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RESUMEN

En este trabajo se estudiaron algunas caracteristicas de la enzima PEPC de extractos crudos
de hojas de fiijol (Phaseolus vulgaris 1.. var, Valentine) tanto controles como sometidas a
déficit de agua. El contenido relativo de agua de las hojas controles fue del 88 - 92 %
mientras que el de hojas tratadas fue del 55 - 60 %. Se estudiaron la saturacion de la enzima
por PEP a pH y concentraciones de Mg®* cercanas a las fisiologicas; los efectos del
inhibidor malato y del activador glucosa-6-fosfato (Gic6P); 12 dependencia de la velocidad
de la reaccion catalizada por el pH del medio de ensayo vy, el efecto de prolina y glicerol en
la cinética de saturacién por PEP y en la sensibilidad a malato. También, se determiné el
patron ispenzimitico de la enzima por medio de electroforesis en geles de poliacrilamida
nativos.

Los estudios cinéticos en ausencia y presencia de efectores sugieren fuertemente la
presencia en los medios de ensayo de dos formas de la enzima que no son interconvertibles,
al menos bajo las condiciones de los ensayos enzimaticos. La forma de la enzima con alta
afinidad para PEP, PEPC-a, representd el 15 % de la actividad total cuando estd saturada
por el sustrato. La forma de la enzima de baja afinidad por el sustrato, PEPC-b representé el
85 % de la actividad total. La forma de alta afinidad (PEPC-a) es probablemente la de
relevancia fisiolodgica. La afinidad de esta forma por PEP es 6 veces menor en hoja
sometidas a déficit de agua que en hojas controles. La Kyreer de la forma PEPC-b es
aproximadamente 500 veces mas alta que la Kper de la forma PEPC-a en hojas controles y
mas de 100 veces en los extractos de hojas estresadas.

Asi mismo, en los ensayos de inhibicién por malato a concentracion fija de sustrato, se
encontrd que existen dos formas de la enzima con diferente sensibilidad al inhibidor. En Ia
cinética de saturacion por PEP, el malato tuvo un efecto ligero sobre los parametros
cinéticos de las dos formas de PEPC de extractos de hojas controles; 1a ¥pax disminuyd
entre 1.5y 2.8 veces y los valores de la Kmper) no se afectaron. Ea las PEPC de extractos
de hojas estresadas, el malato disminuyé la Kmeer) en ambas formas, pero la Vimax no se
afecto significativamente,



La Glc6P disminuy6 la Km(PEP) de la PEPC-a en ambos tipos de extractos, pero su efecto
fue mayor en la enzima de hojas estresadas, en la Km(PEP) de la PEPC-b practicamente no
tuvo ningin efecto este metabolito activador en ambos tipos de extractos. Altas
concentraciones de prolina en el medio de ensayo también produjeron una importante

reduccion en fa Xm(PEP) de la forma PEPC-a presente en hojas estresadas.

E{l tratamiento que provoca déficit de agua en la hojas tambien produce alteraciones
funcionales y estructurales en la PEPC que se manifiestan en una Xmrep de la forma
PEPC-a 6 veces mayor que la de Ja misma forma de hojas controles y en una mayor
estabilidad durante la electroforesis nativa en geles de poliacrilamida, como puede
observarse el patron electroforético en geles de poliacrilamida bajo condiciones ne
desnaturalizantes y el revelado de las bandas con actividad PEPC que también mostraron
también dos formas de la enzima que migran a diferente distancia en el campo
electrofor@ico. Las diferencias cinéticas entre la enzima de hojas controles y estresadas son

anuladas por los efectos del malaio y la glucosz 6 fosfato y por el osmolito prolina.



I. INTRODUCCION

En contraste con los numerosos estudios realizados en laboratorios de todo el mundo sobre
la enzima fosfoenolpiruvato carboxilasa (PEPC, E.C.4.1.1.31) de hoja de plantas C4 o de
metabolismo acido crasulaceo (CAM), la enzima de hoja de plantas C; ha sido muy poco
estudiada y, por consiguiente, se desconocen la mayor parte de sus propiedades cinéticas o
fisicoguimicas y los mecanismos que regulan su actividad. Poco se ha avanzado desde el
trabajo pionero de Ting y Osmond (1973), en el que establecian claras diferencias cinéticas
entre las isoenzimas presentes en extractos crudos de hoja de los tres tipos de plantas, C;,
Cs y CAM,. Elio en parte se ha debido al gran interés despertado por las isoenzimas
fotosintéticas involucradas en la alta productividad de las plantas C4 (Edwards y Huber,
1981} o en la eficiente respuesta metabolica al estrés osmotico de las plantas CAM (Hatch,
1978; Hatch, 1987), que por un tiempo ha opacado a las isoenzimas no fotosintéticas o a las

de hoja de plantas C,.

En el caso concreto de las leguminosas, ha merecido también gran atencién el estudio de la
isoenzima de nodulo, que juega un papel clave en el suministro de los esqueletos
carbonados necesarios para la fijacidn de! N, atmosférico por el simbionte (Maxwell et al.,
1984; King er al, 1986). Sin embargo, el hecho de que la PEPC catalize la reaccion
anaplerdtica mas importante en las plantas justifica sobradamente el interés de! estudio de

las isoenzimas no fotosintéticas,

En el trabajo que constituye esta tesis de mnestria nos propusimos Henar el vacio de
informacién que existe acerca de las isoenzimas PEPC no involucradas directamente en el
proceso fotosintético. Ademas, debido al posible pape! que podria jugar esta actividad
enzimética en la respuesta metabélica de las plantas a la sequia, participando por un lado en
la generacion de energia mediante el ciclo de los acidos tricarboxilicos, ya que la
fotosintesis se inhibe bajo estas condiciones adversas (Boyer, 1976; Hanson y Tully, 1979),
por otro, en el aporte de esqueletos de carbono para la biosintesis incrementada de prolina,
que es el osmoprotector principal en plantas como el frijol, investigamos si el déficit de

agua se traduce en cambios en algunas propiedades de la PEPC de hoja de frijol.



II. ANTECEDENTES
IL1. Fosfoenolpiruvato carboxitasa

La fosfoenolpiruvato carboxilasa (PEPC) es una enzima citoplasmatica ampliamente
distribuida en células vegetales, en algunas bacterias, cianobacterias y algas verdes. Sus
propiedades difieren dependiendo de la fitente de donde se obtenga (' Leary, 1982,
Chollet er al,, 1996). La enzima esti aparentemente ausente en tejidos animales (O” Leary,
1982).

En plantas, esta enzima ha sido descrita como una enzima con una gran variedad de
funciones. Asi, participa en procesos tan diversos como la fijacién del CO, atmosférico en
las rutas fotosintéticas de plantas C4 (Hatch, 1978; Coombs, 1979; Ray y Black, 1979;
Kludge, 1983) y con metabolisme acide crasuliceo (CAM; Brulfert y Gliclis, 1983,
Kludge, 1983; Osmond 1978; Osmond y Haltum 1981; Ting, 1985), Ia asimilacion de
nitrogeno en nodulos de leguminosas (King ef al, 1986, Deroche y Carrayol, 1988,
Rosendhal, ef al., 1990, Maxwell ef al., 1991), en los mecanismos de regulacion de pH
citoplasmatico (Latzko y Kelly, 1983; Guern ef al, 1983; Davies, 1986), el crecimiento
estimulado por auxinas (Latzko y Kelly 1983), formacién y germinacion de semillas,
maduracién de frutos (Geirgenberger et al,, 1991; Leblové er al., 1991; Osuna et al., 1996)
y apertura y cierre de los estomas (Willmer, 1983). Ademiés de ser la enzima anaplerética
mas importante de todos los tejidos vegetales (Latzko y Kelly 1983; O’ Leary, 1982).

II.1.1. Reaccidn catalizada
La enzima PEPC cataliza la B-carboxilacién del fosfoenolpiruvato {PEP; Bandurski y

Greiner, 1953) utilizando bicarbonato como sustrato, para producir oxaloacetato (OAA) ¥

fosfato inorgénico (Pi), de acuerdo a la siguiente reaccién:



O— PO,

| Mg ™ H
CH~= C—=CO’; + HCO; ~———» (,C —CH;~C—CO; +Pi
PEPC
FOSFOENOLPIRUVATO OXALOACETATO

Esta reaccion es altamente exergonica debido a que presenta un cambio de energia libre
muy negativo (AG® = -6 a -8 Kcal/mol) y es practicamente irreversible bajo condiciones
celulares (O Leary, 1982).

A diferencia de otras reacciones de carboxilacton catalizadas enzimaticamente que usan
CO; (Cooper y Wood, 1971; Rubio, 1986; Maruyama er al., 1966), la reaccion catalizada
por PEPC no requiere de biotina como cofactor (Rubio, 1986;Mukerji, 1977, Bandurski y
Greiner, 1953). Requiere de un ion metalico divalente para la actividad (Bandurski, 1955),
La afinidad de PEPC por el complejo Mg-PEP es mayor que la afinidad por PEP o Mg®",
por lo que se considera al complejo el sustrato verdadero de la enzima (Mukerji, 1977,
Wedding, 1988; Meyer er al, 1990; Rodriguez-Sotres y Mufioz-Clares, 1990, Tovar-
Meéndez ef al., 1998). Aunque se propone que el Mg** es el ion utilizado in vivo para le
catilisis (O’Leary, 1982), la PEPC puede utilizar otros cationes divalentes para su reaccidn,
entre ellos el Mn®'(N’guyen er al., 1988).

I1.1.2. Isoformas de la fosfoenolpiruvato carboxilasa

Las enzimas que catalizan una misma reaccién con similar o idéntica especificidad del
sustrato y que tienen multiples formas enzimaticas presentes en un mismo organismo se
denominan isoenzimas (Market y Moller,1959). Las isoenzimas poseen caracteristicas que
les permiten satisfacer los requerimientos especificos de la ruta metabolica a la que estan
integradas y pueden diferir en alguno o varios de los siguientes aspectos: propiedades
fisicoquimicas (estructura de 1a proteina, peso molecular, carga superficial neta, estabilidad
frente &2 pH o temperatura), propiedades cataliticas (valores de Km, Vmax, grado de

especificidad por el sustrato o cofactor, pH o temperaturas optimas de catalisis, respuestas a
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inhibidores o activadores), localizacion celular o subcelular y regulacion de su sintesis y

degradacion (Mufioz-Clares, 1986).

Se ha descrito que existen varias formas moleculares con actividad de PEPC asociadas a
diferentes funciones fisiologicas; pero, hasta e! momento son bien conocidas tres
isoenzimas de PEPC en plamtas superiores: la isoenzima fotosintética de hoja de plantas C.
que cataliza la fijacion de CO; en la primera reaccion de la ruta Cq; la isoenzima de plantas
CAM con una funcion también fotosintética, presente en plantas de clima desértico, en
donde la fijacion de CO; ocurre durante la noche cuando la planta abre sus estomas, para
reducir asi la pérdida de agua (Hatch, 1978; Hatch, 1987) y la isoenzima anaplerética, que
desempefia un pape! muy importante en el abastecimiento de compuestos de cuatro
carbonos al Ciclo de Krebs, cuando los intermediarios de este ciclo estan siendo usados
para biosintesis como las de aminoacidos {(O’Leary, 1982; Andreo ef al., 1987). Estas
isoformas estin codificadas por genes diferentes, y pueden ser distinguibles por sus

propiedades cinéticas y por su comportamiento cromatografico.
H.1.2.1. Isoformas con funcion fotosintética

La mayoria de las plantas C presentan dos tipos de células diferenciadas participando en el
metabolismo fotosintético de la hoja (Hatch y Osmond, 1976; Oshugi y Murata, 1980,
Welkie y Coldwell, 1970). La Figura 1 muestra un esquema simplificado de metabolismo
Ca. Las céhulas del mesofilo se encuentran cerca de la superficie externa de la hoja y toman
CO; directamente de la atmosfera, hidratandolo a bicarbonato en el citosol por la enzima
anhidrasa carbonica (CA) y, subsecuentemente, asimilindolo en forma de 0AA, un icido
de cuatro carbonos, mediante 12 enzima PEPC (Hatch, 1987). Este metabolito se transporta
al interior del cloroplasto en donde se convierte en malato mediante la enzima milico
deshidrogenasa (MDH) dependiente de NADP* (NADP-MDH). El malato, en intercambio
con el OAA que se esta produciendo, es transportado al citoplasma para, posteriormente,
ser llevado a las células de la vaina vascular, las cuales se localizan en la periferia de fas
haces vasculares (Figura 2) en donde estan aisladas del intercambio directo de CO; con la
atmosfera. En las células de la vaina vascular, el malato es descarboxilado mediante la
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enzima malico deshidrogenasa descarboxilante dependiente de NADP'® (enzima malica-
NADP) y el CO; producido se utiliza para la sintesis de carbohidratos mediante el Ciclo de
Calvin que tiene lugar en estas células. El piruvato producto de la descarboxilacion regresa
a las células del mesofilo y es transportado al interior del cloroplasto en donde produce PEP
en una reaccion catalizada por la enzima piruvato ortofosfato dicinasa (PPDK), con e
consumo de dos equivalentes de ATP. El PEP resultante se transporta al citoplasma, en
intercambio con el fosfato, para seguir alimentando esta ruta (Hatch, 1978; Ray y Black,
1979; Day y Hatch, 1981; Edwards y Huber, 1981; Rathman, 1978). La funcién principal
de la ruta C, es concentrar CO: en las células internas del haz vascular, donde se encuentra
la enzima Rubisco, para asi suprimir su actividad de oxigenasa y la fotomrespiracion

asociada.

Celdas del mestilo Céldas del haz vascular

4 (Tmummxd aororso O Y

QAA = 0M;7—9 Mal
&
NADPH

> o

PPDK

P\

PEPC
_ NADP-ME
?;R
3 &F
Teiido Vascular

Figura 1. Esquema de la ruta C, & la fotosintesis en makz. (adaptado de Dai ef al, 1993). OAA,
Oxaloacetato; NADP-MDH, NADP-inatato deshidrogenasa; Mal, malato; Pyr, piruvato; RuBP, ribulosa-1,5-
bifosfato; TP, triosa—5-fosfato; Atm. CQy,, CO, atrnosférico,
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Las plantas que poseen la ruta Cy usan parte de la energia solar captada para mantener esta
ruta extra, pero a pesar de ello, cuando las condiciones de temperatura ¢ iluminacién les son
favorables, su eficiencia fotosintética es superior a la de las plantas C;, que solo poseen
Ciclo de Calvin. Las plantas C, también presentan una aparente falta de fotorrespiracion, un
proceso complejo que consume energia y que resulta en la pérdida de carbono previamente
asimilado (Edwards y Huber, 1981).

Ceélulas de la
vaina vascular

Células del
mesbfilo

Figura 2. Modelo de uma hoja C, donde se muestra la anatomia tipica Krare caracteristica de este grupo de
plantas
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El sistema fotosintético C4 opera ademas con pérdidas de agua menores que la fotosintesis
C; por dos razones: 1) Gracias a que la afinidad por CO; es superior en estas plantas,
pueden mantener altas velocidades de fijacion con apertura estomatal limitada, permitiendo
asi una fotosintesis activa en condiciones de relativa aridez y con bajas concentraciones de
CO;, condicion frecuente esta vltima cuando las plantas estén fotosintetizando activamente,
ya que consumen con rapidez ¢l CO, de las capas cercanas de la atmosfera, 2) Pueden
intercambiar COz2 por agua mas eficientemente que las plantas C;, debido a que la
concentracidn internz de CO; es mucho mas baja que en estas iltimas. Por otra parte,
debido & que la asimilacién de CO: es mas eficiente, las plantas C4 poseen Ia capacidad de
aprovechar mayor cantidad de energia luminosa y crecer mejor bajo condiciones de alta
intensidad luminica. En consecuencia, las plantas C4 son mas productivas por lo que son

magnificos candidatos para incrementar la productividad (Good y Bell, 1980).

La importancia de la PEPC en el metabolismo C, esta indicada por su gran abundancia en
las células de mesofilo, donde llega a constituir el 15 % de la proteina total soluble en hoja
de maiz (Uedan y Sugiyama, 1976) y por ser una enzima altamente regulada, como se

describird mas adelante.

En las plantas CAM, la fijacion del CO: ocutre en forma stmilar a las C., sin embargo, las
actividades de las enzimas carboxilantes, Rubisco y PEPC estan separadas en el tiempo y-
no en el espacio como ocurre en las plantas C, Las enzimas involucradas en la fotosintesis
se encuentra en una misma céluls y sus actividades se expresan de forma diferente a lo
largo del dia (Ting, 1985). En estas plantas se observa lo siguiente: durante la noche cuando
la temperatura y la evaporacién de agua es baja, los estomas se encuentran abiertos y
permiten el libre intercambio de gases. En este mismo periodo, la enzima PEPC se
encuentra fosforilada y su actividad es alta, por lo que el CO: es fijado activamente,
produciendo OAA = partir de PEP. El OAA se transforma en malato que se almacena en
vacuolas hasta el dia siguiente (Ting, 1985). En las primeras horas de la mafiana, la fijacion
del CO; la llevan a cabo conjuntamente PEPC y Ribulosa-1,5-bifosfato
carboxilasa/oxigenasa (Rubisco), pero al aumentar la temperatura e intensidad de luz, los
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estomas se cierran para evitar la pérdida excesiva de agua. Es entonces cuando el malato es
movilizado desde las vacuolas y la actividad de PEPC disminuye debido a que es
defosforilada y estd en presencia de su inhibidor. Una rapida descarboxilacién del malato
crea una concentracion elevada de COq, el cual es utilizado por fa Rubisco en la misma

forma que lo hacen los cloroplastos de hojas de plantas C; (Ting, 1985).

1.1.2.2 Isoformas con funciones no fotosintéticas

La PEPC, ademas de existir en hojas de las plantas C4 y CAM en donde participa en el
metabolismo fotosintético, se encuentra en células de los tejidos no fotosintéticos de las
plantas Cs (O’Leary, 1982), en los tejidos fotosintéticos y no fotosintéticos de plantas Cy
{Aminancio et al.,, 1993; Vance et al.,, 1994), en semillas (Leblova er al., 1991; Osuna e/
al, 1996} y en frutos (Law y Plaxton, 1995), en donde functona como una enzima
anaplerdtica. PEPC desempeiia un importante papel como enzima anaplerdtica, ya que
reabastece al ciclo de los acidos tricarboxilicos de OAA, cuando sus intermediarios son

empleados para sintesis de porfirinas o aminoacides como el glutamato.

Las isoformas de PEPC no fotosintéticas estudiadas a la fecha poseen propiedades cinéticas
diferentes a las isoformas fotosintéticas de hojas de plantas C4 y CAM. Tienen una mayor
afinidad y, por tanto, una Km menor para e! sustrato PEP (Ting y Osmond, 1973; Holaday y
Black 1981). Por otra parte, las isoformas no fotosintéticas de PEPC son mucho menos
abundantes que las isoformas fotosintéticas y tienen diferemte sensibilidad hacia los
efectores (Ludwig y Burnell, 1995).

La funcion anaplerética de PEPC es de vital importancia en la asimilacion de nitrogeno en
reacciones fotosintéticas. Se ha observado que la actividad de PEPC en nodulos aumenta,
cuando se requiere de esqueletos carbonados para la asimilacion de nitrogeno {Schuller ef
al., 1990; Vanlerberghe ef al., 1990, Diaz et al, 1996).
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Figura 3. Metabolismo de asimilacién primaria de N en nédulos de aalfa. Observe la relacion de los
metabolismos del N y del C, AAT, aspartato aminotransferasa; AS, asparragina simetasa; GOGAT, NADH-
gluiamato sintasa; GS, glutaminz sintetasa; MDH, malato deshidrogenasa; PEPC, fosfoenolpiruvato
carboxilasa (adaprado de Vance ef al., 1994).

La asimilzacion primaria de NH," en aminoacidos ocuwrre mediante la accidn concertada de 4
enzimas como se muestra en la Figura 3. Los esqueletos de carbono requeridos para la
asimilacion inicial de N se derivan del ciclo de los acidos tricarboxilicos come o-
cetoglutarato y oxalacetato (Vance y Gantt, 1992; Schubert, 1986). En nédulos de raiz de
leguminosas, PEPC proporciona una cantidad sustancial de carbono para rellenar la poza de
acidos orgénicos para la sintesis de malato (Vance, 1990; Vance y Gantt, 1992; Schubert,
1986) Se ha determinado que hasta el 25 % del carbono requerido para la actividad de
nitrogenasa y la asimilacién de nitrogeno podria ser aportada por PEPC (Maxwell ef al,
1984; King et al., 1986). PEPC puede comprender hasta el 2 % del total de la proteina
soluble del noédulo en especies que trensportan amidas (Miller e al, 1989). Asi, la



asimilacion primaria de nitrogeno estd estrechamente relacionada con el metabolismo del

carbono y con la actividad de PEPC.

Se ha propuesto que el incremento de la glucolisis durante la asimilacién activa del
nitrogeno, no solo aporta esqueletos carbonados para las reacciones de transaminacién, sino
que es también necesario para cubrir las demandas de ATP (Geirgenberger y Stitt, 1991;
Baysdofer y Bassham, 1984; Van Quy ez al,, 1991)

Participacion de la PEPC en la formacion, maduracion y germinacion de Ias semillas

Estudios de inmunolocalizacion han revelado la presencia de altas cantidades de PEPC en
tejidos con alta actividad metabélica y en el tejido vascular en las semillas en formacién
(Gonzélez et al., 1998). Purante la diferenciacion, la aleurona también tiene un alto
contenido de PEPC, coincidente con la actividad mitética en esas células y que podria estar
relacionada con la acumulacion de malato en el endospermo almidonoso, en los tltimos
estados de desarrollo del grano (Gonzélez et al., 1998, Macnicol y Jacobsen, 1992). Se ha
propuesto, que el gran incremento de la actividad de PEPC durante la maduracién en las
semillas de ricino esté involucrado en la generacion de malato para la sintesis de lipidos de

reserva (Sangwuan ef al., 1992).

Se ha propuesto que la PEPC del endospermo en la fase temprana de la germinacion,
cumple una funcién critica para desarrollar pozas de cidos de cuatro carbonos necesarios
para disparar la actividad del ciclo de Krebs y la del ciclo del glioxilato (Sangwan ef al.,
1992). Un papel subsecuente seria nutrir anapleréticamente de intermediarios del ciclo del
acido citrico eliminados en el anabolismo (Podesta y Plaxton, 1994b). Funciones similares
pueden ser atribuidas a la PEPC de los cotiledones, en donde se ha observado que ¢l ARNm
de PEPC se acumula transitoriamente en el escutelo y aleurona con un pico maximo 24
horas después de la imbibicion en trigo (Gonzilez et af., 1998) y sorgo (Khayat ef al.,
1991).
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Durante la germinacion de las semillas la glucélisis citosolica se estimula a! adicionar
glutamina o NH,", Inicialmente hay una disminucion en los niveles de PEP y 3-PGA, lo
que indica que las enzimas PEPC y la piruvato cinasa (PK.) s¢ activan, la fructosa 2,6-
bifosfato aumenta, lo que indica que la sacarosa esta siendo utilizada para la produccion de
esqueletos carbonados del ciclo de Krebs, para la asimilacion de NHs' o de la glutamina
{Geirgenberger y Stitt, 1991).

Participacion de PEPC en 1a maduracién de frutos

La funcion de PEPC e$ especialmente importante durante la maduracion en frutos, debido a
que participa en la regulacion del flujo del carbono glucolitico y gluconeogénico. Hay una
disminucion ¢ incremento en las concentraciones de PEP y piruvato, respectivamente,
asociados con el inicio de la liberacion ripida de CO; (o respiracion climatérica) en la
maduracién del fruto del plitano (Beaudry ef al., 1989), esto sugjere la activacién de PEPC
y/o PK. en el inicio al climaterio (Law y Plaxton, 1995). Otros estudios revelan que las
cantidades de PEPC y PK. permanecen equivalentes y uniformes en fruto en el estado
preclimatérico, climatérico y postclimatérico, lo que sugiere que ambas enzimas compiten
por una poza comun de PEP citos6lico y la activacién de las enzimas resulta de un control
fino de enzimas preexistentes, méis que de sintesis de novo de PEPC y PK. (Beaudry er al,
1989). PEPC est4 presente en todos los estados fisiologicos del fruto, principalmente en
forma desfosforilada y es activada por una PEPC-cinasa endogena que se expresa en la
maduracion del fruto de platano (Law y Plaxton, 1997).

Otras funciones en que participa PEPC

Otras funciones importantes en las que participa la PEPC es en la estabilizacion del pH en
las células guarda de los estomas manteniendo e! balance de cargas al acumularse aniones
orgénicos, principalmente malato (Tarczynski y Outlaw, 1993). De igual forma regula el
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pH celular, ya que la sintesis de malato genera iones H' y su degradacion iones OH
(Kurdjan y Guern, 1989; Martinoia y Rentsch, 1994). También, participa en et transporte de
equivalentes reductores de la mitocondria al citoplasma ¢ del cloroplasto al peroxisoma y
contribuye al mantenimiento del balance de cargas ¢n la célula y fluidos de la planta,
aumentando la concentracidn del malato cuando existe un exceso de cationes (Deroche y

Carrayol, 1988, Kurdjan y Guern, 1989, Martinoia y Rentsch 1994).

I1.1.3. Caracteristicas quimicas y fisicoquimicas de la PEPC

La PEPC ha sido purificada de diversas fuentes (Plantas C;, C4 y CAM; O’Leary, 1982;
Chollet et al., 1996). En su forma nativa tiene una masa molecular de aproximadamente
400 kDa y una estructura tetramérica formada por cuatro subunidades idénticas de masa
molecular aproximada de 100 kDa (O’Leary, 1982; Maruyama ef al, 1966; Marés y
Leblova, 1980; Manetas e al., 1986, Stiborova y Leblova, 1983; Walker et al, 1986). El
analisis de aminoacidos revela un contenido de al menos 8 cisteinas por subunidad, de las
cuales cuatro forman puentes disulfuro en la enzima nativa y las cuatro restantes se
encuentran como -SH libres (Stiborova y Leblova, 1983; lglesias y Andreo, 1984; Walker
et al, 1986). Tambien se ha purificado una PEPC de Methanothermus sociabilis con
caracteristicas diferentes a las ya descritas, es un homotetramero con masa molecular de
240 kDa compuesta de subunidades de masa motecular aparente de 60 kDa (Sako er al,
1996).

Resultados de modificacion quimica en PEPCs de varias plantas han sugerido que Cys, His,
Arg y Lys son esenciales parz la actividad (Andreo ef al, 1987; Rajagopalan et al,, 1994;
Stiborova, 1988). A la fecha, €l residuc de Lys-606 ha sido identificado en la estructura
primaria de PEPC de hoja de maiz como esencial para la catalisis (Jiao ef al,, 1990) y en
PEPC de hoja de Flaveria trinerva, otra planta Cs, las argininas 450 y 767 como esenciales
para la actividad catalitica y la Lys 829 para la unién de PEP y Mg®* (Gao y Woo, 1996).



Por secuenciacion de proteinas y de sus genes se ha observado un alto grado de similitud,
de mas del 80 %, entre las enzimas PEPC de angiospermas C3, Ci, CAM y gimnospermas
(Relle y Wild, 1996), pero éstos presentan grandes diferencias con respecto a la enzima

proveniente de procariontes {Lepeniec er al., 1994).

I1.1.4. Caracteristicas cinéticas
I1.1.4.1. Requerimiento de metales

El Mg*" se requiere para la actividad de PEPC (Bandurski, 1955; Tchen y Vennesland,
1955, Murayama y Lane, 1962). Los valores de Km(Mg*") reportados varian de 0.1 mM
hasta 1 mM, dependiendo de la especie de la que procede la enzima y de la concentracién
de PEP usada (Uedan y Sugiyama, 1976; Ting y Osmond, 1973; Coombs et al., 1973,
Miziorko ef al., 1974). Otros metales divalentes también activan a la PEPC. La Km para
Mn®" es menor que para Mg®* (Bomugli y Davies, 1977; Miziorko ef al.,, 1974: Mukerji,
1977), aunque en condiciones saturantes de Mn®" y Mg®* la actividad de la enzima de maiz
es esencialmente la misma (O’Leary ef al, 1981). El Co** produce aproximadamente la
mitad de Ia velocidad observada que con Mg®* (Baysdofer y Bassham, 1984; Maruyama y
Lane, 1962; Smith, 1968). Con Zn*" y Hg”' también se tiene una actividad baja (O’Leary,
1982). E1 Ca** es inhibidor de la enzima (Mukerji, 1977; Cavalas y Manetas, 1980).

Estudios sobre PEPC de hoja de maiz han llegado a la conclusion de que el complejo Mg-
PEP es el sustrato verdedero de la enzima ya que la afinidad por este es mayor que por PEP
o Mg"" libres (Mukerji, 1977, Wedding, 1988; Meyer ef al, 1990 Rodriguez-Sotres y
Mufioz-Clares, 1990; Tovar-Mendez ef al., 1998). En hojas de plantas C; se desconoce cual
es el verdadero sustrato de la reaccion, pero se ha reportado que la Km(PEP) es
aproximadamente 5 veces menor en promedio para las enzimas de plantas C, que para las
plantas Cq (Ting y Osmond, 1973; Holaday y Black, 1981).
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I1.1.4.2. Saturacion por bicarbonato

Los valores de Km(HCQ;) reportados para la enzima de maiz son 20 uM a pH 7 (Uedan y
Sugivama, 1976), 100 uM a pH 8 y 160 uM a pH 9.5. Las enzimas de las plamas C; tienen
una Km(HCOy?) de 100-300 pM (Maruyama ef al, 1966, Miziorko et al, 1974; Smith,
1968, Hayakawa, 1981).

I1.1.4.3. Efectos de! pH

Diversos estudios indican que la enzima tiene una actividad maxima cercana a pH 8
(Bandurski, 1955; Maruyama, ef al., 1966; Relle y Wild, 1966; Huber y Edwards, 1975;
Smith et al, 1979; Coombs et al, 1973). La afinidad de la enzima para PEP disminuye
arriba de pH 9.5 y abajo de pH 7.5 ((0"Leary er al., 1981).

I1.1.4.4. Regulacion por Metabolitos

PEPC es una enzima sujeta 2 control alostérico por diversos metabolitos, especialmente a
un pH aproximado al fisiologico. Sus principales reguladeores son: 1) activadores como
azicares fosforilados, glucosa-6-fosfato y triosas fosfato (Coombs er al, 1973; Wong y
Davies, 1973) y aminodcidos neutros como glicina (Nishikido y Takanashi, 1973;
Bandarian et al,, 1992) o 2) inhibidores, como acidos dicarboxilicos, principalmente malato
y aspartato (Leegod y Osmond, 1990; Lepeniec et al., 1996, Andreo et al,, 1987, Law y
Plaxton, 1995; Schuller ef af, 1990, .Stiborova, 1988; Duff er al, 1995). La PEPC de
plantas C, es ademis activada homotropicamente por su sustrato MgPEP (Uedan ¥
Sugiyama, 1976; Hayakawa ef al., 1981) y heterotrépicamente por PEP libre, que se une al
sitio alostérico de aziicares fosforilados (Podesta ef al, 1986; Rodrigues-Sotres y Muiioz-
Clares, 1990; Tovar-Méndez et al., 1998).

Glucosa-6-fosfato es un activador de PEPC de plantas C, (Ting y Osmond, 1973, Uedan y
Sugiyama, 1976; Huber y Edwards, 1975; Coombs ef al, 1973; Mukerji, 1977, Ting y
Osmond, 1973), CAM (Pays ef al, 1980) y C; (Ting y Osmond, 1973). Sus efectos son
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disminuir la Km(PEP) (Ting y Osmond, 1973; Mukerji, 1977) con un pequefio incremento
en la ¥max (Coombs ez al, 1973) y 1a pérdida de la cooperatividad en la union del sustrato
{Huber y Edwards, 1975). Para la enzima de plantas CAM se han observado efectos
similares (Pays ef af, 1980) y en menor medida para las enzimas de plantas Ci (Ting y

Osmond, 1973).

La glicina también es un activador de PEPC de maiz y otras monocotiledoneas C, (Uedan y
Sugiyama, 1976; Bhagwat y Sane, 1976; Stiborova y Leblova, 1985). Aumenta la afinidad
del sitio alostérico para amicares fosforilados (Tovar-Méndez et al, 2000), aumenta la
Vmax, disminuye la Km{MgPEP) y elimina la cooperatividad de union del sustrato. La
glicina se une a un sitio distinto de la glucosa-6-fosfato y cuando los dos activadores estan
presentes sus efectos son sinérgicos (Stiborova y Leblova, 1985, Tovar-Méndez et al.,
2000). La activacion por glicina es dependiente de pH (Stiborova y Leblova, 1985). No se
ha observado algin efecto de este activador sobre la enzima de plantas C, dicotileddneas o
de plantas C; (Nishikido y Takanashi, 1973).

En hojas de plantas Cq la forma libre de! sustrato PEP puede unirse a un sitio distinto del
sitio activo de PEPC de maiz, probablemente al sitio para glucosa-6-fosfato (Podests ef al.,
1986), por ello se comporta como un activador alostérico (Rodriguez-Sotres y Mufioz
Clares, 1990, Tovar-Méndez er al, 1998).

El malato es un inhibidor de PEPC de plantas Cy y C4, aunque las afecta en diferente
medida, siendo las C; las menos sensibles (Huber y Edwards, 1975). El efecto de malato
sobre la velocidad de la reaccion catalizada por PEPC es aumemtar la Km para MgPEP y
puede afectar ligeramente la ¥max segon las condiciones del experimento. El efecto del
maiato es menor a pH alcalino que a pH cercano a 7 (Law y Plaxton 1995; Schuller ef al.,
1990; Tarcynski y Qutlaw, 1993, Huber y Edwards, 1975, Hill y Brown, 1978).

El oxaloacetato inhibe sustancialmente a PEPC de plantas C a una concentracién de 1 mM
{Bhagwat y Sane, 1976, Coombs et al., 1973; Ting, 1968), aunque esta inhibicion no parece

tener algin significado fisiclogico debido a que QAA se encuentra generalmete a
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concentraciones intracelulares muy bajas (Ting, 1968). Aspartato inhibe a PEPC de plantas
Cs (Marés y Leblova, 1980, Huber y Edwards, 1975; Rathman, 1978).

La PEPC purificada de Methanothermus sociabilis una bacteria termofila, fue insensible a
los metabolitos que son conocidos como efectores alostéricos de muchas bacterias y

eucariontes (Sako ef al., 1996).

Una de las caracteristicas de la cinética de PEPC de hoja de maiz es que, a concentraciones
fisiologicas de PEP, Iz enzima se encuentra practicamente inactiva si la concentracion de
activadores alostéricos es baja (Tovar-Méndez ef al., 1998), por lo que los cambios de H'
en el citosol y de los niveles de metabolitos como glucosa-6-fosfato, glicina, alanina,
malato y/o aspartato contribuyen a la regulacion de la actividad de PEPC in vivo (Leegod y
Osmond, 1990, Tovar-Méndez ef al,, 1998).

11.1.4.5. Regulacion por fosforilacién

Las isoformas fotosintéticas de PEPC estan sujetas a regulacion in vivo por 1a fosforilacién
de una serina en el extremo amino terminal (Ser-8 en sorgo, Ser-15 en maiz y Ser-11 en
Mesembryanthemum crystatlinum; Jiao et al., 1990; Jiao y Chollet, 1990). Al fosforilarse,
la enzima aumenta su actividad y se modifica su sensibilidad a los efectores alostéricos. La
fosforilacién disminuye la sensibilidad para malatc aumentando su ki y, por el contrario,
haciéndola mis sensible a la glucosa-6-fosfato, al disminuir su Ka en condiciones de

ensayo cercanos 3l pH fisiologico (Duff et al., 1995).

También se ha reportado la fosforilacion de las PEPC no fotosintéticas de plantas Cs, como
la de hoja de tabaco (Wang y Chollet, 1993), de nodulo de soya y la isoforma Cs
recombinante de sorgo (Pacquit ef al., 1993), En células guarda de hojas de Vicia faba, se
ha observado que la actividad de PEPC en estomas cerrados se inhibe significativamente
mas por L-malato, que la enzima de hojas con los estomas abiertos, asi se sugieren que los
cambios in vivo de la actividad de la enzima se deben a cambios en su estado de
fosforilacion (Zhang er al,, 1994).
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La fosforilacion de PEPC de hoja de plantas C; y Cq4 es llevada a cabo por una protein-
cinasa, mientras que la defosforilacion es realizada por una protein-fosfatasa, Ambas son
reguladas por mecanismos en los que interviene la luz (Wang y Chollet, 1993; Duff y
Chollet, 1995). En las plantas CAM el ritmo circardiano de la planta controla la sintesis de
la protein-cinasa responsable de la fosforilacion nocturna de la PEPC (Bauwe y Chollet,
1986).

I1.1.5. Otros tipos posibles de regulacion
IL1.5.1. Estado de agregacion

Otro de los mecanismos que han sido propuestos para la regulacion de la actividad de
PEPC en plantas C4y CAM es ¢l estado de agregacion. Wu y Wedding (1987) encontraron
que la PEPC purificada de plantas CAM existia como oligbmeros interconvertibles,
cinéticamente distintos, dependiendo del periodo circardiano de la planta. La enzima de dia
se obtenia principalmente como un homodimero sensible a malato y la forma de noche
como un homotetrémero insensible a malato, con una Ki mas de dos veces mayor queenla
forma de dia (Meyer et al, 1991). PEP, Glu6P, Mg®* o altas concentraciones de PEPC
favorecen la conversién de dimero a tetramero, mientras que el malato favorece su forma
dimérica (Wu y Wedding, 1987, Meyer ef al, 1991). Propiedades similares de
asociacion/disociacion in vitro se han reportado para la isoenzima C, de maiz (Wu et al,
1990; Willeford y Wedding, 1992), aunque no hay evidencias que apoyen gque cambios en
¢l estado de sgregacion participen en la regulacion de la enzima de hoja de plantas CAM y

Cyinvivo.
I1.1.5.2, Presencia de cosolutos

En presencia de glicerol, polietilénglicol o metanol, 1a actividad de PEPC aumenta {Uedan
y Sugiyama, 1976; Podestd y Andreo, 1989; Schuller et al,, 1990; Mujica-Jiménez et af,
1998). Este efecto activador se debe probablemente a que la presencia de cosolutos
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favorece la formacion del estado tetramérico de la enzima (Podesti y Andreo, 1989). Sin
embargo, se ha demostrado que el glicerol tiene efectos sobre la PEPC que se encuenira
exclusivamente en su forma tetramérica (Tovar-Méndez ef al,, 1997), lo que sugiere que
dichos efectos pueden deberse a cambios conformacionales que no involucran

necesariamente alteraciones en su estado de agregacion.

I1.1.5.3. Por sintesis de novo

La expresion de la actividad de PEPC de hoja de maiz estd acompaiiada por un incremento
en ¢l ARNm y la proteina de PEPC de hoja de maiz. Durante ¢l estrés por sal, la expresion
de PEPC se¢ incrementa entre 30-50 veces en la planta CAM Mesembryanthemum
erystallimum y este aumento esta mediado por e! incremento de la sintesis de ARNm y
proteina (Chu er al_, 1990).

Los reguladores de crecimiento de las plantas pueden ser parte de la cadena de transduccién
de sefiales, o su presencia podria estimular reacciones que son coincidentes con rutas de
respuesta similar provocada bajo condiciones salinas. Asi, la adicion de ABA externo
aumenta la actividad de la isoforma PEPC-CAM y hay una acumulacion de la enzima (Chu
et al., 1990). Este efecto es dependiente de la temperatura € intensidad luminica en M.
crystallimem. Sin embargo, otros estudios en las mismas plantas concluyeron que las
citocininas tambien inducen la acumulacion de ARNm de PEPC y la acumulacion de la
proteina, en esos experimentos el aumemnto en la concentracién del ABA no tuvo ningun
efecto (Thomas et al., 1992) indicando que el ABA no es la causa para el incremento de la
expresion del gen Ppcl. Efectos similares han sido observados en maiz en las que PEPC y
anhidrasa carbénica fueron inducidas cuando las hojas fueron tratadas con citocininas
(Sugiharto er al,, 1992).
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I1.1.5.4. Induccion por luz

La regulacion por luz de la expresion de genes de plantas Ci, pueden deberse a una
induccién de la expresion acoplada al desarrollo de la hoja (efecto indirecto) o ser el
resultado de una activacion inmediata de transcripcion (efecto directo). Schafner y Sheen
(1992) demostraron que la induccién del gen de PEPC de hoja de maiz por luz esta
acoplado al desarrollo de la hoja. Asi, la expresion del gen de PEPC C,4 de hoja de maiz
dependiente de luz durante el enverdecimiento de la hoja podria estar controlado més por
un programa de desarrollo dependiente de luz a largo plaze, que por una activacion
inmediata de la transcripcién provocada por el mismo factor.

I1.2. Respuestas metabélicas de las plantas a deficiencia de agua

Mantener el nivel de agua ha sido uno de los primeros retos a los que se han enfrentado los
vegetales para su sobrevivencia desde que empezaron a poblar la tierra, debido a esto han
adoptado estrategias que les permiten sobrevivir a deficiencias de agua (Taylor, 1996). Las
adaptaciones que han desarrollado son a niveles fenolégico, morfologico, fisiologico y
metabolico. Por ejemplo, el cubrimiento de cuticulas cerosas en las hojas, el metabolismo
Cas y I2 disminucion de la superficie de las hojas son adaptaciones que maximizan el uso
eficiente de agua, mientras que respuestas fisiologicas inducidas minimizan el impacto
inmediato o transitorio de condiciones de sequia (Taylor, 1996).

La deficiencia de agua ocurre en las plantas cuando la pérdida de agua por medio de la
transpiracion excede la aportada por el suelo (Bohnert ef al., 1995). Estas condiciones
adversas interfieren con los patrones normales del crecimiento de la planta y su desarrollo.
Las plantas presentan una serie de respuestas a diferentes niveles que pueden involucrar a
los mecanismos regulatorios géneticos y metabélicos que mejoran el desempefio de fa
planta, como un todo, durante y después del estrés (Hanson y Hitz, 1982). La respuesta
especifica de la planta puede variar segin la severidad y duracion del déficit de agua, y
también, depende del estado de desarrollo de la planta y de la especic. Algunas de las
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respuestas cormaines mas rapidas, que tienen las plantas mesofitas a este tipo de estrés, son
el cierre de estomas (que por consecuencia disminuye la pérdida de agua por la
transpiracion y la fotosintesis), el ajuste osmotico y la inhibicion de! crecimiento (Hsizo,
1973). Ademas se produce un incremento en el contenido del acido abscisico (ABA),
regulador del crecimiento. Esta observacion sugiere que ABA podria actuar como un
efector in vive de algunos eventos metabdlicos durante la respuesta de la planta a déficit de
agua (Hsiao, 1973; Walton ef al., 1980; Hartun y Davies, 1991).

[1.2.1. Metabolismo Involucrado en el Ajuste Osmético Durante ¢l Déficit de Agua

Una de las respuestas inducidas més comunes en todos los organismos que son sujetos a
déficit de agua es 12 produccion y/o acumulacién de los llamados osmolitos compatibles.
Estos son compuestos organicos neutros, osméticamente activos, como algunos azicares

(polioles), ciertos amino4cidos y compuestos de amonio cuaternarios.

Por ia disminucién de potenciales de agua, la acumulacion de osmolitos compatibles
permite que agua adicional pueda ser tomada det medio ambiente y asi amortiguar el efecto
inmediato de la sequia dentro del organismo. Los osmolitos compatibles contimian
acumulandose durante déficits prolongados de agua y, se ha propuesto, que podrian
estabilizar la estructura terciaria de las proteinas cuando la célula se deshidrata (Low,
1985). Sin embargo, el significado de cada mecanismo de proteccion permanece sujeto a

polémica (Munns, 1993),
I1.2.2. Acumulacién de prolina

La prolina es quizas el osmolito compatible mas ampliamente distribuido. Esta presente en
organismos como bacterias hasta en plantas superiores como e! maiz. Se ha demostrado una
fuerte correlacion entre el aumento de los niveles de prolina celular y la capacidad de
sobrevivir al déficit de agua o a los efectos de incrementos en la salinidad en el medio
{Delauney y Verma, 1993).
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En plantas, el papel de la prolina sintetizada durante el déficit de agua podria estar no sdlo
restringido a actuar como un osmolito compatible, sino que también podria servir como una
reserva de nitrGgeno organico, que podria ser utilizado durante la recuperacién de la planta
después del periodo de sequia. También, hay evidencia de que la degradacion de la prolina
en la mitocondria (que es donde se lleva a cabo a velocidades elevadas después del estrés
hidrico) esta directamente acoplada al sistema respiratorio de transporte de electrones y a la
produccion de ATP (Elthon y Stewart, 1981). La degradacion de la prolina podria, por

consecuencia, mejorar €l estado energeético durante la recuperacion celular del déficit de

agua.

El glutamato es un precursor del aminodcido prolina, que se sintetiza a través de la serie de
reacciones mostradas en ¢l Esquema 1. La prolina es el osmoprotector mas importante de

hoja de frijol y se acumula bajo condiciones de estrés osmotico (alta salinidad o sequia).

Gluoosa

Glucosa6-p
+
\
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¥
3-fosfoglicerato Gluctlisis
+

— Fodoentﬂpiruvato

X mﬁm

PEPC -

Cmam

wll O
=

mo\/ / AlunwLérﬂlmm L-—f—’.y-Scm:aldemao 4'-Pirrolina

fosfato Glutimico S-carboxilato

CICDO u-cmoglulamto

Esquema 1. Ruta de sintesis de prolina a partir de ghitamato y su conexién con la reaccion anaplerdtica
catalizada por PEPC.
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La ruta principal para la sintesis de prolina en plantas se lleva a cabo en el citoplasma. Se
inicia a partir de glutamato, pasando a la y-glutamilfosfato y y-semialdehido glutamico,
mediante una reaccion de dos pasos que es catalizada en plantas y animales por una sola
enzima, la A’-pimvolina-5-carboxilato sintetasa (P5CS). El y-semialdehido glutimico es
ciclizado espontaneamente a A’-pirrolina-5-carboxilato, el cual se convierte & prolina por la
A’-pirrolina-5-carboxilato reductasa (PSCR; Hanson y Hitz, 1982; Delauney y Verma,
1993).

La expresion del gen que codifica P5CS se induce fuertemente durante el déficit de agua en
plantas (Yoshiba et al, 1995) y se cree que esta enzima cataliza e! paso limitante en la
biosintesis de prolina (Delauney y Verma, 1993). Se ha observado que la sobreexpresion de
P5CS lleva a un incremento en las concentraciones de prolina en plantas transgénicas de
tabaco (Kishor ef al, 1995). Los altos niveles de prolina correlacionan con la produccion
mejorada (preduccion de materia seca) de plantas transgénicas en condiciones de déficit de
agua {Kishor er al., 1995),

Se sabe considerablemente menos acerca de los genes que controlan el catabolismo de
prolina en plantas. EI primer paso en la ruta, es la oxidacioén de prolina a A’-pirrolina-5-
carboxilato por la enzima prolina deshidrogenasa de 1a membrana interna mitocondrial. En
plantas, esta enzima esta unida al sistema respiratorio de transporte de electrones y asi se
acopla la degradacién de prolina a la formacién de ATP (Elthon y Stewart, 1981). La
actividad de la prolina deshidrogenasa est4 disminuida en mitocondrias aisladas de plantas
con déficit de agua, lo que sugiere que la ruta catabdlica de la prolina podria ser reprimida
en la mitocondria por las mismas condiciones que inducen la biosintesis de prolina en e!

citoplasma.
IL3. Papel de PEPC en respuesta al estrés osmético

Algunas plantas C; cambian su forma de asimilacién de carbono a uno tipico de plantas
CAM cuando se someten a altas concentraciones de sales. Estas plantas exhiben bajo
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condiciones de estrés osmatico aumentos en la cantidad de ARNm y en la expresion de
proteina de PEPC (Holtum y Winter, 1982). Ademas, en esas plantas, el déficit de agua
induce la aparicién de novo de la isoforma especifica PEPC-CAM (Rickers ef al., 1989,
Chu ef al., 1990; Cushman et al, 1990) que diftere de las formas preexistentes C; en sus
propiedades cinéticas (Hofner ef al., 1989) y en su punto isoeléctrico (Slocombe, 1993).

Se ha reportado que la asimilacion de carbono en las plantas mediante la fotosintesis
disminuye por déficit de agua (Boyer, 1976; Hanson y Tully, 1979), mientras que algunos
de los procesos metabolicos especificos como los involucrados en la sintesis de solutos
compatibles se incrememtan. Es bien conocido que la prolinaz se acumula en hojas de
muchas plantas cuando son sometidas a déficit de agua y, como la prolina es sintetizada a
partir de glutamato, su formacion podria requerir de una reaccion anaplerética, la cual en
las plantas es catalizada por PEPC (Latzko y Kelly, 1983),

En maiz, una planta C4, se ha observado una correlacién significativa entre la actividad de
PEPC, los niveles de proteina PEPC y el contenido de prolina en las hojas sometidas a
déficit de agua (Rodriguez-Penagos y Mufioz-Clares, 1999). Se desconoce si en plantas C;
PEPC responde en forma similar al estrés hidrico.
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III. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Se conoce que ia prolina se acumula en hoja de frijol en respuesta al déficit de agua
{Bogges et al, 1976; Stewart y Bogges, 1976). Puesto que glutamato es un precursor de
prolina, una sintesis incrementada de ésta requiere de la canalizacion de esqueletos
carbonados hacia glutamato, lo que debe involucrar la actividad de PEPC, una enzima
anaplerética en plantas. En un esfuerzo para conocer mas a fondo los mecanismos de
respuesta de las plantas a sequia, concretamente las respuestas metabélicas de adaptacion,
entre las que se incluyen la sintesis incrementada de osmolitos compatibles, creemos
interesante estudiar los efectos de esta condicion ambiental adversa sobre 1a actividad de 1a
enzima anaplerotica PEPC. Elegimos hoja de frijol para este estudio por ser este un tejido
en ¢l que PEPC desempefia una funcion anaplerética -y por el interés agronémico,
economice y social de este cultive en México. Presenta ademas ef interés de que la enzima

PEPC ha sido hasta la fecha muy poco estudiada en hoja de leguminosas.
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IV. HIPOTESIS

Con base a los antecedentes expuestos anteriormente la hipGtesis de este trabajo es que "En
hojas de frijol el déficit de agua provoca cambios en las propiedades y/o cantidad de la

enzima PEPC.

V. OBJETIVOS
V.1. Objetivo generat

Investigar si €l tratamiento de hojas de frijol (Phaseolus vulgaris L.) para provocarles
déficit de agua produce un cambio en las propiedades y/o cantidad de la enzima PEPC.

¥.2. Objetivos Particulares

L. Caracterizar cinéticamente a la enzima PEPC presente en hojas de frijol controles y con
déficit de agua. Para ello, se determinara en extractos crudos:

8. La cinética de saturacién por el sustrato PEP.

b. La respuesta de la actividad enzimatica a los metabolitos principales reguladores de
esta actividad en plantas, es decir, malato (inhibidor) y glucosa-6-fosfato
(activador).

¢. Larespuesta de la actividad a la presencia de cosolutos en el medic de €nsayo.

d. La dependencia de pH de la velocidad de reaccion.

2. Investigar si el déficit de agua conlleva cambios en el patrén isoenzimatico de la PEPC
en hoja de frijol.
3. Purificar a la(s) enzima(s) PEPC de hoja de frijol con el fin de:

a. Obtener anticuerpos que permitan evaluar la cantidad relativa de proteina PEPC en

hojas controles y con déficit hidrico.

b. Caracterizar cinética y fisicoquimicamente a la(s) proteina(s) purificada(s).
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VI. MATERTALES Y METODOS
VL.1. Materiales
VI.1.1, Materia) biologico.

Para la obtencion de PEPC se utilizaron hojas de plantas de fiijol (Phaseolus vulgaris L.,
var. Valentine) de aproximadamente 35 dias de edad crecidas en un invernadero a una

temperatura de 28-30 °C, con fotoperiodo de 12 horas luz.

Parz la obtencion de anticuerpos se utilizaron 2 conejos machos Nueva Zelanda de 2.5 Kg

de peso.
V1.1.2, Equipo

Se utilizo el siguiente equipo: Un espectrofotometro Beckman DU-7500 con temperatura
controlada y registrador integrado para medir l1a actividad enzimética; un potenciémetro
Beckman modelo ® 32 con precision de + 0,001 unidades de pH; una centrifuga Beckman
modelo GS-6R o una microcentrifuga Survall modelo MC12V de Dupont; un refrigerador
marca American RC270 (4°C), un congelador marca Nieto {-20°C) y un ultracongetador
Forma Scientific (-70°C); un cromatégrafo de alta presion (HPLC) de Waters compuesto
por el sistema de bombas modelo 626, detector modelo 996 y controlador modelo 6008;
parrillas de agitacion magnética Comning modelo PC-351; un Vortex-2 Genie modelo 14-
550-G; una licuadora Waring-Blendor para la homogenizacion de tejidos cuando se
utilizaban grandes cantidades de material; una balanza analitica Ohaus con capacidad de
210 g con precision de + 0.1 mg; un equipo de Hoefer Scientific Instruments para minigeles
para las electroforesis; una cuba seca de Pharmacia LKB Nova-Blot para la transferencia de
proteinas, microjeringas marca Hamilton de 10, 25 y 100 pl; aditamentos de ultrafiltracion
centricones Amicon de 2 ml, con tamaio de poro de 100 kDa; celdas de cuarzo de | y3ml

de capacidad y de un centimetro de paso de luz para los ensayos de actividad; una pantalla
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amplificadora para el revelado de membranas por quimioluminiscencia de Amersham Life

Science.

Las columnas utilizadas para las cromatografias fueron de Pharmacia y Bio-Rad de 50 y
100 m!; las resinas utilizadas fueron: Sephadex G-25 (de exclusién molecular); Phenyl-
Sepharose (hidrofobica) y Q-Sepharose de flujo rapido (intercambio iénico) todas ellas de

Pharmacia; columnas preempacadas, Superdex 200 (16/60) HR de Pharmacia.
VI.1.3. Reactivos

Todos los reactivos utilizados en los experimentos fueron de grado analitico, fueron

obtenidos de las siguientes casas comerciales:

De Merck: EDTA (4cido etilendiaminotetraacético), bicarbenato de sodio, persulfato de

amonio, arena de mar, 3-mercaptoetanol, etanol absoluto y metanol.

De  Sigma: Hepes  (Acido  N-[2-hidroxietil]piperazina-N-[2-etanosulfonico]),
polietilénglicol, NADH (nicotinamida adenina dinucleotido reducida), benzamidina, violeta
rapido B, PEP (sal de monociclohexilamonio), quimostatina, albiimina sérica bovina, L{-)-
acido milico, D-glucosa-6-fosfato, marcadores de peso molecular para SDS-PAGE,
acrilamida, N,N'-metilén-bis-acrilamida, azul de Coomassie brillante R 250, glicina, L-
prolina, etilénglicol, malato deshidrogenasa y Tritan X-100.

De Baker: Cloruro de potasio, cloruro de magnesio, glicerol, y dcido fosforico.
De Aldrich: PMSF (floruro de metilen sulfonil fenilo).

De Mallinckrodt: Acido acético glacial, acido clorhidrico, fosfato de potasio monobasico y

dibasico, glicerol y sulfato de amonio.
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De Amersham Life Science: Sistema de analisis de Western Blott ECL y membranas de

nitrocelulosa para la transferencia de proteinas.
V1.2, Métodos
V1.2.1. Determinaci6n de la actividad de la enzima

La actividad de la enzima se determind empleando como reaccidén acoplada la catalizada
por la enzima malico deshidrogenasa dependiente de NADH (MDH, E.C.1.1.1.37), segin el
método descrito por Uedan y Sugiyama (1976). En este sistema €l oxaloacetato resultante
de la carboxilacion del fosfoenolpiruvato es reducido a malato por la actividad de la enzima
malico deshidrogenasa que paralelamente oxida NADH a NAD' segin el siguiente

esquems de reacciones:

PEPC
PEP + HCOy ———# 0QAA + HPOY
Mg

MDH
OAA + NADH —% MALATO + NAD"

El oxaloacetato producido en la reaccion de carboxilacién puede medirse por tanto
siguiendo el descenso de la densidad dptica por minuto a 340 nm, debido a la conversion de
NADH & NAD". El cambio de la densidad optica por minuto se midié durante los primeros
cuatro minutos de Ja reaccion y se caleuld la velocidad inicial. La reaccion se realizo a 30°
C. Se inici6 la reaccién con la adicién de 20 pl del extracto crudo desalado (100 pg de

proteina total en un mililitro) al medio de ensayo de actividad.
Para el ensayo de actividad, el medio de reaccion estandar contenia Hepes-KOH 100 mM,

pH 7.0, EDTA 1 mM, NADH 0.2 mM, MDH 2 U/mi, PEP 5 mM, MgCl, 10 mM y
NaHCOQ; 10 mM en un volumen final de 1 m!.
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La actividad se expreséo como unidades de actividad enzimética por ml. Una unidad de
actividad enzimatica se definié como ia cantidad de la enzima que carboxila 1 umol de PEP

por minuto bajo nuestras condiciones de ensayo.

La actividad especifica {(unidades mg™' proteina) se obtuvo dividiendo el valor de U m!” por

los mg de proteina contenidos en 1 ml de la preparacién enzimatica utilizada.

V1.2.2. Extraccion de la enzima PEPC

Para pequefias cantidades de enzima (extractos crudos desalados) se cortaron y pesaron
aproximadamente 2 g de hojas, se lavaron y se cortaron en trocitos, se homogenizaron en
un mortero con arena de mar en una proporcion 1:1 (p/v) con una solucién de extraccién
(amortiguador A: Hepes-KOH 100 mM a pH 7.0, EDTA 0.1 mM, glicerol 10 % (v/v),
etilénglicol 20 % {v/v), MgCl; 5 mM, PB-mercaptoetanol 10 mM, PMSF 1 mM,
benzamidina 1 mM y quimostatina 100 pg/mi. El homogenado se centrifugd en una
microfuga a 10 000 xg durante 6 minutos y ¢l sobrenadante se desalo en una columna de 20
ml que contenia Sephadex G-25. La columna previamente habia sido equilibrada en el
mismo amortiguador de extraccién. La muestra aplicada estuvo comprendida entre e 8 y 10
% del volumen de la columna para asi conseguir un completo desalado. El eluido de esta
columna que contenia la actividad enzimética se usaba inmediatamente para realizar los

ensayos de actividad.

Para la purificacién de la enzima se utilizaron S0 g de tejido y se extrajeron en una
proporcion de 3:1 (p/v) con una solucién que contenia Hepes-KOH 50 mM, pH 7.0, EDTA
0.1 mM, glicerol 10 % (v/v), etilénglicol 20 % (v/v), MgCl; 10 mM, B-mercaptoetanol 10
mM, PMSF 1mM, benzamidina 2 mM y quimostatina 50 y1g/m! (amortiguador B). El tejido
se homogenizo en una licuadora previamente enfriada a 4°C y, posteriormente, se filtro a
través de 4 capas de gasa. El filtrado fue centrifugado 32 000 xg por 60 minutos, se colectd
el sobrenadante para iniciar el proceso de purificacion. Todos los pasos de purificacion
fueron realizados a 4°C.
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V1.2.3. Determinacion de proteina

La cantidad de proteina fue determinada por el método descrito por Bradford (1976), que
esta basado en la formacion de un complejo azul entre el reactivo azul de Coomassie (azul

brillante G) y las proteinas. Se utilizo albimina de suero bovino como estandar.
V1.2 4. Estudios cinéticos
V1.2.4.1. Saturacion por PEP

La saturacién por PEP se hizo usando el ensayo de actividad estindar variando la
concentracion total de PEP y de Mg", de manera que se mantuviera constante la
concentracion de Mg®” libre a 0.4 mM y se variara la de PEP libre (PEPL) en un rango de
19 pM a 54 mM. Para calcular las cantidades totales de PEP y Mg®* se utilizaron las
constantes de estabilidad “descritas en Rodriguez-Sotres y Mufloz-Clares (1990). Los
calculos se llevaron a cabo utilizando un programa escrito por Rodriguez Sotres (1990) en
Turbo PASCAL 3.0 llamado Metal-Complex siguiendo un algoritmo descrito por Storer y
Commish-Bowden (1976). En los casos en que la saturacion por PEP se realizd en presencia
de osmolitos (prolina o glicerol), activador (GIc6P) o inhibidor (malato) las

concentraciones de estos compuestos fueron 600 mM, 10 mM y 5 mM, respectivamente.

Los parametros cinéticos fueron calculados por el ajuste por regresion no lineal de los datos
experimentales a la ecvacion de velocidad resultante de la suma de dos ecuaciones de
Michaelis-Menten.

y = Vmax, [S) + Vimax, [S] .M
Km +[S]  Kma+[S]

en donde, Vmax es la velocidad maxima de cada isoforma; [S] es la concentracion del
sustrato variable, PEPy, en este caso, y Km es la concentracion del sustrato variable a la que

se obtiene 1a mitad de la veloctdad maxima.
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V1.2.4.2. Inhibicion por malato

La saturacién por malato se realizé usando el ensayo de actividad estandar pero a
concentraciones subsaturantes de sustratos. En este caso se mantuvo fija [a concentracion
de PEP total en 2.5 mM y de Mg?' total en 5 mM, lo que corresponde a una concentracion
de 1.92 mM de PEP libre, de 0.4 mM de Mg®* libre y de 0.14 mM de MgPEP. La

concentracion de malato total en el ensayo varié de cero a 10 mM.

Los valores de I5o fueron caleulados por el ajuste por regresion no lineal de los datos

experimentales a la ecuacion resultante de la suma de dos ecuaciones de /sq.

y=4do lps\ 440 lps; . [21
Isi+[l1 Tos2+[1]

en donde, Ao es la velocidad inicial de cada isoforma, fo5 es la concentracién del inhibidor

que causa el 50 % de inhibicion e [I] es la concentracion del inhibidor,
V1.2.4.3. Dependencia de la velocidad de la reaccion por el pH del medio de ensayo

Los ensayos de actividad de la enzima para determinar su dependencia del pH se Hevaron a
cabo mediante el ensayo estindar excepto que se usaron dos concentraciones de PEP total
(2.5 y 50 mM) y el pH se varié en un rango 6.5 2 9.5.

Los parametros fueron determinados de acuerdo a la siguiente ecuacién para un sistema
diprotico:
v= C . NED
1+ lo(PH'PKU_i. lo(ﬂn-l’ﬂ))
en donde C es la actividad de la enzima independiente de pH, pK; y pK: son los

valores de pK de los grupos que requieren tener su protén o haber perdido su proton,
respectivamente para la actividad de la enzima.
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VI.2.5. Tratamiento para producir déficit de agua en las hojas de frijol

El déficit de agua se produjo al sumergir la tercera, cuarta o quinta hoja de la planta de
frijo! en una solucion de polietilénglicol al 25 % (p/v, aproximadamente -1.2 MPa de
presidn) manteniendo las hojas en el invernadero. A consecuencia de este tratamiento las
hojas llegaron a tener un contenido relativo de agua det 55 al 60 % en un periodo de 12 —
14 horas. Pars las hojas control se siguid el mismo procedimiento, pero se sumergieron en

agua destilada durante el mismo periodo.

V1.2.6. Determinacion del contenido refativo de agua en hojas

El contenido relativo de agua (CRA) se determiné usando el método de Vasey v Sharkey
(1989). Para ello se determinaron el peso fresco de las hojas después del tratamiento, el
peso de turgor después de la imbibicién por 12 horas en agua destilada y desionizada y el
peso seco, después de haber secado el tejido en un horno a 60 °C durante 12 horas. El CRA

se calculo de acuerdo a la siguiente férmula:

Peso fresco — peso seco
CRA

x 100 41
Peso de turgor- peso seco

Vi.2.7. Electroforesis nativa y desnaturalizante

La electroforesis nativa se realizd usando un sistema discontinue de acuerdo al método de
Laemmli (1970) pero en ausencia de SDS. Para proteger la enzima de la inactivacion
durante la electroforesis se adicionaron 20 % (v/v) de glicerol y 10 % (v/v) de etilénglicol a

las soluciones del gel apilador y separador.
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La duracion de la corrida fue de 16 horas aproximadamente a 16 mV hasta que el frente
llegé al limite del gel. Las bandas de proteina con actividad de PEPC se visualizaron
usando 10 ml de la siguiente solucion: HEPES-KOH 100 mM, pH 8.0, conteniendo EDTA
1 mM, NaHCO; 30 mM, MgCl 20 mM, PEP 10 mM y 3 mg/ml de violeta rapido B.

La electroforesis desnaturalizante en presencia de SDS {(SDS-PAGE) se realizé conforme al
método descrito por Laemmli (1970}, similar al mencionado anteriormente. Las bandas de
proteina se revelaron con azul de Coomassie R-250 al 0.125 % {p/v), metanol 50 % (v/v) y

acido acético 10 % (v/v).
V1.2.8. Obtencion de anticuerpos

Los anticuerpos fueron producidos en dos conejos con el siguiente protocolo inmunologico:
La primera inyeccion fue de 300 pg de proteina en 0.5 ml de una solucién de amortiguador
de fosfatos 10 mM, pH 7.4, NaCl 0.15 M y 0.5 ml de adyuvante de Freund aplicados
intramuscularmente. Inyeciones adicionales con 100 pg de proteina y sin el adyuvante
fueron aplicadas a las 1°, 2%, 3" y 6" semanas. Las dos ultimas inyecciones fueron
intraperitoneales. A los conejos se les practicaron sangrias de prueba a la tercera, quinta y
séptima semanas, resultando ésta ultima con el titulo suficiente para ser detectados los
anticuerpos. Ei sangrado final se obtuvo por puncidn cardiaca a la octava seman.a de la

inoculacién inicial obteniendo 50 ml de sangre por conejo.

Como antigeno se uso la mezcla de proteinas contenida en la zona correspondiente a
proteinas de masa molecular de 50 a 60 kDa de un get de poliacrilamida, obtenida después
de realizada una electroforesis preparativa en presencia de SDS de una preparacion de
PEPC parcialmente purificada de hojas de frijol. La banda fue cortada del gel,
homogenizada en un mortero con nitrégeno liquido y dializada frente a un amortiguador
fosfatos 10 mM, pH 7.4 conteniendo NaCl 0.85 % (p/v; Bouchan-Calix et al, 1994) La
suspension resultante se inoculd como se describié anteriormente en el protocolo

inmunoldgico.



La especificidad de los anticuerpos fue ensayada mediante la prueba de “dot blot”, fijando
muestras de extractos crudos de hoja de frijol en una membrana de nitrocelulosa que se
incubd con diferentes diluciones del suero hasta la cuantificacion del titulo, Ia

inmunodeteccion se realizé como se describe en el punto V1.2.10.

V1.2.9. Purificacion parcial de anticuerpos

Se extrajeron 50 ml de sangre de tos conejos por puncion cardiaca y se separd el suero del
codgulo. Se hizo una precipitacion con sulfato de amonio al 55 % de saturacion y se
centrifugd a 32 000xg por 20 min. El sobrenadante se deshecht y el precipitado se
resuspendiod en el 20 % del volumen inicial en Tris-HC] 50 mM, pH 7.4 conteniendo NaCl
200 mM. Se centrifugd nuevamente a 32 000 xg por 4 minutos y el sobrenadante se dializd
en la misma solucion amortiguadora por doce horas, tras lo cual se dividio en alicuotas que

se conservaron a —70"C.
V1.2.10. Electrotransferencia e inmunodeteccién de PEPC (Western blot)

Parz este estudio se realizd una electroforesis desnaturalizante SDS-PAGE con un 8 % de
acrilamda en el gel separador y se transfirieron las proteinas a una membrana de
nitrocelulosa en una cuba de transferencia seca por 2 horas a 75 mA, de acuerdo al método
de Towbin et al, (1979). La membrana de nitrocelulosa se humedecid en una solucién de
transferencia que contenia Tris 20 mM, pH 7.4, glicina 150 mM, metanol 20 % (v/v) v SDS
01 % {p/v). Ya ftransferidas las proteinas a2 la membrana se prepar6 para la
inmunodeteccion, ésta se incubd en la solucién de saturacion (Tris-HCI 50 mM, pH 7.4,
NaCl 150 mM, Tween 0.05 % (v/v) y leche descremada 5 % (p/v)) por dos horas a
temperatura ambiente con agitacion constante. Después de dos lavados por 10 minutos con
TBS (Tris-HCI 50 mM, pH 7.4, NaCl 150 mM) se incubd toda 1a noche a 4 °C con el
anticuerpo (dilucién 1:250) en la solucién de saturacién. Posterior a la incubacion, se lavd
la membrana 3 veces con TBS por 15 minutos y se incubé en la solucién de saturacién con
inmunoglobulinas conjugadas a peroxidasa 2 una dilucién de 1:1000 por dos horas a

temperatura ambiente. Finalmente, se lavd 5 veces la membrana con las proteinas
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transferidas y se revelaron por quimioluminiscencia siguiendo el procedimiento

recomendado por la casa comercial.

V1.2.11. Purificacion parcial de la enzima
Consisti6 en los siguientes pasos:

V.2.11.1. Precipitacion con sulfato de amonio

A la preparacion de enzima obtenida después de la centrifugacion de los extractos crudos se
afiadié (NH4);SO. lentamente con agitacion continuza hasta alcanzar el 30 % de saturacion,
El pH se controld con KOH cuando fue necesario. Después de agregar toda la sal, la
preparacion se mantuvo en agitacion lenta por 30 minutos y posteriormente se centrifugd a
32 000 xg por 60 minutos. El precipitado se deseché y el sobrenadante se llevo a un 60 %
de saturacion con (NH,),S0,, siguiendo el procedimiento antes mencionado. Después de la
segunda centrifugacién el precipitado obtenido (30-60 %) contenia practicamente la
totalidad de la actividad de PEPC.

VI1.2.11.2, Cromatografia hidrofébica

La preparacién enzimitica obtenida después de resuspender el precipitado 30-60 % de
(NH4):S04 en el amortiguador de extraccion se centrifugd a 2 000 xg por 15 minutos y se
aplico el sobrenadante a un flujo de 0.5 ml por minuto a una columna de 25/90 mm que
contenia Fenil-Sefarosa CL-4B previamente equilibrada con 10 volumenes de la columna
con Hepes-KOH 10 mM, pH 7.0, EDTA 0.1 mM, glicerol 10 % (v/v), DTT 2 mM y sulfato
de amonio 500 mM {Amortiguador C). Posterior a esto se aplico un lavado de 5 volumenes
de columna con el mismo amortiguador, excepto que el sulfato de amonio tenia una
concentracién de 200 mM. Finalmente se aplicé un gradiente lineal de etilénglicol del 0 ~

80 % (v/v) en el mismo amortiguador.
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V.2.11.3. Cromatografia de intercambio idnico

El eluato de la cromatografia hidrofobica que contenia actividad de PEPC se aplico a un
flujo de 0.5 ml por minuto a una columna de 16 x 90 mm de Sefarosa-Q de flujo rapido,
previamente equilibrada con una solucion amortiguadora de Hepes-KOH 10 mM, pH 7.0,
EDTA 0.1 mM, glicerol 10 % (v/v), B-mercaptoetanol 10 mM y etilénglicot 10 % {viv) -
{amortiguador D). Después de lavar la columna con 5 volamenes del amortiguador de
equilibrio, se aplicé un gradiente lineal de 0 - 750 mM de NaCl preparado en el mismo
amortiguador, Finalmente, se reunieron las fracciones con actividad de PEPC.

V.2.11.4. Cromatografia de exclusién molecular

Las fracciones colectadas del paso cromatografico anterior que contenian actividad de
PEPC, se desalaron en una columna de Sephadex G-25 y se concentraron en centricones de
amicon con tamafio del poro de 100 kDa, hasta alcanzar el volimen apropiado para ser
aplicada a la columna de exclusion molecular, tras lo cual se aplicaron a una columna de
Superdex 200 (1.6 x 60 ¢m) previamente equilibrada con Hepes-KOH 50 mM, pH 7.5,
EDTA 0.1 mM, glicerol 10 % (v/v), etilénglicol 20 % (v/v), DTT 5 mM, MgCl; 10 mM
{Amortiguador E). La columna estaba acoplada a un sistema de HPLC.
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VII. RESULTADOQS

VIL.1. Caracterizacién cinética de PEPC en extractos crudos de hoja control y

sometidas a déficit de agua

Como se menciond en los Antecedentes, poco se conoce acerca de las propiedades cinéticas
de la enzima PEPC de hoja de leguminosas, por lo que decidimos empezar este trabajo
haciendo una caracterizacion cinética de la enzima en extractos crudos desalados de hoja de
frijol. Esta caracterizacién nos servird como referencia para comparar las propiedades
cinéticas de la enzima extraida de hojas controles con las de la enzima extraida de hojas

estresadas por déficit de agua y con las de la enzima una vez purificada.

El grado de déficit de agua impuesto a las hojas se estimé determinando el contenido
relativo de agua (CRA), como se describié en Métodos. En las tablas se indica el CRA de

las hojas usadas en los experimentos correspondientes.

La caracterizacion cinética consistid en estudiar; 1) La cinética de saturacion por el sustrato
PEP, a concentraciones fijas y fisiologicas de!l ion Mg®* (0.4 mM; Yazaki er al, 1988} y a
pH 7.0, valor cercano al fisiologico (Rajagopalan e? al., 1993). 2) El efecto de conocidos
efectores de PEPC como malato y GIc6P sobre la cinética de saturacién por PEP. 3) La
saturacion de la enzima por malato a concentraciones fijas de los sustratos. 4) El efecto de
solutos compatibles como prolina y glicerol sobre la cinética de saturacién por PEP y la
sensibilidad a malato. 5) El efecto del pH sobre la velocidad de la reaccion a

concentraciones bajas y altas de sustrato.

Los resultados de estos estudios se describen a continuacion,



VIL1.1. Cinética de saturacion por PEP libre

La cinética de saturacion por PEP libre observada tanto en extractos de hojas controles
como en extractos de hojas estresadas fue compleja y los datos experimentales no pudieron
ajustarse a la ecuacion de Michaelis-Menten. Sin embargo, se logro en todos los casos un
buen ajuste a la ecuacion resultante de la suma de dos ecuaciones de Michaelis-Menten
(Ecuacion 1, en Materiales y Métodos). Tampoco se pudieron azjustar los datos a la
ecuacion resultante de un modelo en el que hubieran tres isoenzimas presentes en el ensayo.
En este ajuste no se lograba llegar a convergencia y los errores estandares de las medias
estimadas para los parametros cinéticos Vmax y K eran muy superiores al valor (entre 4 y
6 veces) Esto es una indicacion clara de que no existen mas de dos formas de la enzima,
que ademds no son interconvertibles, a! menos bajo las condiciones de los ensayos
enzimaticos. A partir de este momento, llamaremos PEPC-2 2 la forma con mayor afinidad
para el sustrato PEP y PEPC-b a la de menor afinidad. Los parametros cinéticos obtenidos
con este ajuste para cada una de las formas, junto con una grafica tipica de saturacion por
PEP, se¢ incluyen en la Tabla 1 y en la Figura 4, respectivamente. En el inserto de la Figura

4 se muestran las curvas de saturacion teoricas de las dos formas.

Las dos formas de PEPC poseen caracteristicas cinéticas muy diferentes. PEPC-a tiene una
alta afinidad por PEP, tanto en hojas controles como estresadas y representa solo el 15 % de
la actividad total de PEPC obtenida cuando las dos formas de la enzima estan saturadas por
el sustrate. El 85 % restante corresponde a la forma PEPC-b, que posee una muy baja
afinidad por el sustrato PEP, como lo indica el que su Km sea aproximadamente 500 veces
més alta que la Xm de PEPC-a en el caso de hojas controles, y mas de 100 veces mis alta
en el caso de hojas estresadas (Tabla 2). Como puede observarse en el inserto de la Figura
4, a concentracion fisiologica de PEP (aproximadamente 0.1 mM) la forma PEPC-a es la

que contribuye en forma mayoritaria a la actividad total de la enzima.
Es interesante el hallazgo de que la afinidad por el sustrato PEP es 6 veces superior en

PEPC-a de extractos de hojas controles que de hojas estresadas, porque indica que el déficit

de agua provoca cambios en la isoenzima PEPC-a que conllevan una alteracion en sus
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Tabla 1. Parametros cinéticos' aparentes de PEPC en extractos crudos® desalados de
hojas controles’ y sometidas a déficit de agua®

PEPC-a PEPC-b

Hojas Vmax Km (PEPY) VMIIK:”(PEP‘L) Vmax Km (PEP) Vmax/ Km(PEP,)
(Um]-l) (uM) (Umi'mM"} (Uml) (mM) (Uml"mM")

Controles  0.20 £0.05 3344 6.06 093£042 156439 0.06
(15 %)* (85 %)*

Estresadas  0.19£007  195%55 0.97 081+038 202+54 0.04
(19 %)* (81 %)*

'Los valores de los parimetros cinéticos son la media = desviacion estandar de 5 experimentos, Las
condiciones de los ensayos se describen en Materiales y Métodos. En cada experimento, el valor de los
parimetros cinéticos se estimé por medio de un ajuste por regresion no lineal de los datos experimentales
a la ecuaci6n 1. *La extraccion se realizé como se describe en Métodos. *El contenido relativo de agua
fue del 90.8 + 2.1 % en las hojas controles y 55.9 + 6.9 % en las hojas estresadas. *Porcentaje de la
actividad total de PEPC, determinada bajo condiciones de saturacion por PEP, que corresponde a cada

una de las formas.
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Figura 4. Grifica tipica de una cinética de saturacién por PEP de
PEPC do un extracto crudo desalado de hojas de frijol. Las
condiciones de extraccién se describen en Materiales y Métodos.
Las condiciones de ensayo fueron: Hepes-KOH 100 mM, EDTA 0.1
mM, MDH 2 U / ml, NaHCO, 1 mM, NADH 0.2 mM, extracto 20 pl/mi,

diferentes concentraciones de PEP y Mg"™ libre 0.4 mM. E! CRA de
las hojas usadas en este experimento fue del 90 %. Los puntos son
los datos experimentales, la linea continua es la tedrica resultante del
mejor ajuste de los datos a fa ecuacién 1. La linea discontinua es el
mejor ajuste a una scla ecuacion de Michaelis-Menten. Insertos: A.
A baja concentracién de PEP. B. A alta concentracién de PEP.
Lineas tedricas que muestran la saturacion por PEP libre de

PEPC-a(——) y de PEPC-b(----- »

47



8t

Tabla 2. Raz6n entre los parametros cinéticos' de las dos formas de PEPC

de extractos crudos de hojas controles y sometidas a déficit de agua

en ausencia y presencia de efectores

PEPC-b/ PEPC-a

Vmax Km(PEPy)
(Umi") (mM )
Sin Malato Glc6P Sin Malato GicoP
Hojas  rctores  (SmM)  (I0mM)  efectores  (SmM) (10 mM)
Controles 4.65 0.14 2.81 473 451 946
Estresadas 4.26 0.10 1.21 104 3033 1540

'Los pardmetros cinéticos usados para estos célculos son tos incluidos en la Tablas 1,4 y 5.




propiedades cinéticas. No se encontraron diferencias significativas en los parametros

cinéticos de PEPC-b entre los dos tipos de extractos.

VII.1.2. Efecto de malato sobre la cinética de saturacion por PEP

Investigamos en primer lugar si en el caso de hoja de frijol, como muchos otros tejidos
vegetales, existe una proteasa inhibible por quimostatina, que al truncar a la PEPC por su
amino terminal reduce notablemente la sensibilidad a malato. La sensibilidad al tnhibidor
se estimd determinando la concentracion de inhibidor que produce el 50 % de inhibicion,
(/0.4} a una concentracioén subsaturante de Mg" y de PEP. La Jo5 es por tanto un parametro
cinético aparente que nos permite evaluar la afinidad de la enzima por el inhibidor. Comao
en los casos de las saturaciones por sustrato mencionados anteriormente, los datos
experimentales sélo se pudieron ajustar cuando se consideréd que existen das formas de la
enzima con diferente sensibilidad al inhibidor (ecuacion 2). Los valores de [y 5 estimados
para este ajuste fueron: 0.38 y 50.05 mM para la enzima extraida en ausencia de

quimostatina y 0.07 y 7.12 mM para la extraida en presencia de! inhibidor de proteasas.

Efectivamente, se comprobd que PEPC en extractos obtentdos en ausencia de quimostatina
presentaba valores de /g s para malato 5 -7 veces superiores a los de la enzima en extractos
qgue se ohtuvieron en presencia del inhibidor de proteasas (Figura 5). Por ello, las

extracciones siempre se realizaren en presencia de quimostatina.

La Figura 6 muestra un resultado tipico del efecto del malato sobre la enzima PEPC tanto
en extractos de hojas controles como estresadas. Los valores de [y 5 estimados mediante el
ajuste de los datos a la ecuacion 2 se dan en la Tabla 3. A pesar de que ¢l error estandar es
alto en todos los casos, es claro que existen también a este respecto notables diferencias,
superiores a 100 veces, entre Ia forma PEPC-a y la forma PEPC-b de la enzima. No se
encontraron diferencias significativas entre los valores de o5 para malato entre las formas
de PEPC de los extractos de hojas control y de hojas estresadas. Tampoco hubo diferencias

en los valores de Ao (actividad a concentracian cera del inhibidor).
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Actividad (%)

[Malato] (mM)

Figura 6. Efecto del uso de quimostatina durante la extraccién de
PEPC de hoja de frijol en la sensibilidad a malato de esta enzima. Las
condiciones de extraccién se describen en Métodos, excepto que quimos-
tatina se omitié para el estudio en ausencia de este inhibidor. Las condicio-
nes del ensayo fueron: Hepes-KOH 100 mM, pH 7.3, EDTA 0.1 mM, MDH 2
U/ml, NaHCO,1 mM, NADH 0.2 mM, extracto 20 ul/ml, PEP total 2.5 mM,

MgCl, § mM y diferentes concentraciones de malato. EI CRA de las hojas

usadas en este experimento fue del 92 %. Los puntos son los datos experi-
mentales, las lineas son las tedricas resultantes del mejor ajuste de los
datos de la ecvacion 2.
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Flgura 6. Grifica tiplca de la sensibllidad a malato de PEPC de un
extracto crudo desalado de hojas de frijol sometidas a déficit de
agua. Las condiciones de extracciény de ensayo de actividad enzi-
mética se describen en Métodos. El CRA de las hojas usadas en este
experimento fue del 56.7 %. Los puntos son los datos experimenta-
les, la linea continua es la tedrica resultante del mejor ajuste de los
datos a la ecuacién 2. La linea discontinua es el ajuste a la ecuacion
deunasolal,..
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Tabla 3. Sensibilidad a malato' de PEPC en extractos crudos desalados®
de hojas controles® y sometidas a déficit de agua®

PEPC-a PEPC-b PEPC-b/PEPC-a
Hojas Ao Ao
Tos (uM) (Uml) g5 (mM) (Uml™) ks
Controles 50+ 23 0.085 £ 0.031 7.1£58 0.134 £ 0.014 142.0
Estresadas 48+ 21 0.118 £ 0.023 5723 0.189+0.052 1188

'Los valores de los parametros cinéticos son la media + desviacion estindar de 5 experimentos, Las
condiciones de los ensayos se describen en Métodos. En cada experimento el valor se estimb mediante un
ajuste por regresion no lineal de los datos experimentales a la ecuacion 2. *La extraccién se realizé como
se describe en Métodos.

3El contenido relativo de agua fue del 90.3 + 1.9 % en las hojas controles y 56.6 £ 7.7 % en las hojas

estresadas.




Cuando la saturacion por PEP libre (PEP;) se realizo en presencia de malato 5 mM, se
obtuvieron los pardmetros cinéticos aparentes incluidos en la Tabla 4. La Figura 7 muestra
el resultado de un experimento tipico, como puede observarse, el malato tiene solo un
efecto ligero sobre ambas formas de PEPC de extractos de hojas controles, cuyas Vmax
varian entre 1.5 y 2.8 veces con respecto a los valores estimados en ausencia de malato,
mientras que las Km(PEP;) no se afectaban. En cambio las dos formas de la enzima
presentes en los extractos de hojas estresadas responden en una forma no usual a malato, ya
que la Km(PEP,) se reduce en ambas en forma drastica, mientras que la ¥max no se afecta
significativamente. Este hallazgo sugiere que bajo condiciones de déficit de agua el malato
no solo no es inhibidor, y de hecho se comporta como un activador { el valor de PEPC-a

Vmax/Km es 20 veces superior en presencia de malato que en su ausencia)

VI1.1.3. Efecto de GIc6P sobre la cinética de saturacién por PEP

También con este efector se encontraron diferencias en la respuesta de la enzima presente
en extractos de hojas controles y estresadas (Tabla 5 y Figura 8). Mientras que el efecto de
GIc6P sobre la cinética de saturacion por PEP de las primeras es pequeiio, disminuyendo a
aproximadamente la mitad la Km(PEP) de la forma PEPC-a, en el caso de esta forma en
extractos de hojas estresadas 12 Km(PEP) es reducida casi 9 veces. Ademas, mientras que la
Vmax de la forma PEPC-a de hojas controles no se afecta por Glc6P, las de hojas estresadas
se aumema dos veces. Todo ello tiene como resultado que la Vimax/Km(PEP) de la PEPC-a
que es 6 veces menor en las hojas estresadas que en las controles en ausencia de Glc6P, en
presencia de! activador es 1.5 veces mayor en la enzima de hojas estresadas. Los efectos de
GlcSP sobre 1a PEPC-b de extractos de hojas controles y estresadas son mucho menos
importantes,
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Tabla 4, Efecto de malato sobre los parametros cinéticos' aparentes de PEPC
en extractos crudos® desalados de hojas controles® y sometidas a déficit de agua®

ts

PEPC-a PEPC-b
Hojas
Vimax Km @Ery Vmax/Km(PEP,) Vinax Km pepy  Ymad/Km{PEP,)
(Umll) uM (Uml“mM") (Uml') mM (Uml*mM™)
Controles
Sin malato 012+0.03 62+13 19 1.11£0,29 44 0+£2 3 0.03
(10 %)* (90*
Con malato 0.08+0.,03 37+ 3 22 057£025 167x19 0.03
(12 %) (88 %)
Estresadas
Sin malato 0.24 £ 0.01 169+ 70 1.4 084011 13.1+48 0.04
(23 %)
Con malato 0,07 £0.02 3] 23 0724009 9.1x23 0.08
(9 %) (91 %)*

'Los vatores de los parametros cinéticos son la media + desviacion estandar de 4 experimentos. Los
ensayos se realizaron en presencia de 5 mM de malato bajo las condiciones descritas en Métodos. En
cada experimento ¢! valor de los parametros cinéticos se estimb por medio de un ajuste por regresion no
lineal de los datos experimentales a la ecuacién 1. La extraccidn se realizé como se describe en
Métodos. *El contenido relativo de agua fue del 88.3 + 2.1 % en las hojas controles y 51.6 + 6.5 % en las

hojas estresadas. *Porcentaje de la actividad total de PEPC que corresponde a cada una de las formas.
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Flgura 7. Grifica tipica de una cinética de saturacién por PEP de PEPC
de un extracto crudo desalado de hojas de frijol, en presencia de malato.
Las condiciones de extraccidn se describen en Métodos. Las condiciones
de ensayo fueron: Hepes-KOH 100 mM, EDTA 0.1 mM, MDH 2 U/m,
NaHCO, 1 mM, NADH 0.2 mM, extracto 20 u/mi, PEP diferentes concen-

traciones, Mg™* libre 0.4 mM y malato 5 mM. EI CRA de las hojas usadas
en este experimento fue del48.0 % . Los puntos son los datos expen-
mentales, la linea es la tedrica resultante del mejor ajuste de los datos a la
ecuacidn 1.{e) sin malato, (0) con malato.
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Tabla 5. Efecto de Glc6P sobre los pardmetros cinéticos' aparentes de PEPC en
extractos crudos® desalados de hojas controles® y sometidas a déficit de agua’

PEPC-a PEPC-b
Hojas Vmax Kmpery  Vma/Km Ve Km(rer,) Vmac/Km
(U/ml) uM (U/ml) mM
Controles
Sin Glc6P 0.19£0.06 125 16 0671021 17.1+£52 0.039
(22 %) {78 %)
Con Glc6P 0.2} +£0.05 15+5 14 0.50+0.12 14.2+ 3 4 0.042
(26 %)* (74 %)*
Estresadas
Sin Glc6P 025+001 16874 1.5 084+011 1311438 0.064
(77 %)
Con Glc6P 047007 22+3 21 0.57+£009 339+22 0.017
' (45 %)* (55 %)"

'"Los valores de los parimetros cinéticos son la media + desviacion estindar de 4 experimentos
independientes. Los ensayos se realizaron en presencia de Glc6P 10 mM bajo las condiciones de los
ensayos descritas Métodos. En cada experimento el valor se estimb mediante un ajuste de los datos
experimentales a la ecuacion 1. *La extraccion se realizo6 como se describe en Métodos. *El contenido
relativo de agua fue del 86 = 3.9% en las hojas controles y 51.6 = 6.5 % en las hojas estresadas, *Entre

paréntesis se da el porcentaje de la actividad total de PEPC que corresponde a cada una de las formas.
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Figura 8. Griifica tiplca de una cinética de saturaclén por PEP de PEPC
de un extracto crudo desalado de hojas de frijol, en presencia de Glc6P.
Las condiciones de extraccién se describen en Métodos. Las condiciones
de ensayo fueron: Hepes-KOH 100 mM, EDTA 0.1 mM, MDH 2 U/ml,
NaHCO, 1 mM, NADH 0.2 mM, extracto 20 u/m!, PEP diferentes concen-

traciones, Mg** libre 0.4 mMy Gic6P 10 mM. EI CRA de las hojas usadas
en este experimento fue del62.0 % . Los puntos son los datos exper-

mentales, la linea es la tebrica resuttante del mejor ajuste de los datos ala
ecuacion 1.
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VIL.1.4. Efecto de cosolutos sobre la cinética de saturacion por PEP

Para investigar si las condiciones prevalecientes en la hoja durante el déficit de agua
favorecen la actividad de PEPC, estudiamos el efecto de una alta concentracién de prolina
(600 mM) sobre: 1) la cinética de saturacion de la enzima por PEP y 2) la inhibicién por

el malato en extractos crudos desalados provenientes de hojas controles o estresadas. Asi
mismo, con fines comparativos, se estudiaron los efectos de glicerol (600 mM), ya que se
sabe que este cosoluto afecta notablemente las propiedades cinéticas de la mayoria de las
PEPC estudiadas hasta la fecha.

Como se muestra en la Tabla 6, la inclusion de prolina 600 mM o de glicerol 600 mM en el
medio de ensayo no cambio significativamente ni la proporcion de PEPC-a y PEPC-b ni la
actividad total de la enzima en los extractos de hojas controles, aunque la prolina tuvo un
efecto claro sobre la Km(PEP) de ia forma PEPC-a, cuyo valor se redujo a la mitad,
mientras que el glicerol no tuvo ningun efecto. En el caso de los extractos de hojas
estresadas, ambos cosolutos afectaron en forma significativa la km(PEP) dela PEPC-a, que
se redujo casi 7 veces en presencia de prolina y 3 veces en presencia de glicerol, como se
muestra en la Tabla 6. La cinética de saturacion de la forma PEPC-b no se afecté por la
presencia de los cosolutos. Los efectos de la prolina y glicerol se muestran graficamente en

la Figura 9.

Con respecto a la respuesta al malato, la inclusion de prolina en el medio de €nsayo no
alteré la sensibilidad a este inhibidor de ninguna de las dos formas de la enzima ni en
extractos de hojas controles ni de estresadas, como se muestra en la Tabla 7. Teniendo en
cuenta las altas desviaciones estindares asociadas a los valores de /o s, no se puede concluir

que existan diferencias entre ambos tipos de extractos a este respecto.
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Tabla 6. Efecto de cosolutos sobre los parametros cinéticos' aparentes

de PEPC en extractos crudos desalados’ de hojas controles®

y sometidas a déficit de agua’

PEPC-a PEPC-H
Adicidn Vmax Kneery Vmax/Km Vmeax Kmern Vnae/Km
(Uml") @M)  (Uml'pMh {Uml") (mM) (Umi' mM
Hoias controles
Ninguna 0.18:003  33+4 4.24 1.08+0.31 141430 0.08
(14 %) (86 %)*
Prolina 600 mM 021+008  18%5 11.67 0.85+0.09 11504 0.07
(20 %)* (80 %)"
Glicerol 600 mM 021004 3819 5.52 1.03£0.15 12.5+2.3 0.08
a7 %) (83 %)
Hojas estresadas
Ninguna 0242006 1696l 1.42 0.99£0.31 142446 0.07
(19 %) (81 %)" .
Prolina 600 mM 0.18+004  25%7 7.20 051028 11.6+16 0.08
(17%)* (83 %)"
Glicerol 600 mM 030009 52:2 576 0.89+0.26 14.1£30 0.06
25 %)’ (75 %)*

"Los valores de los parémetros cinéticos son la media + desviacion estandar de 4

experimentos para las hojas controles y de § para las estresadas. Las condiciones de los

ensayos se describen en Métodos, en cada experimento el valor s¢ estimé un ajuste de los

datos experimentales a la ecuacion 1. “La extraccion se realizd como se describe en
Métodos. *El contenido relativo de agua en las hojas fue del 90.8 + 2.1 % en las hofas
controles y 51.8 + 9 % en las hojas estresadas. *Porcentaje de ta actividad total de PEPC que

cormresponde a cada una de las formas.




Actividad (U/ml)

1.0+

0.8 -
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0.4+
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[PEP libre] (mM)

Figura 9. Grifica tiplca de una cinética de saturacién por PEP libre de
PEPC en un extracto crudo desatzdo, de hojas de frilot on presencia
de cosolutos. A) Glicerol 600 mM. B) Prolina 600 mM. (o) sin el osmolito.
Las condiciones de extraccidén y de ensayo se describen en Métodos,
excepto la adicién del cosoluto. El CRA de las hojas usadas en este expe-

rimento fue del 50.0 %.
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Tabla 7. Efecto de prolina 600 mM sobre la sensibilidad a matato' de PEPC en
extractos crudos’ desalados de hojas controles y sometidas a déficit de agua.

PEPC-a PEPC-b PEPC-b/PEPC-a
Adicidn Igs Ao Ios Ao
(uM) (Uml") (mM) (Uml™} Ios
Hojas congroles®
Ninguna 70+ 15 0.243+0.019 91+09 0.282 + 0.057 130
Prolina 70 £ 139 0.203 £ 0.021 77+£1.1 0.279 £ 0.052 110
Hojas estresadas’
Ninguna 18+8 00760034 37005 0.148+0023 205
Prolina 35x17 0062+0020 59x105 0.149£0.030 169

! Los valores de los parametros de inhibicién son la media + desviacion estindar de 4 experimentos. Las
condiciones de los ensayos se describen en Métodos En cada experimento el valor se estimé un ajuste de
los datos experimentales 2 la ecuacién 2. * La extraccién se realizo como se describe en Métodos.  Ei
contenido relativo de agua en las hojas controles fue del 88,0 + 2.8 % y en las hojas sometidas a déficit de
agua fue del 52,9+ 2.7 %.



VIL.1.5. Efecto del pH sobre la actividad PEPC

Con el fin de investigar si el tratamiento de déficit de agua alteraba las propiedades del sitio
activo de la enzima, se investigd la dependencia del pH de la velocidad de la reaccign
catalizada por PEPC en ambos tipos de extractos. Estos estudios se hicieron a baja
concentracion de PEP libre (saturante para PEPC-a, pero no para PEPC-b) y a alta
concentracion de PEP libre (saturante para ambas formas). Los perfiles de velocidad
obtenidos (Figura 10) muestran la existencia de dos grupos ionizables, uno que se protona a
valores acidos de pH y otro a valores basicos con valores de pK, y pKs respectivamente.
Los datos experimentales se ajustaron por regresion no lineal a la ecuacion de un sistema
diprético (ecuacion 3, en Materiales y Métodos) y en la Tabla 8 se incluyen los valores de
PK estimados con estos ajustes. Como puede observarse el valor de pX; se reduce 10 1.5
unidades de pH al incrementar la concentracion de PEP en el medio de ensayo de 2.5 mM a
50 mM, mientras que el valor de pK» se incrementa 0.8 unidades de pH. No se encontraron

diferencias significativas entre hojas controles y estresadas en la respuesta al pH.

VIL2. Patrén isoenzimitico de PEPC en hoja de frijol

La electroforesis de extractos crudos de hoja de frijol en geles de poliacrilamida bajo
condiciones no desnaturalizantes y el posterior revelado de las bandas con actividad PEPC,
muestra que existen dos formas de la enzima que migran a diferente distancia en el campo
electroforético (Figura 11). La banda de migracién mis rapida no estd tan bien definida

como la mas lenta y en numerosas ocasiones presentd un barrido.

El contenido refativo de ambas formas en los extractos crudos se estimé por densitometria
de las dos bandas, asumiendo que la proteina PEPC en ellas tiene la misma actividad
especifica. La proporcion obtenida en ambas bandas correlaciona con la estimada por Ios

estudios de saturacion por PEP (17 y 83 % de actividad respectivamente).

Para conocer si las dos formas de PEPC estaban formadas por subunidades de igual o

diferente peso molecular se sometieron los extractos crudos a SDS-PAGE seguida por
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Actividad (u/ml)
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pH

Figura 10. Dependoncia del pH de la velocidad deo la reaccién
catalizada por PEPC de un extracto crudoe desalado de hojas de
frijol. Las condiciones de extraccién y de ensayo se describen en
Métodos, excepto la concentracién de PEP en el ensayo. PEP 2.5 (0)
y 50 mM ( o). EI CRA de las hojas utilizadas en este experimento fue
del 1.0 %.
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Tabla 8. Valores de pk? estimados para la enzima PEPC de extractos crudos desalados®
de hojas controles y sometidas a déficit’ de agua

PEP 2.5 mM PEP 50 mM
Hojas
pKi pK2 pKy pK2
Controles 6.7+0.1 21201 4405 99+00
Estresadas 65200 21+0.0 55+01 99+00

11.as condiciones de los ensayos se describen en Métodos. Los valores de pX se estimaron por medio
de un ajuste por regresién no lineal de los datos experimentales a la ecuacidén 3. *La extraccion se
realizé como se describe en Métodos. *El contenido relativo de agua fue del 90.3 + 1.9 % en las hojas

controles y 56.6 + 7.7 % en las hojas estresadas.




Figura 11. Electroforesis nativa de PEPC de extractos crudos desalados de hojas de frijol
controles (carriles 1 y 3) y hojas estresadas (carril 2). 1. Las hojas se sumergieron en agua
destilada. 2. Las hojas se sumergieron en una solucién de PEG al 25 % (p/v) 3. Se utiliza-
ron hojas recién corladas de plantas bien irrigadas. Las proteinas fueron separadas por un
gel de poliacritamida al 8 % como se describe en Métodos. Se aplicaron 0.02 unidades
totales de actividad de PEPC en cada carril.

63



electrotransferencia e inmunodeteccion por anticuerpos antiPEPC de hoja de maiz. A pesar
de numerosos intentos en los que se cambiaron las condiciones del experimento no
encontramos las bandas esperadas de una masa molecular de alrededor de 100 kD, que es
aproiimadamente el de las subunidades de todas las PEPC de plantas descritas hasta la
fecha, Se detectd por el contrario una banda de masa molecular de 52,5 kDa (Fig. 12,
carriles 6 y 7). Sin embargo, se ha reportado una PEPC de peso de 60 kDa por cada
subunidad en Methanothermus sociabilis, una bacteria termofila (Sako e al. 1996).

E! suero preinmune no reveld ninguna banda de proteina. El bajo peso molecular de la
banda que se revela con el anticuerpo heterélogo nos hizo pensar que de tratarse de PEPC
deberia ser un producto de degradacion proteolitica de la enzima. Se hicieron entonces
inmunotransferencias de la enzima parcialmente purificada usando fracciones del pico de
actividad obtenido de la columna de filtracion en gel (vease Seccidn VIL3.) y de esta forma
se pudo detectar una banda del peso molecular éspérado de 102 kDa, ademais de la de bajo
peso molecular detectada en los extractos crudos, que ahora se manifestaba como muy
abundante (Fig. 12). El peso molecular de esta dltima esta cercano al esperado para
Rubisco. Dada la gran cantidad de Rubisco en hojas de frijol y el hecho conocido para otra
planta C; de que copurifica con PEPC (Miziorko ef al, 1974), pensamos que nuestro
anticuerpo pudiera haber reconocido a algin epitope de esta enzima.

Con el fin de investigar esta posibilidad se inoculé un conejo con proteina procedente de la
regién de masa molecular de 50 a 60 kDa de un gel preparativo de poliacrilamida en
presencia de SDS. Una vez obtenidos los anticuerpos, se usaron para el revelado de una
membrana a la que se habia transferido PEPC de hoja de maiz, PEPC de hoja de fijol
parcialmente purificada y albimina sérica bovina. Como puede observarse en la Figura 13.
ni el anticuerpo antiPEPC, ni el antiproteinas 50-60 kDa cruzaron con la albamina a pesar
de que se aplicd igual cantidad de esta proteina que la de proteina total en los otros carriles.
Sorprendentemente, el anticuerpo antiproteina 50 - 60 kDa reconocié no solo a la banda de
50-60 kDa sino también a la de 102 kDa, aunque no dié ninguna sefial con la PEPC de hoja
de maiz que habia dado una muy firerte sefial con su anticuerpo homélogo. El barrido
observado en este carril se debe a que la preparacion de PEPC usada era parcialmente pura
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Figura 13. Westem blot de PEPC. La clectrotransferencia fue realizada de una
electroforesis SDS - PAGE al 8 % de acrilamida. A) Fueron aplicados 40 pg de
PEPC parcialmente purificada de hoja de maiz (carril 1), 20 pg de PEPC
parcialmente purificada de hoja de frijo] (carril 2) y 40 pg de albimina de suero
bovino (carril 3). La inmunodeteccion se hizo con anticuerpos antiPEPC de hoja
de maiz. B) Se aplicaron iguales cantidades y condiciones de protcina que en
los carriles 1 y 2 de A, pero fueron inmunodetectados con anticuerpos antiprotei
nas de 50 - 60 kDa obtenidos como se describieron en Métodos.



y habia sido almacenada por varios meses, por lo que seguramente estaba parcialmente

degradada.

Investigamos si e! tratamiento de las hojas con PEG producia alguna alteracion en el patron
electroforético bajo condiciones no desnaturalizantes. Como puede observarse en la figura
11, si hubo diferencias notables entre los extractos de hojas controles y estresadas con
respecto a la intensidad relativa de las bandas, ain cuando se aplicaron las mismas unidades
de actividad PEPC en los dos casos. La actividad asociada con la banda que migra mas
lentamente es claramente mayor en los extractos de hojas estresadas que en los extractos de

hojas controles. Este resultado fue totalmente reproducible.
VIL3. Purificacién parcial de PEPC de hoja de frijol

En un intento de obtener enzima pura para la obtencion de anticuerpos policlonales
monoespecificos y para lograr [a separacion de ambas formas de la enzima y asi, poderlas

caracterizar cinética y fisicoquimicamente en forma aislada, se abord6 la purificacion. Se
probaron diferentes estrategias de purificacion usando las cromatografias descritas en los
Materiales y Métodos. Uno de los principales problemas al que nos enfrentamos en el
proceso de purificacion fue la alta inestabilidad de la enzima en los medios de extraccion y
a la utilizacién de sales para el gradiente en la cromatografia de intercambio idnico. Esto
nos llevo a investigar las condiciones en las que se la enzima fuera mas estable. La
inclusion de glicerol y etilénglicol en las soluciones amortiguadoras permitieron que la
actividad de la enzima se mantuviera, y la utilizacion de NaCl para el gradiente de la
cromatografia de intercambio idnico no la inactivo, a pesar de que esta sal inactiva 2 las
PEPC de otras especies (Manetas ef al.,,1985). En la Tabla 9 se resumen los resultados
obtenidos. Los perfiles de elucién de las cromatografias hidrofobicas, de intercambio ionico

y de exclusién molecular se muestran en las Figuras 14, 15 y 16, respectivamente.
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Tabla 9. Resultados de los pasos de purificacion

de PEPC de hoja de frijo!
Proteina Actividad Actividad Veces de Rendimiento
Paso de Purificacion Total Total especifica Purificacion (%)

{mg) (unidades) _ (unidades/mg)

Extracto crudo 620 50 0.08 1.0 100
Sulfato de Amonio 203 46 0.23 29 92
Fenilsefarosa 585 30 0.51 6.4 60
Q-Sefarosa flujo rapido 213 15.5 0.73 9.0 31
Superdex 200 64 89 1.39 17.4 18

En lIa cromatografia de exclusion molecular encontramos dos picos de actividad, como se
muestra en la figura 16. La méxima ectividad del primer pico que es el mayoritario se
obtuvo tras un tiempo de retencion de 98 minutos, mientras que el del segundo fite de 116
minutos. Al sumar la actividad de cada una de las fracciones obtuvimos 8.9 unidades
totales, por lo que ¢l rendimiento de esta columna fue de! 18 %. Cada fraccion se mantuvo
separada determindndole a cada una su actividad especifica. La que tuvo Ia mayor actividad
fue la del tiempo de retencion de 98 minutos con 1.96 U/mg de proteina.

La purificacion resulté sumamente laboriosa a consecuencia fundamentalmente de la alta
inestabilidad de 1a enzima y de la abundancia de Rubisco en este tejido. Debido a ello, no
nos fue posible lograr unz purificacién total como era nuestro objetivo original, por lo que
no se pudieron obtener anticuerpos antiPEPC de hoja de frijol.
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Figura 14. Perfll de eluclén de la activided PEPC de hoja de frijot de
una columna hidroféblca de Fenil-sefarcsa CL4B HR. Los amortiguadores
de equilibrio y elucién se describen en Métodos. (= ) Perfil de actividad,
( * ) perfil de protelna. La linea recta indica el gradiente de concentracién de
etilénglicol usado en la elucién.
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Figura 18. Perfil do oluclén do la actividad PEPC de hola do frijol de

una columna de Intercambio lénico de Q-scfarosa de flujo rapido.
Los amortiguadores de equilibrio y elucién se describen en Métodos.

{=) Perfil de actividad, ( *) perfil de protelna. La linea recta indica la
pendiente de concentracién de NaCl usado en elucién.
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Figura 18. Perfll de eluclén de la actividad PEPC de hoja de frijol de una
columna de exclusién molecular de Superdex 200. Los amortiguadores
de equilibrio y de elucidn se describen en Métodos, () Perfil de actividad,
( * ) Perfil de proteina.
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VIII. DISCUSION
VIILL. Propiedades de ia enzima PEPC de hoja de frijol

La actividad PEPC encontrada en extractos crudos de hoja de frijol es baja si se le compara
con las altas actividades encontradas en hojas de plantas C4 como maiz; sin embargo, esta’
actividad concuerda con las actividades de PEPC encontradas en otras plantas Cy (Miziorco

et al, 1974).

La enzima muestra una compleja cinética de saturacion por el sustrato PEP indicativa de la
presencia en el medio de ensayo de dos formas no interconvertibles, al menos durante el
tiempo que dura el ensayo, ambas con actividad enzimatica pero con propiedades cinéticas
diferentes. Estas dos formas, a las que hemos llamado PEPC-a y PEPC-b, pudieran ser
diferentes estados de agregacion de la misma isoenzima o dos isoenzimas diferentes. En el
primer caso, podrian ser un artefacto resultado de la alta dilucion de la enzima en el ensayo.
Teniendo en cuenta que la mayoria de las PEPC de plantas estudiadas hasta la fecha son
tetrameros en su forma nativa (O'Leary, 1982; Maruyama ef al., 1962; Mares y Leblova,
1980; Walker et al,, 1986) y que las isoenzimas de hoja de plantas CAM como de plantas
C, se disocian a dimeros bajo un buen numero de condiciones (Wu y Wedding, 1987;
Meyer ef al, 1991; Uedan y Sugiyama, 1976; Podests y Andreo,' 1989), podria pensarse
que en el medio de ensayo existe una mezcla de tetrimeros y dimeros en equilibrio. Sin
embargo, se sabe que ¢! sustrato PEP y el cofactor Mg?* favorecen a la forma tetramérica.
Seria de esperar, entonces, que a medida que se aumenta la concentracion de PEP en el
medio de ensayo el equilibrio dimero—(;—r tetramero se desplazara hacia la derecha. De
ser asi, la saturacién por PEP de la forma tetramérica seria la correspondiente al segundo
componente de la cinética observada, que es el que muestra una Xm(PEP) elevadisima y
por tanto una afinidad muy baja por este sustrato. Resulta contradictorio que el sustrato
promueva la aparicién de la forma por la que posee una menor afinidad, va sea ésta
tetrimero o dimero. Es por esto que pensamos que las dos formas no se interconvierten en
el ensayo al aumentar la concentracion del sustrato, por lo que es posible que se trate de dos

verdaderas isoenzimas.

74



En apoyo de esta conclusion preliminar estan los resuitados obtenidos cuando la saturacion
por PEP se lleva a cabo en presencia de glicerol. Se sabe que este cosoluto favorece el
estado tetramérico de la enzima de plantas C, y CAM vy evita su disociacion por dilucién
(Podesta y Andreo, 1989, Wu y Wedding, 1987.). Pero en el caso de la enzima de hoja de
frijol objeto de este estudio la presencia de glicerol en el medio de ensayo no altera ni la
Vmax ni la Km(PEP) de las dos actividades detectadas. En otras palabras, glicerol no
afectaria el grado de disociacién de la enzima, contrario a lo que se ha observado hasta la
fecha. Sin embargo, pudiese ser que el paso de dimero a tetrimero sea lento y no se alcnace
a observar durante ¢! tiempo del ensayo de actividad. Por ello, para concluir que no se trata
de dos estados de agregacion, en base solamente a estudios de velocidad inicial con
extractos crudos, se requeririan experimentos adicionales que determinen si la
preincubacién de la enzima diluida por tiempos largos con diferentes concentraciones de
sustrato o efectores afecta la proporcion relativa de los dos componentes observados en la
cinética de saturacion y si esta cinética depende de la concentracion de la enzima en el

ensayo.

La prueba definitiva de Ia existencia de al menos dos isoenzimas se lograria al separar y
caracterizar en forma independiente a ambas y/o al clonar sus genes. Nosotros en este
trabajo intentamos el primero de estos dos enfoques experimentales y encontramos

evidencia adicional de que se trata de dos isoenzimas.

En primer lugar, los zimogramas de los extractos crudos mostraron también dos formas
predominantes de PEPC con diferente movilidad electroforética. Puesto que se trata de una
electroforesis bajo condiciones no desnaturalizantes en geles de una sola concentracién de
poliacrilamida, las diferencias de movilidad de las dos formas pueden deberse a diferencias
en su masa molecular, en su carga neta o en ambas propiedades. Las dos bandas estin lo
suficientemente bien definidas como para descartar que sean el resultado de una disociacion
de la enzima durante el proceso electroforético, ya que en este caso se observaria un barrido
entre ellas, Ello indica que las dos formas estin presentes en el extracto crudo, en el que

existe una considerable concentracién de proteina ¥y que contiene cosolutos estabilizadores
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como glicerol y etilénglicol en una alta concentracion. De hecho, la electroforesis de un
extracto crudo en ausencia de estos cosolutos hace que se pierda la actividad de ambas
formas y no se pueda observar ninguna banda con actividad de PEPC, lo que sugiere que
ambas formas son susceptibles de disociacion durante el proceso etectroforético. Por el
momento, no sasbemos cual de las dos bandas, si alguna, corresponde a PEPC-a y cual a
PEPC-b.

En segundo lugar, se¢ obtuvieron dos picos de actividad PEPC en la cromatografia de
filtracion en gel. Uno de los picos corresponde a una masa molecular cercana a los 500 kDa
y ¢l otro a una masa molecular cercana a los 250 kDa, lo que sugiere que una de las formas
es un tetrdmero y la otra un dimero, de ser la masa molecular de la subunidad cercana a 100
kDa, como es el caso de todas las PEPC estudiadas hasta la fecha. Tratamos de comprobar
este ultimo punto por medio de SDS-PAGE, electrotransferencia e inmunodeteccion usando
anticuerpos heterdlogos (anti-PEPC de hoja de maiz) y sorprendentemente encontramos
que estos anticuerpos cruzan con dos proteinas de peso molecular 102 kDa y 52,5 kDa. S§i
estas dos proteinas reactivas son PEPC podriamos pensar que ambas formas de la enzima

son tetrimeros, pero formados por subunidades de masa molecular diferente.

En un intento de comprobar si la banda de bajo peso molecular era PEPC, o un producto de
degradacién proteolitica de ésta, obtuvimos anticuerpos frente a las proteinas de frijol con
subunidades de peso molecular comprendida entre 50 y 60 kDa. Estos anticuerpos cruzaron
no s36lo con las bandas de masa molecular frente a las que se obtuvieron, sino también con
una(s) proteina(s) de masa molecular de 102 kDa. Este resultado sugiere que si existe
relacion inmunologica entre proteinas de masas tan diferentes, aunque no es una prueba

concluyente de que se trate de PEPC en ambos casos.

Desgraciadamente, la gran inestabilidad de la enzima, que logramos en parte contramestar
evitando el uso de sales de fosfato e incluyendo los cosolutos mencionados y malato en los
amortiguadores usados durante el proceso de purificacién, aunado a la abundancia de
Rubisco en hoja de frijol, nos impidieron lograr su purificacion a homogeneidad en el

tiempo disponible para el desarrollo de esta tesis.
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Cuslquiera que sea la naturaleza de las dos formas de PEPC detectadas en hoja de frijol,
cabe hacerse la pregunta; ;de qué le sirve a la planta una enzima tan ineficiente como la

que nosotros hemos [lamado PEPC-b?.

Esta forma, que o es la mas abundante o la que posee mayor Acat de las dos, tiene una
afinidad tan baja por PEP que su grado de saturacién in vivo debe ser practicamente cero
dado que las concentraciones intracelulares de esta metabolito en hoja de plantas C3 no
deben exceder 0.1 mM. Por otra parte, su afinidad por PEP no se incrementa en presencia
de GIc6P, ni de glicerol, que son los dos compuestos que producen disminuciones
importantes en las Km(PEP) de las PEPC estudiadas hasta la fecha. Por tanto, a no ser que
exista algin metabolito activador desconocido a 1a fecha que produzca una drastica

reduccion de la Km(PEP), esta forma de lz enzima estaria practicamente inactiva in vivo.

Pado que los estudios cinéticos se han realizado con extractos crudos, existe un gran error
experimental asociado a la determinacién de Vmax, que refleja no solo la kcat de la enzima
sino la cantidad de enzima extraida en cada experimento. Por esto, los ligeros efectos de los
metabolitos o del glicerol sobre este parametro cinético son dificiles de evaluar y, en todo
caso, parecen ser también no significativos. Todo ello parece indicar que la actividad
PEPC-b no es regulable. La posibilidad de que sea un artefacto de la extraccion, por
ejemplo, 1a consecuencia de proteolisis parcial de la forma fisiologica o de una disociacién
de una forma tetramérica, no puede ser descartada por €] momento.

La otra forma de PEPC observada (PEPC-a) posee una afinidad muy alta por PEP, con un
valor de Km que es cercano a las concentraciones fisiologicas de este metabolito. La

actividad de esta forma, por tanto si parece ser fisiologicamente relevante.

Sorprendentemente, a diferencia de las PEPC de hojas de plantas C; y CAM cuya
regulacion por malato se hace fundamentalmente modulando su afinidad por el sustrato
PEP por medio de una inhibicion fundamentalmente competitiva, en el caso de hoja de
frijol este inhibidor disminuye la Pmax.y la Km(PEP), indicando un mecanismo de



inhibicion diferente. El activador Glc6P disminuye ligeramente la Km{PEP), dos veces, y
no afecta la Vmax. Esta enzima parece ser mucho menos sensible a la activacion por
anicares fosforilados que las enzimas de hojas de plantas Csy CAM. La prolina produjo un

efecto similar al de Glc6P, mientras que el glicerol no tuvo ningun efecto.

La cinética de saturacién de la PEPC por malato también presenté dos componentes,
consistente con la presencia de dos formas de la enzima, una con una alta afinidad por el
inhibidor y otra con muy baja afinidad. A pesar de que las desviaciones estindares
asociadas al parametro [ s son muy altas, podemos afirmar que la diferencia en el valor de
Ips entre ambas formas (PEPC-a y PEPC-b) es de dos drdenes de magnitud. Ello hace a
PEPC-b pricticamente insensible a la regulacion por retroalimentacién de este inhibidor, es
decir, la actividad de la PEPC-b no estaria in vivo regulada por el malato. Estos resultados
apoyan la conclusién de que PEPC-a es la forma que existe in vivo, mientras que la PEPC-b

pudiera ser un artefacto experimental.

También existen diferencias significativas entre las PEPC-a y PEPC-b en relacion con los
valores de pK de los grupos ionizables del sitio activo. A PEP 5 mM estariamos observando
fundamentalmente el efecto del pH sobre la kcat de la forma PEPC-a, mientras que a 50
mM estariamos observando el efecto sobre la kcar de la forma PEPC-b. De ser esto cierto,
une de los dos grupos tonizables involucrados es significativamente mas 4cido en PEPC-b.
Estos resultados merecen ser confirmados y ampliados, en caso de que estudios posteriores
demuestren que PEPC-b no es un artefacto.

VIL2. Efectos del déficit de agua sobre la enzima PEPC de hoja de frijol

Encontramos dos diferencias importantes entre la enzima presente en extractos de hojas
controles y la enzima presente en extractos de hojas sometidas a déficit de agua. La primera
¢s la elevadz Kni(PEP} de la forma que pensamos es la fisiologicamente relevante (PEPC-a)
de los extractos de hojas sometidas a déficit hidrico. La afinidad por PEP de PEPC-a es
aproximadamente & veces menor que la afinidad de la misma forma en extractos de hojas

controles. Puesto que la Vmax no se altera, la eficiencia catalitica medida como Vmax/Km
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s 6 veces menor, este resultado estaria indicando una actividad de PEPC disminuida,
contrario a lo esperado, bajo condiciones de sequia si las concentraciones intracelulares de
PEP no se incrementan en forma compensatoria. Sin embargo, estas diferencias entre la
actividad de PEPC en hojas controles y estresadas se invierten en presencia de malato, de
Glc6P, del osmolito prolina o del cosoluto glicerol. Parece, por tanto, que bajo las
condiciones intracelulares que posiblemente existen durante el déficit hidrico (altos niveles
de prolina) Ia actividad de PEPC no se veria afectada negativamente por esta condicion

ambiental adversa.

Otra diferencia interesante entre la PEPC de ambos tipos de extractos fue la encontrada en
los zimogramas. A pesar de que se aplicaban las mismas unidades de actividad PEPC, la
enzima proveniente de hojas estresadas producia tras la electroforesis bandas de actividad
mucho mas intensas que la enzima procedente de hojas controles. Esto podria ser el
resultado de una mayor estabilidad de la enzima de plantas estresadas, lo que constituiria
una importante adaptacion dado que las condiciones que acompafian al estrés osmotico
favorecen la inactivacion y desnaturalizacién de las proteinas. Por esto, las posibles
diferencias en estabilidad entre PEPC de hojas controles y estresadas es un importante

aspecto que amerita ser investigado en el futuro.

Por el momento, no sabemos qué modificacion o modificaciones sufre la proteina PEPC-a a
consecuencia del déficit hidrico, modificacion(es} que se reflejz(n) en un incremento en la
Km(PEP) y en la estabilidad de la enzima frente a las condiciones de electroforesis en geles
de poliacrilamida. Esta(s) modificacién(es) es(son) lo suficientemente estable(s) como para
que sus efectos sean observados en extractos después de ser desalados. Esto descarta que
los cambios observados se deban a la presencia de compuestos de bajo peso molecular que
se acumulan en respuesta al estrés osmotico (iones y solutos compatibles) y sugiere que
probablemente se trate de una modificacion covalente. Es tentador especular que esta
modificacion le confiere a la enzima mayor estabilidad en detrimento de su eficiencia
catalitica, pero que el efecto adverso sobre la catalisis es eliminado, e incluso convertido en
un efecto positivo, en presencia de prolina, glc6P o malato. Es de destacar que malato se
conoce como el inhibidor fisiclogicamente més importante de las PEPC de plantas
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estudiado hasta la fecha, [a eficiencia de la enzima PEPC-a de hojas estresadas es 10 veces
superior a la de la enzima PEPC-a de hojas controles. El malato se esta comportando, por
tanto, como un activador muy eficiente bajo condiciones de déficit de agua, equiparable a
Glc6P que produce un valor Vmax/Km(PEP) similar al que se obtiene en presencia de
malato. Sin embargo, una evaluacion mas certera del efecto que estos compuestos tengan in
vivo sobre la actividlad PEPC requiere del conocimiento de sus concentraciones

intracelulares bajo diferentes condiciones, lo que hasta el momento no se tiene.



[X. CONCLUSIONES

El trabajo presentado en esta tesis ha establecido las bases para futuras investigaciones que
permitan la caracterizacion completa de la enzima PEPC de hojas de frijol y su respuesta al
déficit de aguz. Podemos afirmar por ello que ha abierto una linea de investigacion. Las

conclusiones preliminares mas importantes son:

1} En extractos crudos de hojas de frijol existen dos formas de PEPC que difieren en sus
propiedades cinéticas (afinidad por PEP y por malato, Vmax, respuesta a GlcoP, a

malato y a prolina, dependencia del pH de la Vimax) y en su movilidad electroforética.

2} El déficit de agua provoca un incremento significativo en la Km(PEP) de la forma de
PEPC-a que parece ser la fisiologicamente relevante (que se traduce en una reduccién
de 1a eficiencia catalitica de 6 veces con respecto a la enzima de hojas controles), Estas
diferencias son revertidas por los efectores de PEPC, malato y Glc6P y por el osmotito
prolina. Ello permite suponer una actividad significativa de PEPC bajo estas

condiciones ambientales adversas,
3) Laenzima PEPC presente en extractos de hojas estresadas es mas estable que la enzima

presente en extractos de hojas no estresadas frente a las condiciones inestabilizantes de

la electroforesis en geles de poliacrilamida.
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