16.5 

KN03 19.0 

e KI 0.083 

CoC12 6H20 0.0025 

o KH2PO• 17.0 

ff311)3 0.62 

Na2HoO• 2ff20 0.2S 

E llgSO• 7H20 37.0 

HnSO• H20 t. 8914 

CUSO• SH20 D.0025 

ZnSO• 7H20 0.86 

F FeSOt 7H20 2. 784 

EOTA-Na 2H20 3. 726 

G lnosltol ID.O 

H Ac Nlcotlnlco 0.1 

Tla•ina-HCl D.2 

Je Plridoxlna-HCl cí. 1 

K Glicina t. D 



TABLA 11, - PREPARACION DE LllS MEDIOS DE OJLTIYO Ra Y 8' 

SOLUCION STOCIC MEDIO H-S MEDIO R2 MEDIO R• 

( CA•TIDID SUFICIEITE PIRA UI LITRO J 

A 10 •I 10 •I 10 •I 

B 100 111 50 •l 50 111 

e 10 •I 10 •I 10 111 

D 10 •I 10 •1 10 •1 

E 10 •I 10 •I 10 •I 

F 10 •I 10 •I 10 mi 

G 10. •I 10 •I · ió 111.:· 

H 5 •I. 5 .1:,, 
·' -;,;·;· . ~ . " 

o. 5 .1~· ., 5 •1: 

~ ~l 
.; 

J 

K 2'ia1. 

Caseína 

Sacarosa 30 B 3/~··· 
CineÜna 0.01 q 0:01 

HCPP 

Fltagel 2.5 

pH 5.8 
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