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1. INTRODUCCION.

Aproximadamente de un 90 a 95% de fa materia seca de un cultivo se deriva del
CO, atmostérico asimilado durante la fotosintesis (1). Por ello, la comprension de
fos procesas bioquimicos responsables de la asimilacion de este compuesto es de
maximo interés no solo cientifico, sino {ambién ccondmico, en monientos como
los actuales en los que la preocupacion por la conservacion de las fuentes
renovables de energin y In necesidad de incrementar la produccion mundial de
alimentos erece dia a dia.

Il frijol (Phaseolus vidgaris 1..) es una leguminosy cuyo fruto es una vaina (ejote)
y es ¢l segundo cultivo en importancia en México debido a que su semilla
constituye un producto alimenticio de alto consumo en el pais. El heclio de que la
semilla del fitjol tenga un alto contenido de proteina fa hace un alimento
indispensable para una gran parte de Ia poblacion mexicana que no cuenta con los
recursos suficientes para abastecerse de proteina de origen animal. Este hecho nos
ha planteado la necesidad de conocer con detalie algunos de los procesos
metabolicos que se Hevan a cabo en esta planta con el objeto de aportar
informacion para ayudar a que el mcjoramiento genético pueda ser lievado a cabo
de una manera racional.

Una de las funciones mas importantes de la PEPC es la anaplerotica, funcion que
cobra especial relevancia en aquellos tejidos o bajo aquellas condiciones en las que
hay una sintesis activa de proteinas. En este sentido, PEPC participa en la particion
del carbono entre carbohidratos y aminodcidos. La regulacion de esta particion en
plantas ha sido pobremente estudiada, siendo esta regulacion especialinente
imporiante en plantas como fiijol, en lus que su valor ccondmico radica en su
elevada capacidad de almacenar proteina en las semillas.

En hoja de frijol se ha reportado evidencia de la existencia de tres isoenzimas, pero
1o han sido careacterizadas ni cinética ni molecularmente. Dada la importancia del
frijol en México, nosotros iniciamos este estudio sohre las isoenzimas presentes en
hoju de frijol como un primer paso para entender la funcion o fuuciones
metabolicas que esta enzima desempeia en ¢l fifjol y de su participacion en la
productividad de esta planta, productividad entendida como cantidad y calidad de
Ja semilla siendo el contenido proteico un componente fundamental de esta itltima.



2. ANTECEDENTES.
2.1 FOSFOENOLPIRUVATO CARBOXILASA DE PLANTAS.

PEPC esta ampliamente distribuida en plantas: participa en Ja fotosintesis de
plantas C4 y plantas CAM, en las que esti asociada con la fijacion inicial de CO,
(2, 3), y juega un papel muy importante como enzima anaplerdtica en el
metabolismo de plantas C3 (2, 3, 4).

2.1.1 Reaccion catalizada por PEPC,

PEPC cataliza la B-carboxilacion iireversible de fosfoenolpiruvato (PEP) para
producir oxalacetato y fosfato inorginico (2).
La rcaccion catalizada cs la signiente:

PEPC . =
o ¥ OAA ' HPO
Mg

PEP “ HCO,

AG® = -7.2 Kcal/mol

Fsta reaccién es altamente exergdnica y vequiere un cation divalente que in vivo
parece ser Mp2*, aunque in vitro puede usar Mn2* ¢ Co2* (2). A diferencia de
otras reacciones de carboxilacion catalizadas enzimaticamente donde el sustrato es
bicarbonato, la reaccion de PEPC no es dependicnte de biotina (5, 6).

Se ha reportado que la afinidad del sitio activo de la enzima por el complejo PEP-
Mgt es mucho mayor que por PEP ¢ Mp?* libres, por lo cual se considera que ¢l
complejo es el sustrato preferencial de la reaccion catalizada por PEPC (7, 8). PEP
libre se comporta como un activador de la enzima de maiz, por lo que se ha
propiesto que existe un sitio alostérico regulatorio que fija PEP libre y el cual no
puede upir Mg+ (7).

2.1.2 Caracteristicas moleculares.

Se ha reportade un masa molecular de alrededor de 400 kDa para. PEPC
purtficada de hoja de maiz y otras plantas C4 (9, 10). La enzima de hoja de maiz
presenta una wiica banda con una masa mofecular aproximada de 100 kDDa en
SDS-PAGE, lo que indica que la enzima es wn homotetrmero (9, 11). Sin
embargo, algunos autores proponen que PEPC puede existir en diferentes formas
oligomeéricas in vive (12, 13, 14). La forma activa de PEPC es el homotetrimero,



siendo el dimero mucho menos activo o inactivo y el mondémero inactivo, La
existencia de formas diméricas o monoméricas depende del pH, de la fuerza ionica
(12, 14, 15), de b temperatura (13, 16) y de la concentracion de fa PEPC (17). De
esta manera la disociacion de la enzima es promovida por valores de pH dcidos o
alcalinos (12, 14), por fuerzas ionicas altas (14), por bajas temperaturas, por
dilucion (18) y por la ausencia de apentes reductores como DTT (19). Por otro
lado, se ha reportado que fa presencia de glicerol estabiliza la estructura nativa y fa
actividad de la proteina (20).

Casi todas las secuencias muestran un elevado prado de homologia, La mitad hacia
el extremo carboxilo esta muy fuertemente conservada, encontrandose las mayores
diferencias hacia el extremo amino tenninal (4).

Estudios de modificacidn quimica con la enzima de hoja de maiz indican que
residuos de arginina (21), lisina (22, 23), histidina (24), cisteina (25) y carboxilo
(26) son esenciales para la actividad catalitica.

2.1.3 Isoformas y funciones metabdlicas.

En base a la actividad especifica de la enzima en los extactos crudos y en los
valores de Kimgpgp) se ha sugerido que las isoformas de PEPC pueden clasificarse
en cuatro grupos (27):

1. PEPC de hojas de plantas C3 con una baja Kingppp) y una baja actividad

especifica.

2. PEPC de hojas de plantas C4 con una alta Kinppp) y una actividad

especifica elevada.

3. PEPC de hojas d¢ plantas CAM con una baja Kmpyzp, y una elevada

actividad especifica.

4. PEPC de tipo no autotrdfico 6 de tejidos no verdes con una Knipyp) y

actividad especifica bajas.

S0 cuanto a las funciones de las diferentes isoformas de PEPC de plantas
superiores se pueden aprupar en dos grandes categorias (28):

[. En hojas de plantas C3 y en los tejidos no fotosintéticos de todo tipo de plantas
PEPC estd involucrada en  funciones anaplerdticas, que incluyen el
reabastecimiento de oxaloacelato para la sintesis de aminoacidos y porfirinas y
para el relleno del ciclo del acido citrico (29, 30, 31). Ademds participa en
inecanismos bioguinicos para el mantenimiento del pH (32),-1a regulacion de la
osmolaridad (33), la apertura y cierve de estomas (33), la [lijacion de nitrdgeno



(34), en las lanzaderas de NADPH (34) y en la recaptura del CO, respirado (34).

2. Eu hojas de plantas C4 y CAM la isoforma predaminante esth asociada a la
asimilacion {otosintética de CO,. En plantas C4, la enzima esta localizada en las
células de mesofilo y cataliza el primer paso de la ruta metabdlica conocida como
ruta C4 ncorporanda el CO, atmosférico en un compuesto organico de cuatro
carbonos (OAA). La existencia de este metabolismo minimiza las pérdidas de
carbono y energia praducidas por la fotorrespiracion y explica la velocidad de
crecimiento superior observada en plantas C4 a temperaturas altas y niveles altos
de iluminacion y de O, en comparacion con la de plantas C3 (35). En plantas
CAM la fijacién del CO, atmosférica por PEPC ocwire durante la noche,
acumulandose como malato en las vacnolas. Este mecanismo minimiza las
pérdidas de agua en plantas de zonas aridas o semidridas, en las cuales los estomas
se abren solo durante la noche (36).

EEn un estudio comparativo tendiente a investigar ¢l grado de homologia ente las
PEPCs de plantas C3 y C4 en el cual emplewon PAGE e identificaron
inmunol égicamente a la proteina, se reporta la presencia de varias isoformas con
tamafios monoméricos ligeramente distintos; en hojas de trigo y cebada observaron
dos bandas, en hojas etioladas de maiz tres bandas y en lojas de anoz cuatro
bandas, mientras que en hojas verdes de maiz o tabaco sélo se detecto una banda.
Esta informacién indica que la presencia de distintas isoformas de PEPC en los
diferentes tejidos de una planta no es un fenomeno aislado y sugiere que hay
maltiples formas de subunidades de PEPC en plantas C3 (35).

It hecho de que existan diferentes isoformas de PEPC que participan en funciones
metabolicas diversas ha conducido a Ja bisqueda del o los genes que las codifican.
Se ha encontrado que existen de fres a cuatro familias de genes nucleares que
codifican para las diferentes isoformas de PEPC de plantas: las formas
fotosintéticas de hojas de plantas C4, las formas anaplerdticas de hojas etioladas
de plantas C4 y de hiojas de plantas C3, las formas fotosiniéticas de hojas de
plantas CAM y las formas anapleroticas de rafz (37, 38, 39, 40, 41, 42). PEPC
fotosintélica de plantas C4 esta codificada por una copia finica de un gen en Sorgo
(40, 43) y en mafz (36), pero esta codificada por genes multiples en Flaveria
trinervia (una planta dicotileddnen tipo C4) (41, 44) y en soya (planta tipo C3)
(45).

I3 estudio de la evolucion molecutar de PEPC mediante el alineamiento de todas
las secuencias de PEPCs disponibles, asistido por computadora (28) y apoyados



con otros datos como las familias de genes que codifican para fas fomus de
PEPCs, ha indicado que Ia forma C3 de la enzima es {a fonma primitiva de las
plantas y que tanto las isoformas C4 y CAM se originaron a partir de ésta y en
forma independicnte durante I evolicidn.

2.1.4 Regulacidn.
1. A nivel de Ia cantidad de enzima:
-Disponibilidad y fuente de nitrégeno.

Unto de los procesos metabdlicos de mayor importancia en los que participa Ia
PEPC es el de sintesis de aminoacidos. Por ellg, no es soiprendente que la fuente
nitrogenada a ki que tiene acceso la planta afecte la actividad de la PEPC.

Algimos autores cnicontraron que la proporcion de las das cnzimas carboxilantes
(PEPC y RUBISCO) en fa primera hoja de frijol varia dependiendo de 1a fuente de
nitrogeno utilizada en el cultivo de las plantas. La relacion RUBISCO/PEPC en
plantas cultivadas en nitrato fue wenor que las cultivadas en amonio ©
amonto/nitrato. Estos resultados sugicren que PEPC juega un papel més
significativo en el fifjol cultivado en nittato (46). Posteriormente fireron
confinnados estos datos al administrar diferentes fuentes de nitrdgeno (nitrato o
amonio) a plantas de frijol no noduladas, ya que las hojas de plantas cultivadas en
nitratoe mostraban un mayor incremento en fa actividad de la PEPC, expresada en
base 4 Ia cantidad de proteina, que fas cultivadas en amonio (47).

Fn estudios recicnies se encontrd que la fercera hoja de tigo responde a la
demanda de esqueletos de carbono asociada a alto consumo de nitrdgeno con
aumientos en la actividad de PEPC y disminucion en fa actividad de sacarosa
fosfato siutetasa (48).

Cuando las liojas de maiz crecidas en ansencia de nitvdgeno son suplementadas
con nitrato o glutamina se observa acumulacion selectiva de PEPC (49, §0). El
suplemento de nitrogeno incrementa ¢l nivel de RNAm y de proteina de PEPC,
siendo este incremento mis pronuvnciado con ef suplemento amonio o glutaming
que con nitrato (51). La induccion de fa isoforma C4 de PEPC por nitrato, amonio
o glutamina, correlaciona bien con la elevada eficiencia de uso del nitrogeno por
las plantas C4, las cuales canalizan la mayoria del nitrdgeno de la hoja hacia PEPC
(36). tista via parece ser regulada especificamente por la glutamina hacia los
esqueletos de carbono generados por 1a PEPC, producto de la asimilacion tanto del

4]



pittato como del amonio, pues la gliamina en plantas de trigo estinmla la
fosforilacidn de la PEPC e incrementa [a cantidad de RNAm de esta enzima (52).

-Déficit de agua.

Uno de los estreses ambientales al cual la mayoria de las plantas se ven
cxpuestas en alguna etapa de su vida es el déficit de agua (53, 54, 55).

Se ha reportado que la actividad de PEPC se incrementa en nodulos de alfalfa
sometidos a estrés de agua severo, siendo al parecer la PEPC la tinica enzima de
noduto euya actividad se incrementa en estas condiciones (56). Por otra parte se ha
observado que el cambio del metabolisme C3 a CAM en fa planta
Mesembryanthenum crystallinem, provocado por estrés de agua, va acompaiiado
de un incremento en la actividad de la PEPC y de un avmento en la cantidad del
RNAm de esta enzima (57, 58).

Recientemente en nuestro laboratorio se ha encontrado que fa actividad, la proteina
y los niveles de RNAm de PEPC presentan un incremento en hoja de maiz
sometidas a estrés hidrico por tratamiento con PEG (M. Rodriguez Penagos, y R.
A. Muftoz Clares, manuscrito en preparacion).

- Luz,

La iluminacion de plantas mantenidas previamente en oscuridad incrementa
la actividad de fa enzima PEPC en plantas C3 y en plantas C4 (59, 60, 61, 62, 63).

Lo hojas etioladas de sorgo se observa solo una forma de PEPC con propiedades
funcionales y regulatorias correspondicntes a la isoenzima de plantas C3. En hojas
enverdecidas de esla misma planta ocurre un incremento significativo en la
actividad de PEPC, incremento que se debe a la apavicion de una nueva forma de

Ia enzima con propiedades que son tipicas de la isoforma de haja de plantas C4
(64).

Se ba reportado que durante ¢l enverdecimiento de plantutas etioladas wsando un
sistema de traduccidn hibre de células de pérmen de trigo, los niveles de RNAm
traducible para PEPC se incrementan tras la thuminacion (65).



Ih A nivel de ba actividad:
- Foslarilacidn.

Estudios realizados con hojas verdes de plantas C4, C3 y CAM tratadas con
pertodos cortos de iluminacion y oscunidad indican que la luz estd involucrada con
la regulacion a corto plazo de la actividad de esta enzima (13, 66, 67, 68, 69). Esta
regulacion se Heva a cabo por fosforilacion y defostorilacion del grupo hidroxilo
de la serina-15 en PEPC de maiz (70) y de la serina-8 en el caso de 1a enzima de
sorgo (71).

Se ha obsesvado que PEPC tanto en hojas de plantas C3 y C4 como en hojas de
plantas CAM existe en dos fornas, wna forma fosforilada y una forma no
fosfortlada que difieren en sus propicdades cinéticas. La enzima fosforilada
presenta una actividad catalitica mayor que {a forma no fosforilada, tanto en
plantas C4 como en plantas. CAM (13, 66, 68, 69). La afinidad aparente de PEPC
pari ambos efectores alostéricos malato y Gluc-6-P cambian dramaticamente ¢
inversamente cuando Ia enzima es fosforilada (67

La fosforilacion de PEPC es catalizada por una PEPC-cinasa (61, 72, 73) y
defosforilacion por una protein fosfatasa tipo A2 (74) las cuales median la
interconversion de una forma de PEPC insensible a malato (fosforilada) a una
forma de PEPC sensible a malato (no fosforilada).

En plantas C3 y C4 la forma fosforilada esta presente en el dia (61, 66, 72),
mientras que en plantas CAM dichia forma prevalece durante la noche (75).

- Metabolitos.

Se han descrito diversos metabolitos efectores de la actividad de PEPC y 1a
enzima presenta al menos tres sitios alostéricos diferentes. Por su posible
relevancia fisiologica destacan Gluc-6-P (11, 76)y glicina (11, 76, 77) como
activadores , asi como los inhibidores malato y aspartato (78, 79). El efecto de
dichos efectores es mas pronunciado a valores de pH neutro.

El principal efecto de Glic-6-P es bajar considerablemente la Km para el sustrato,
Ademas aumenta la Vmax a pH cercano a 7. Otro efecta iportante de Gluc-6-P
es ehiminar la cooperatividad positiva por el sustato que PEPC de hojas de plantas
(4 presenta a pH 7 (11, 76).



Se han reportado olros activadores, que por resultados de estudios cinéticos se
presume se unen al sitio alostérico para Gluc-6-P. De estos, alpunos son de posible
relevancia fisioldgica como la fructosa-1,6-bisfosfato (9), el fosfato de carbamilo y
¢l acetilfosfato (80) y ¢l 3-fosfoglicerato (81), y olros compuestos no fisiologicos
como el fenilfostato (7) y metil-2(hidroxifosfinoilmetil) 2-propenvato (82)

Glicina activa la PEPC de plantas C4 onocotiledoneas aparentemente por
incrementar la Vimax sin afectar la Km, independienternente del pit de ensayo;
pero no afecta la enzima de plantas C4 dicotileddneas o de plantas C3 (76, 77).
Glicina se une a un sitio alostérico diferente al de Gluc-6-1' (83). Ademis de
glicina s¢ ha reportado (84) que otros aminodcidos activan a la enzima PEPC de
hoja de maiz (una planta C4). A diferencia de la enzima de maiz, la cnzima de
plantas CAM no es activada por aminodcidos.

Malato y aspastato inhiben a PEPC incrementando la Km aparente para PEP sin
alterar la Vmax (79), ademds, malato produce inhibicion competitiva y no
competitiva dependiendo del pH del ensayo (85). Gluc-6-P praduce una
disminucion del efecto inhibitorio de malato (85).

El efecto inhibitorio de malato parece ser general para todos los tipos de PEPC |
mientras que la activacion por Gluc-6-P se presenta principalmente sobre la forma
fotosiutética. Las isoformas aisladas de plantas C3 (86) y de (ejidos no
fotosintéticos son en general menos sensibies a Ghie-6-I' (87).

2.2 FOSFOENOLPIRUVATO CARBOXILASA DE
LEGUMINOSAS,

La enzima PEPC de lepuminosas ha sido pobiemente estudiada. Los estudios
realizados son hasta la fecha en nodulo (33, 88, 89, 90), raiz (91, 92), vaina (93,
94) y hoja (92).

En pared interna de vaina de chicharo se ha reportado que las aclividades
especificas de RUBISCO y PEPC son elevadas, lo que confiere a la vaina una
capacidad de recapturar 66% del CO, liberado a su espacio interno por la
respiracion de la semilla, el cual se apyovecha para el crecimiento del firuto (2, 95).
De esta forma, PEPC de la pared de vaina juega un papel sigaificativo en el
desarrollo de fa semilla (93).

Singal, y Singh, (94) punificaron PEPC de pared de vaina inmadura de garbanzo,



La enzima purificada con masa molecular altededor de 200 kDa es un tetrimero de
cuatro subunidades idénticas diferente a las atras PEPC, presentando unn cinética
de saturacién por PEP hiperbolica y activacion por Pi, Glue-6-P, a-glicerofosfato,
dcido 3-fosfoglicéico y fructosa-1,6-bifosfato, ¢ inhibicion por malato y
oxalacetato.

Estudios inmunoldgicos de PEPC en haja de haba muestan tres proteinas
inmunoreactivas en células de epidermis y células guarda con subunidades de
masas moleculares de 107, 110 y 112 kDa. Solo la proteina de 107 kD fue
encontrada en extractos de células del mesofilo. Las tres isoenzimas presentaron
diferente movilidad electroforética en una PAGE-nativa. Los autores asumen que
las subunidades de 110 y 112 kKD representan isoformas de PEPC que estin
involucradas en el movimiento de estomas (96). Por otra parte se lta reportado la
existencia de tres isoformas de PEPC en hoja de frijol (92) y dos isoformas en raiz
(91, 92) separadas por isoelectroenfoque. En el caso de las isoformas de hoja no se
ltan realizado estudios de sus caracteristicas cinéticas y de su respuesta frente a los
efectores clasicos de PEPCs,

En alfalfa se han reportado la presencia de dos isoformas en raiz y una en nodulo
(91), mientras que ca nddulo de fifjol se han logrado detectar hasta cinco
isoformas de PEPC mediante PAGE-nativo en dos dimensiones (90), mientras que
por isoelectroenfoque solo se detectaron tres isoformas de PEPC (91).



3. OBJETIVOS.

3.1 Objetivo general.
Purificar y caracterizar a fa fosfoenolpiruvato carboxilasa de hoja de frijol

(Phascolus vulgaris 1.).

3.2 Qbjetives particulares.
- Investigar la composicidn isoenzimitica de PEPC en hoja de frijol.
- Purtficar una de las isoenzimas encontradas.
- Determinar el peso molecular de Ja fonna nativa de esta isoenzina.
- Determinar los parimetros cinéticos de esta isoenzima,
- Estudiar el efecto de diferentes metalmlitos sobre la actividad de la

isoenzima.



4. MATERIALES Y METODOS,
4.1 EQUIPO.

Balanza analitica Ohaus, capacidad de 210 g X 0.1 mg,

Potenciometro 132 Beckman.

Morteros de porcelana.

Licuadora Osterizer pulse-matic.

Ultracentrifuga modelo XL-90 Clase S Beckman.

Microcentrifuga Sorvall MC 12V DUPONT.

Centrifuga GS-6R Becknan.

Celdas de espectrofotometro de 1 ml de capacidad y | cm de paso de luz.
Espectrofotometro DU-65 Beckman, con temperatura controlada y registrador integrado.
Refiigerador Bendix Nofrost 1924 “Cy -20 °C.

Ultracongelador Forma Scientific a -70 °C.

Microjeringas marca Hamilton de 10, 25, 50y 100 pl.

Pipetas automaticas Rainin de 100, 250, 1000 y 2500 pi.

Vortex-2 Genie Scientific Industsies, INC.

Platos de agitacion magnéticos Thermolyne Nuova I,

Columnas para crontatografia marca SIGMA de 10y 50 .

Colector de fracciones Pharmacia LKB-RediFrac.

Equipo para electroforesis (imini geles) Hoefer Scientific Instruments. San Francisco,
HPLC con controlador LKB Bromima-Sweeden 2152 y con registrador acoplado marca
Pharmacia,

4.2 REACTIVOS.

Los reactivos que se emplearon en este trabajo todos fueron de grado
aunatitico, obtenidos de las siguientes casas comerciales:

MERCK: EDTA, bicarbonato de sodio, persulfato de amonio, arena de mar, -
mercaptoetanol, etanol absoluto, metanol, Tiis, #cido L-glutamico, L-cisteina, I.-
glutainina, L-arginina, dcido L-aspirtico y dexiran liquido.

Sigma Chemical Co. PEG, PVPP, NADH, benzamidina, violeta rapido B, PEP,
quimostating, ASB, L-(-)-4cide malico, D-glucosa-6-fosfato, marcadores de peso
molecular para SDS-PAGE, betaina, fosfomicina, acrilamida, N,N'-melilen-bis-acrilamida,
azil de Coomasic brillante R, glicina, L-fenilalanina, L-serina, L-asparagina, L-alanina, L-
histidina, L-prolina y etilénglicol.

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



de potasio monobasico.

Aldiich Chemical, Co. . PMSF.

Plaltz-&-Bauer: Trietanolamina.

Boehringer Mannheim Biochemica: Proteinas marcadoras de peso molecular para HPLC.
Pharmacia Biotech: Sephadex G-25 Medium.

Eastman: L-treonina,

Chemische Fabrik: L-valina,

4.3 SOLUCIONES AMORTIGUADORAS.

Las soluciones amortiguadoras usadas en este trabajo fucron Jas siguientes:
Amortiguador_para_extraccion de PEPC: TEA-HCI 100 mM, pll 8.0, EDTA |
mM, PEG 3 %.(v/v), B-mercaptoctanol 10 mM, PVPP 2 % (p/v), beuzamidiua |
mM, PMSF 1 M, quimostatina 5 ptg mi-L.

Amortiguadores utilizados en la purificacion de PEPC:
Amortiguador A: K,HPOQ, - KH,PO; 20 mM, pH 7.3, glicerol 10% (viv),
ctilénglicol 10% (v/v), EDTA | mM, B-mercaptoetanol 10 M.

Amortiguador B; TEA-HCI 100 mM, pH 7.3, PEG 3% (p/v), EDTA | mM, -
mercaptoetanol 10 mM.

Amortiguador C: TEA-HCI 100 mM, pH 7.3, glicerol 10 % (v/v), ctilénglicol 10
% (viv), EDTA 1 mM, p-mercaptoctano! 10 mM.

Amortiguador D: K,HPO4 - KH,P0, 50 mM, pH 7.3, glicerol 10% (v/v),
etilénglicol 10% (v/v), EDTA 1 mM, f-mercaptoetanol 10 mM.

Amortipnador de carga para electroforesis: Tris - HCH0.25 M, pH 6.8, glicerol 20
% (v/v), etilénglicol 10 % (viv), azul de bromofeno! 4 mg/ml.

Amortiguador de clecirodos: Tris HCH0.025 M, pH 8.3, glicina 0.192 M.
Amortiguador del pel apilador: Tris-HC1 0.5 M, pH 6.8.

Amortiguador del gel separador: Tris-HC1 1.5 M, pH 8.8,

Mezela de reaccion para e} ensayo _cstandar de PEPC: TEA-HCI 100 mM pH 8.0,
EDTA | mM, NADH 0.2 mM, MDH 5 U/nl, PEP § wM, MgCl, 10 mM,
NaHCO; 10 mM.

4.4 MATERIAL BIOLOGICO.

Se usaron hojas de frijol (Phaseolus velgavis L var. Black Valentine)
donadas por la Dra. M. Luisa Ortega del Colegio de Postgraduados de Montecillos,
México, lugar donde las semillas de frijol se germinaron y crecieron en un
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invernadero a temperatura de 28-30 °C, con fotoperiodo natural,
4.5 EXTRACCION DE LA ENZIMA PEPC.

Cuando se requeria poca enzima, et tejido fue hamogenizado en mortero a 4
°C con amortipuador de extraccion en nna proporcion L:1 (peso fresco/volumen de
amortiguador) usando arena de mar para la molienda, £l macerado se centrifugd en
una microfuga a 8000xg por 5 minutos; ¢l precipitado se desechd y el
sobrenadante se centrifugo en una Centrifuga Beckinan TL-100 a 27,178xg por {5
minutos. I sobrenadante de esta ltima centrifugacion fue la fuente de enzima.

Para la purificacidn de la enzima se utilizaron 100 g de tejido en la extraccion en
una proporcion I:1 (peso fresco/volumen de amortiguador de extraccion). El tejido
se homogenizd en una licuadora previamente enfiiada a 0 °C, posterioimente se
{iltrd a través de 4 capas de gasa y o filtrado fue centrifugado a 160,000xg por 45
min, Se colectd el sobrenadante para iniciar la purificacion. Todo el proceso fue
realizado a temperatura de 4 °C.

4.6 ENSAYO DE LA ACTIVIDAD DE PEPC.

La aclividad de la enzima se detenning empleando como reaccion acoplada
la catalizada por la enzima milico deshidrogenasa (MDH) (E.C.1.1.1.37)
dependiente de NADH, segin el mélodo desctito por Uedan y Sugiyama (11). En
este sistema el oxalacetato resullante de fa carboxilacion del {osfoenolpiruvato es
reducido a malato por la actividad de la enzima malico deshidrogenasa que
paralelamente oxida NADH a NADY segiin el signiente esquema de reacciones:

.~ _PEPC _
PEP ' HCO3 ~~ 5% OAA "HPO,

@ MDH (c]
0AA *NADH *H —* Malato * NAD

El oxaloacetato producido en la reaccion de carboxlacion puede medirse
siguiendo el descenso de la densidad optica a 340 um debido a la conversion de
NADH a NAD*. El cambio de la densidad dptica por minuto se midio durante los
primeros 4 winutos de la reaccion y se caleuld la velocidad inicial. La reaccion se
realizd a 30 °C. Se inicio la reaccion con la adicion de la enzima a un
amortiguador a pH 8.0 (TEA-HCI 100 mM, EDTA 1.0 mM, NADH 0.2 mM,
MDH 5.0 U/ml, PEP 5.0 mM, MgCl, 10.0 mM, NaliCO; 10.0 mM) y en
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un volumen final de | ml.
CALCULO DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA:

La actividad enzimitica, medida como actividad especifica se calculé con la
signiente formula:

A = incremento DOy 1 x 1. (UImi)
(min) ] V(ml)
donde: A = actividad de la enzima.
incremento DO = cambio de densidad oplica.
t = tiempo.
V - voluinten de fa preparacion enzimatica usada.
£ = coeliciente de extincion molar de NADH a 340 nm

(6.22 em-! mM-1 )

Se detinié una unidad de actividad como la cantidad de enzima capaz de
transformar 1 pmol de fosfoenolpiruvato por minuto, baje nuestras condiciones de
ensayo. La actividad especifica (unidades mg-! proteina) se abtuvo dividiendo el
valor de Usml"! por los mg de proteina contenidos en 1 ml de la preparacion
enzimatica utilizada.

4.7 ESTUDIOS CINETICOS.

Los estudios cinéticos de PEPC se hicieron en condiciones subsaturantes a 30
°C en la siguiente mezcla de reaccion: TEA-HC! 100 mM, pH 7.3, EDTA 1.0 mM,
NADH 0.2 mM, MDH 5.0 Ui, PEP de 0.02-4.0 mM, MgCl; 1.0 mM, NaHCO;
10.0 mM. Para los estudios cinéticos de efectores de PEPC se usaron Gluc-6-P 10
mM, malato 10 mM y glicerol 20% (v/v) en la misma mezcla de reaccion.

4.8 DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE
PROTEINA.

La cantidad de proteina fue determinada por el método propuesto por
Bradford (97), que esta basado en la formacion de un complejo azul entre el
reactivo azul de coomassie (azul brillante G) y los residuos de arginina de las
profeinas.

I3l reactivo de Bradford se prepard de la siguiente forma: azil de coomassie al 0.05



% (p/v) en una solucion de etanol-HCIO, 0.6 % (p/v). Se agito toda una noche a
temperatura ambicnte, posteriormente sc filtrd a través de papel Whatman (0.45
pun) y luego en papel Millipore (0.22 pm) para elimingr residuos no disueltos.

Se hizo mma curva patwon o estindar cmpleando ASB disuelta en agua a una
concentracion de 1.0 mp/ml. De esta solucién se tomaron voliunenes equivalentes
a2, 4,06, 8y 10 pg de proteina que se Hevaron a tubos de eusayo completando a
800 yud con agua destilada.

Para las muesteas problema el volumen de nwestra usado fue de 2 a 4 pl (en
algunos casos previa dilucion 1:5) y se completo a 800 il con agua destilada.
Tanto a los tubos de la curva patron como a los de las muestras problema se les
adiciond 200 pl del reactivo de Bradford, alcanzindose asi un volumen final de 1
mi. Se midio absorbancia a 595 nm, calibrando el espectrofotdmetro con un blanco
que contenia 800 i de agua destilada y 200 jul del reactivo de Bradford.

Para la determinacion de la coneentracion de proteina se intempolavon las lecturas
de absorbancia de las muestras problema en la curva patron de ASB.

4.9 PRECIPITACION CON SULFATO DE AMONIO.

Los exiractos crudos obtenidos después de la centvifugacion se precipitaron
con (NH,),80; lentamente con agitacion continua hasta alcanzar 30% de
saturacion. El pH se controld con trietanolamina cuando fue necesario. Después de
agregar toda la sal sc mantuvo en agitacion lenta por {0 min, posteriomiente se
centrifitgd a 33,000xg por 15 min. El precipitado se desecho y el sobrenadante se
levo a un 60% de saturacion con (NH,),S0, en las condiciones anles
mencionadas. Después de la segnnda centrifugacion el precipitado obtenido (30% -
60%) contiene la actividad de PEPC.

4.10 ELECTROFORESIS DE PROTEINAS EN GELES DE
POLIACRILAMIDA (PAGE).

4.10.1 Buajo condiciones no desnaturalizantes (PAGE-nativa)

La clectroforesis se realizd bajo condiciones no desnaturalizantes (nativas),
usando un sistema discontinuo (dos geles de poliacyilamida, can el tamaiio de poro
diferente) de acuerdo con {a modificacion al método de Laemmli (98) como se
describe a contimuacion:

Se emplearon wn gel separador (pate inferior) de 5 em de longitud y de 7.5% T
(porcentaje total de mondmeros de acrilamida + bisacrilamida) y un gel apilador
(parte superior) de 2 cm de longitud y de 4% T. Los dos geles se prepararon
mezclando las signientes soluciones:



Gel separador Gel apilador
%1 2.1%C 4%1 2.7%C
(m!) (ml)
Solucion de Acrilamida-bisacrilamida
(GO%T, 2.7%C) 2.31 .67
Amortiguador del gel separador 2.50
Amortignador del gel apilador 1.25
Glicerol 2.0 1O
Etilénglicol 1.0 0.3
Persulfato de amonio (10% p/v) 007 0.07
TEMED 0.015 0.015
H0 20 1.58
Volumen final 10.0 5.0

El persulfato de amonio y el TEMED se adicionan después de despasificar Ia
mezcla por 5 min. mediante el uso de vacio. Las muestras que se iban # someler a
electroforesis fueron mezcladas en proporcion [:4 cen el amortiguador de carga
(ver concentraciones en 4.3).

Se aplicaron a cada camril 50 pi de muestra. La duracidn de la comida fue
aproxitadamente de 6 hes a 20 mA a temperatura ambiente y con un sistenia de
enfriamjento por {lujo de agua continuo. Se.da por termivada la electrofuresis
cuando el indicador del frente (azutl de bromofenol) Hega a 0.5 cin del fimal del gel.

Las bandas con actividad de PEPC se revelaron usando el siguiente medio de
reaccién: TEA - HC1 100 mM, pH 8.0, EDTA 1 mM, NaHC0y-30 mM, MgCl, 20
mM, PEP 10 mM, Fast violet B 0.003 g/ml en un volumen final de 10 ml).
Después de unos minutos aparecen bandas visibles que se fijan con una solucion
de Acido acético 5 % (v/V) por 2 lws a temperatura ambiente.

4.10.2 Bajo condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE),

IEl método es muy parecido al mencionado anteriormente, la diferencia es la
adicién de SDS 10 % (p/v) a la mezcla de los geles separador y apilador; ademas ¢l
amartiguador de carga lleva 4 % (p/v) de SDS y 0.1 % (p/v) de SDS el
amortiguadar de electrodos.

Los marcadores usadas para determinar las masas moleculares de las bandas de
polipéptidos se prepararon ignal que fa muestra problema. Los marcadores fueron:



PROTEINAS MASA MOLECULAR
(kDa)

a)-Macroglobulina 198
f-Galactosidasa 120
Fructosa-6-Foslato cinasa 88

Piruvato cinasa 70
Fumarasa 56

Lactico deshidrogenasa 38
Triosafosfato isonerasa 32

e

Las bandas de proteina del gel se revelaron mediante tincion con una sohicion de
azul de Coomassie R-250 al 0.125 % (p/v), metanol 50 % (v/v) y dcido acélico 10
% (v/v). Acto seguido es necesario destediir el gel con una solucion de metanol 50
% (viv), dcido acético 10 % (v/v), lavando finalmente con varios camnbios de una
solucion de metanol 5 % (v/v), acido acético 7 % (v/v).

4.10.3 Determinacidn del pl.

La electroforesis se vealizo bajo condicianes no desnaturalizantes, ssando un

sistema contingo.

Se empled un solo gel de 9.7 % acritamida - 0.3 % bisacrifamida de 14 X 16 ¢ de
longitud. La mezcla de fa solucion se prepard de la siguiente manera:

VOLUMEN CONCENTRACION
(ml) FINAL (%)

Solucion de Acrilamida-bisacrifamida
(9.7 % - 0.3 %) 12.88 5
Glicerol Y (viv) 5.00 20
Etilénglicol % (v/v) 2.50 1o
Anfolinas (5a7) 1.37 7
Persulfato de amonio * 0.25 3
TEMED 0.022
H,0 2.64
VOLUMEN FINAL 250

1 yersulfato de amanio v TEMED sc adicionan des ucs de des »asificar I mezela sor 15-20 min.
Una vez gelificada la mezcla se favan los carmiles con agua destilada y se flenan
con solucion de sobremuestra (glicerol 5 % (v/v)). La parte inferior del equipo
Heva la solucion anddica (acido fosforico 0.5 M desgasificado 30 min.) y la pute



superior lleva la solucion catddica (trictanolamina 0.01 M, desgasificada 30 min).
Se precosre el gel a 5 watts por 45 min, con un sistema de enfriamiento por flyjo
de agua continuo.

Se desecha ta solucion catddica, se lavan una vez mis los carles con aguna
destilada, se aplica la muestra disuelta en solucién de muestra en una proporcion
1:1 (la solucién de muestra:glicerol 10 % (v/v), B-mercaptoetanol 2 % (viv)) y
después ta solucion de sobrecarga. Se usa una nueva solucion del citodo y se cone
el gel 2,5 watts por 16 horas, también con un sistema de enfriamiento.

Una vez finalizada fa corrida se mide el gradiente de pH lormado en ef gel con un
electrodo de superficie, o usando marcadores de pl.

Las bandas de proteina con actividad de PEPC se revelaron con ¢l siguiente medio
de reaccion; TEA - HCE 100 mM, pH 8.0, EDTA 1 mM, PEP 10 mM, MgCl, 20
mM, NaHCO; 10 mM y violeta rapido B 3 mg/ml en un voliunen final de 20 ml.

4.11 METODOS CROMATOGRAFICOS:
4.11.1 Cromatografias de intercambio idnico.
- DEAE-Sephacel:

La preparacion enzimatica obtenida después de resuspender el precipitado 30-
60% de (NH,);S0,) en el amortiguador A de purificacion (KyHPO, - KH,PO, 20
mM pH 7.3, glicerol 10% (v/v), etilénglicol 10% (v/v), EDTA 1 mM, f-
mercaptoetanol 10 mM) se desalo en una columna G-25 en el niismo amortiguador
y se aplicd a una columna de DEAE-Sephacel (Pharmacia) de 2.6 x 11 em
previamente equilibrada con el amortiguador pasa putificacion. Se lavo la columina
con el misimo amortiguador y posteriormente se eluyd cou un gradiente de 20 a
400 mM de K HPO, - KH;PQ, preparado en el mismo amortiguador. Se
colectaron fracciones de 0.5 ml a Ins que se midio actividad de PEPC y cantidad de
proteina. Las fracciones con actividad de PEPC se seunieron y desalaron en el
amortiguador de pusificacion para aplicar a Ia siguiente columna.

- Hidroxiapafita:

El pico de actividad obtenido en DEAE-Sephacel se aplico a una colunna de
Hidroxiapatita Ultrogel Bio Rad (HA) de 2 x 6.5 cm cquilibrada con el
amoitipuador A y cluida con un gradiente de K,HPO, - KH, PO, de 20 a 500 mM
también en el mismo amortiguador. Se colectaron fracciones de 0.5 ml a las que
se les midi6 actividad y contenido en proteina. Se reunteron fas fracciones con
actividad de PEPC y se desalaron en el mismo amortiguador para seguic con la
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purificacion.
Mono-Q:

Il pico de actividad de PEPC de hoja de fiijol obtenido de una cromatografia
de exclusion molecular (TSK G40000SW) se aplicd a una columna de Monw-Q
conectada a un sistema HPLC y equilibrada con el amortiguador A, Se usd un
registrador montado a un sistema de HPLC para oblener ¢l perfil de proteinas por
absorbancia a 280 . A las fracciones obtenidas se les midio actividad de PEPC.

4.11.2 Cromatografia de exclusion molecular:

- TSK acoplado a un sistema de HPLC.

El pico de actividad obtenido anteriormente se aplicé a una columma de TSK
G40008W de 1 x 9 cm montada en un sistema de HPLC y equilibrada con el
amortiguador C de pwrificacion. Se usé un registrador tegrado al equipo para
obtener el perfil de proteinas por absorbancia a 280 nm. A las fracciones obtenidas
se les midid actividad de PEPC. La columna se calibré previamente con los
siguientes marcadores de peso molecular {Boehringer Mannheimy);

PROTEINAS PESO MOLECULAR
(kDa)

[3-galactosidasa (£ coli) 463

18G (oveja) 159

Pragimento Fab de 1gG (oveja) 50

Mt lobina de masculo cs uelético (caballo) 17

La cantidad de muestra aplicada fue de 200 pl y se requisieron varias inyecciones
para purificar toda la enzima recuperada en el paso anterior.
- Sephadex G-25 (métado de Penefsky).

Una columna de Sephadex G-25 de 0.5 x 5.8 cm fue equilibrada con el
amortiguador D para purificacion (fosfatos 50 mM, pH 7.3, glicerol 10 % (v/v),
etilénglicol 10 % (v/v), EDTA | mM, 2-mercaptoetanol 10 mM) de acuerdo al
método de Penefsky (99). Se hicieron dos pasos de cenmifugacion en una
centrifuga Beckman GS-6R, antes y después de adicionar fa mwuestra. Las
centrifugaciones fueron a 400xg por 2 min para eliminar el amortiguador de
equilibrade y 2000xg por 3 min para abtesier Ja muestra. La muestra aplicada a la

colmnna Tue de 200 ul.
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5. RESULTADOS.
5.1 PURIFICACION DE LA ENZIMA PEPC DE HOJA DE
FRIJOL.

La purificacion de la enzima se llevo a cabo usando cromatografias de
intercambio ionico (DEAE-Sephacel, Ulrogel HA y Mono-Q) y croniatografia de
exclusion molecular (TSK G4000SW), como se describe detalladamente a
continuacion,

5.1.1 Optimizacidn del método de extraccidn p estudios de estabilidad,

Con el fin de obtener la maxima actividad de PEPC en la extraccion y de
estabilizar la enzima mvestigamos ¢l efecto de compuestos organicos como el
polietilénglical, etilénglicol y glicerol en el antortiguador TIZA-HCI que se emplea
rutinariamente en nuestro laboratorio, Lu extraccion de la enzima se realizd bajo
las condiciones descritas en Métodos para todos los compuestos orginicos
probados: glicerol 10% y 20% (v/v), etilénglicol 10% (v/v) - glicerol 10% (viv) ¥
PEG 3% (p/v). Encontramos una iayor actividad especifica de PEPC cuando ef
amoitiguador de extraccién contenia glicerol 10% (vw/v) y etilénglicol 10% (v/v).
Los extractos con los diferentes compuestos orgdnicos se aplicaron a una
electroforesis nativa, en la que se observaron dos bandas de actividad muy
similares en (odos los casos (Figura 1, pig. 28). En la muestra de PEPC purificada
de hoja de maiz, que se corrio como control, se observd por el contrario una sola
banda de actividad.

También se investigd ¢l efecto de diferentes concentraciones del amortiguador.
Cuando se usé como amortignador TEA-HC! 50 mM y pH 7.3, el pH final después
de la extraccion bajo considerablemente, por lo que tuvimos que probar diferentes
concentraciones y valores de pH del amortiguador. Encontramos que el
amortiguador que nos permitia obtener un pH final de 7.0 a 7.3, en el que Ja
enzima es estable, eva TEA-HCI 100 mM, pH 8.0,

Por otro lado, con el fin de conocer si durante el proceso de purificacion se
podrian congelar Jas muestras sin desalar previamente. Se estudio la estabilidad.
Los resultados obtenidos indican que en presencia de KCI o K;HPO, - KH,POy
400 mM y PEG 3% (p/v) la enzima no es estable a -70 °C. Peyo en presencia de
KCI o fosfatos 400 mM y PEG 8% (p/v) 6 glicerol 25% (v/v) la enzima es estable
4 esta temperatura.



3.1.2 Cromatografia de intercambio iduico.

La purificacion de PEPC se inicid con 100 g de hoja como se describe en-.
Métodos. Eb primer paso consistié en aplicar el extracto crudo obtenido a una
colunma de intercambio ionico DEAE-Sephacel de 2.6 x 11 ¢, equilibrada y
lavada con el amortipuador B para purificacion (ver 4.3) y eluida con un gradiente
de 0-400 wiM de KCI en el mismo amortignador a wn tlyjo 500 pl/min.
Encontramos dos picos de actividad no muy bien separados (Figura 2, pag. 29).
Estos resultados mostraban que en hoja de fiijol podeian existir al menos dos
isoformas de PEPC, como se habia reportado (92), y cran totalmente consistentes
con los obtenidos en la clectroforesis nativa de extracto crudo.

Debido a la pobre separacion de los dos picos de actividad PEPC decidimos eluir a
la enzima por pasos con KCI, pudiéndose ast separar claramente los dos picos de
actividad. El pico 1 eliy6 a 250 mM de KCl'y el pico 11 a 350 mM de KCI (Figwa
3, pag. 30). Se reunicron las fracciones de cada pico y se determing la cantidad de
proteina presentando el pico II una mayor actividad especifica.

Se decidio sepuir la purificacion de la PEPC contenida en el pico 1 tomanda en
cuenta la mayor actividad espiecifica de la enzima en este pico. Para ello, se
desalaron las fracciones de este pico y se recromatografiaron en una cohunna de
intercambio ionico DEAE-Sephacel de menor volumen (1.6 x 10 em) equilibrada
como en el paso anterior y eluida de nuevo con KCI por pasos. De nuevo se
obtuvicron dos picos de actividad: el pico 1 a 250 mM de KCl y ¢l pico 1T a 350
mM (Figura 4, pag. 31). Se repitio de nuevo esta cromatografia usando una
columna de 1.6 x 5 ¢m y aplicando, como en ¢l paso antetior, sélo las Iracciones
del pico Hl obtenidas anteriormente. I resultado fue nuevamente la separacion
clara de dos picos de actividad que cluyeron a 250 y 350 mM de KCl. Si bien
ahora la actividad especitica de la enzima fue mayor en el pico 1 que en el pico 1l
(Figura S, pag. 32).

Las recromatografias indicaban que habia una interconversion de las dos
isoformas, pues aunque aislabamos el pico 1l al someterlo a las mismas
condiciones cromatogrificas volvia a aparecer el pico I, en proporeion relativa
creciente. Por ello decidimos buscar condiciones en fas que solo tuviésemos una de
estas isoformas, lo que se consignio haciendo la cromatografia en presencia de
glicerol 10% (viv) y etilénglicol 10% (v/v) en lugar de PEG usado en los
experimentos anteriores, como se deseribe a continuacion:
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Se repitiogla cromatografia de intercambio ionico en DEAE-Sephacel a 4 °Cy en
presencia de glicerol 10% (v/v) - etilénglicol 10% (v/v) y se eluyd por pasos con
KCl, clgcgnlr;indosc un solo pico de actividad de PEPC que eluye a 250 mM de
KCI (Fifiira 6, pig 33).

Se recF}ulmltogmfmr(m las tracciones del pico de actividad en una columna de
DEAE-Sephacel, equilibrada con el amortiguador C de puvificacion gue contenia
glicerol 10% (v/v) - y etifénglicol 10% (v/v) como en el paso anterior. Se eluyd por
pasos coit KCI en el mismo amortiguador, obteniéndose otia vez un solo piico de
actividad que eluye igualmente a 250 mM de KCI (Figura 7, pdg. 34). stos
resultados mostraban que en presencia de plicerol y etilénglicol solo existia una
forma de la enzima

I |j base a estos resultados, decidimos llevar a cabo el paso de cromatografia de
mieudmbm ionico usando el amortiguador C (TEA-HCI 100 mM, pH 8.0, EDTA
I mM, glicerol 10% (v/v) - efilénglicol 10% (v/v) y -mercaptoctanol 10 mM) y
eluyendo con un gradiente de KCI, ya que la clucion por gradiente generalmente
permite una mejor separacion de la proteina de interés del resto de las proteinas
que la elucion por pasos.

De esta forma, el extracto crudo, obtenido a partir de 100 g de hojas en presencia
de TEA-HCI 100 mM pH 8.0, EDTA 1 mM, glicerol 10% (v/v), etilénglicol 10%
(v/v) P-mercaptoetanol 10 mM, PVPP 2% (p/v), quimostating 5 g/l
benzamidina | mM y PMSF 1 mM, se aplico a una columna de intercambio idnico
DEAE-Sephacel de 8.5 x 2.7 e, equilibrada con el amortiguador C que incluye
glicerol 10% (wv), etilénglicot 10% (v/v) y eluida con un gradiente de 0 a 400 mM
de fosfatos en el niistno amortiguador. Nuestros resultados fiseron los esperados,
obteniéndose un solo pico de actividad de Ia enzima a una concentracion de 250
mM de fosfatos (Figura 8, pag. 35).

Se reunieron las fracciones del pico de actividnd separando las fracciones. que
tienen una baja actividad y antes de aplicarlas a la siguiente columna se disininuyo
su concentracion de sales diluyendolas hasta tener una concentracion final de 20
mM de fosfatos. Posteriormente se aplicaron a una colunma de hidvoxiapatita
(Ultrogel-HA) de 5 x 2.7 cm, equilivada y eluida con el misimo amortiguador que
el usado cn la cromatografia anterior. E} pico de actividad de PEPC eluyd a una
concentracion de 150 M de fosfatos (Figura 9, pag. 36).
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3. 1.3 Cromatografia de exclusion molecular.

Las fracciones con actividad PEPC colectadas de la columa anterior se
reunieron y se aplicaron a una coluna de exclusion molecular TSIK G4000SW de
7.5 x 600 mm montada en un sistema de HPLC (se aplicaron varias veces
voliimenes de 200 pl de muestra ). La columma se equilibrd y eluyd con el
amontiguador de purificacion C (en presencia de glicerol 10% (v/v) - etilénglicol
10% (v/v). PEPC eluye como un finico pico de actividad (Figura 10, pag. 37). Este
paso cromatoprafico permitié ademdis obtener el peso molecular de fa enzina
nativa, para lo cual se calibro la columna con los mavcadores de peso molecular
indicados en el pie de la Figura F (pig. 38) donde se muestra el resultado de esta
determinacion.

3. 1.4 Segunda cromatografia de intercambio idnico.
5

Las fracciones obtenidas de la colunna de exclusion molecular con actividad
de PEPC se aplicaron a una columna de intercambio iénico Mono-Q, montada
también en wn sistema de HPLC, equilibrada y eluida con el amortiguador C. De
martera similar a las anteriores columnas se obtuvo un solo pico de actividad de Ia
enzima, ¢l cual eluyd alrededor de 275 mM de fosfutos (Figura 12, pag. 39).

Los resultados obtenidos en los pasos de purificacion descritos se resumen en la
Tabla I (pag. 50). Se logrd purificar la enzima aproximadamente unas 100 veces
con un rendimiento final del 5%. La actividad especifica de la preparacion final
fue de 17.25 wing proteina.

3.1.5 Electroforesis en geles de poliacrilamida.

En ciertos pasos de purificacion se hizo una PAGE-nativa (Figura 13, pig.
40), observandose una sola banda de actividad de PEPC en todos los casos, banda
que migra mas lentaniente que la de PEPC purificada de hoja de maiz.

Por otra parte, las fracciones con actividad de PEPC obtenidas del altimo paso de
purificacion se sometieron a SDS-PAGE con el fin de eviluar su grado de pureza,
Como se puede observar en la Figura 14 (pag. 41), la banda de PEPC es la
mayoritaria, observindose solamente otra banda de proteina, muy débil.

En SDS-PAGE se encontrd que la subunidad de PEPC tiene un peso molecular de
100 kDa, lo cual indica que Ia enziina nativa es un homotetramero.
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La enzima pura se sometié también a clectroenfoque analitico no desnaturalizante
en geles de poliacrilamida, encontrindose una sola banda de actividad con un pl
aproximado de 5.3 (Figura 15, pig. 41). Este valor de pl coincide con ¢l
determinado para la enzima purificada de hoja de maiz, que se usé como control
en este experimento.

5.2 CARACTERIZACION CINETICA DE LA ENZIMA PEPC
DE HOJA DE FRIJOL.

5.2.1 Determinacion de constantes cinéticas.

La curva de  saturacion para el sustrato PEP-Mg se determind a pH 7.3 y
30 °C usando una concentracion fija de Mg2* libre de I mM. Se hicieron
detenninaciones con los extractos crudos, con los dos picos de actividad que se
obtuvieron después de la cromatografia de intercambio ionico en presencia de PEG
3% (p/v) y con la enzima pura. Los resultados se muestran en las Figuras 16-19
(pags. 42-45) y los valores de Kt aparentes estimados cn cada caso se resumen en
la Tabla Il (pag. 50).

5.2.2 Efecto de metabalitos y de casolutos sobre la actividad.

Las velocidades iniciales se midieron a pH 7.3 y 30 °C usando 1 mM Mg?*
total y 1 mM PEP total y los compuestos indicados a una concentracién de 10 mM.

En primer lugar se usaron extractos crudos como fuente de la enzima PEPC para
explorar el efecto que sobre su actividad tenian los signientes cuatro tipos de
compuestos:

a) Acidos dicarboxilicos analogos de malato, que pueden unirse al mismo sitio
alostérico que este inhibidor (79, 85).

b) Compuestos fosforilados que pudiesen scr analogos de Glugc-6-P y como tal
unisse al sitio aloslérico para este conocido activador de PEPC (11, 76, 84).

¢) Aminoicidos neutros o basicos que podrian actuar como activadores, tal como
se ha descrito se comporta glicina en el caso de PEPC de hojas de plantas C4
monocotiledoneas (11, 76, 84).

d) Compucstos organicos que pueden alterar el estado de agregacion de la enzima
(20).

25



La enzima de hoja de {rijol podria poseer cooperatividad negativa, si bien el ajuste
a la ecuacion de Hill no es mejor que el ajuste a fa ccuacion de Michaelis-Menten,
por lo que preferimos mostrar el del modelo mas sencillo.

En la Figara 20 (pag. 46) se muestran los resuitados oblenidos. Como puede
abservarse, con respecto al primer grupo, malato inhibio mientras que asparlato no
tuvo ningiin efecto sobre la actividad y glutdmico produjo un ligero incremento.
De los compuestos fosforilados probados séto fosfomicina y Gluc-6-P tuvieron un
claro efecto activador, mientras ue dihidroxiacetona-I* nhibio a la concentracion
usada. Los aminoacidos neutros o basicos resultaron lodos activadores muy
pobres. Finalmente todos tas cosolutos probados activaron a la enzima, siendo
muy notable Ia activacion por dioxano.

En base a Jos resultados anteriores, investigamos detalladamente el efecto tanto de
malato como de Gluc-6-P sobre la cinética de saturacion por sustrato de la enzima
de extractos crudos como sobre la cinética de la enzima pura. Para ello,
determinamos la cinética de saturacion por PEP-Mg en presencia de estos
efectores. Las Figuras 21y 22 (piigs. 47-48) muestran los resultados obtenidos con
extractos crudos y con la enzima pura, respectivamente, y los pardmetros cinéticos
obtenidos tras ajustar los datos experimentales a la ecuacion de Michaelis-Menten
se incluyen en fa Tabla I (pag. 51). Como puede observarse malato se comporté
como un inhibidor competitivo en los dos casos, no afectando Vmax y aumentando
notablemente la Kmg, (PEP-Mg). Por el contrario el efecto de Gluc-6-P fite
diferente sobre la enzima de extractos crudos, donde disminuyd ligeramente la
Vmax y apreciablemente la K, (PEP-Mg) y Ia enzima pura, sobre la que Gluc-
6-P no tuvo un efecto aparente.
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0. FIGURAS.
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PEPC—

P EPC—

Figwra 1. PAGE-naliva del extracto crudo de hoja de frjol. Se
aplicaron 17 mU al caml 1 (extracto crudo de hoja de
frijol)y 20 mU de PEPC pura de hoja de maiz al caril 2.
El gel se revelo con el siguiente medio de: TEA-HCI 100
mM, pH 8.0, EDTA | mM, NaHCO3 30 mM, MgCl, 20
mM y PEP 10 mM.
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Figura 2. Perfil de clucion de la actividad de PEPC de hoja
de frijol de una columna de DEAE-Sephacel.

El amortiguador de equilibrado y elucion a pH 7.3
contenia 3% (p/v) de PEG. La elucion se hizo con
un gradiente de 0-400 mM de KCL
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perfil de elucion de la actividad de PEPC de hoja
de frijol de una columna de DEAE-Sephacel. El
amortiguador de clucién 'y de equilibrado incluye
PEG 3% (p/v) aun pH de 7.3. Elucion con KC, a las
concentraciones indicadas, en dos pasos.
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Figura 4. Primera recromatografia del pico II de la cromatografia
anterior (Figura3) en columna de DEAE-Sephacel.
Elucién por pasos como en Figura 3.
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Figura 5. 2da, recromatografia en columna de DEAE-Sephacel
del pico 1 obtenido en la cromatografia mostrada en
la Figura 4. Elucién por pasos como en Figura 3.
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6. Perfil de clucion de laactividad de PEPC de hoja
de frijol en una columna de DEAE-Sephacel.
Amortiguador de equilibrado y elucion a pH 7.3
conteniendo glicerol 10% (v/v) y etilénglicol 10%
(v/v).
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Figura 7. Recromatografia del pico de actividad de PLEPC

la cromatografia de anterior (Figura 6) en una columna
de DEAE-Sephacel. Elucion de fa actividad por pasos
con KCI.
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Figura 11, Determinacion del peso molecular de PEPC
de hoja de frijol en una columna de exclusidn
molecular TSK G40000SW. Seusaron los
siguientes marcadores de peso molecular para
equilibrar la columna:

1) B-Galactosidasa (Mr 465,000)
2)1gG (Mr 150,000)
3) Fragmento Fab (Mr50,000)
4) Mioglobina (Mr 17,000)

9 PEPC (hoja de fiijol)  (Mr 400,000)
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PEPC de frijol

PEPC de maiz

Frgura 13, PAGE-nativa de las preparaciones de PEPC de hoja de
obtenidas  dwante el proceso  de  punficacion. Se
aplicaron 0.1 U al carril 1 (PEPC pura de huja de maiz),
0005 U al cami 2 (PEPC de hoja de frijol en exiracto
crudo), 0.01 U al carril 3 (Cromatogialia de intercambio
ionico en D £ A E-Sephacely vy 0.05 U al camil 4
(Cromatografia de itercambio 1omico en DEAL-Sephacel).
Bl gel se revelo enfas nmsmas condiciones que las de la
Figura |
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Flgura 14, SDS-PAGL del iltimo paso de purificacion de PEPC
de hoja de figol. Se aplicaron 110 ug de proteina al
cantl

pH

Figura 13, Electroenfoque en PAGE de PEPC purificada de haja de
frijol. Scaplicaron 0.06 U af carril 1 (enzima purificada
de hoja de fiijol) y 0.32 U al carril 2 (enzima pusiticada de
hoja de maiz). Las bandas de actividad se vevelaron con
TEAUCT 100 mM ap 8.0, NaHCO; 30 mM, MgCts
20mM. PEP 10 mM y violeta vapido B3 3 mghnl.
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Figura 16. Cinética de saturacion para PEP-Mg de Ia actividad
de PEPC de extracto crudo. Medio de ensayo a
pH 7.3, Mg®* | mM libre.
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Figura. 17 Cinética de saturacion para PEP-Mg del pico | de
actividad de PEPC obtenido de una columna de
DEAE-Sephacel (Figura 3). Medio de ensayo a

pH 7.3, Mp?" libre constante | mM.
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libre 1 mM.
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Figura 20. £fecto de diferentes metabolitos sobre la actividad
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IFigura 21. Cinética de saturacion de PEPC de extracto crudo de
hoja de frijol para PEP-Mg en ausencia( @ ) y en
presencia de giuc-6-P 10 mM( a ) o malato 10 mM
( o ). La actividad se midio en el siguiente medio
ensayo: TEA-HC) 10 mM, EDTA | mM, NADH 0.2 mM,
NaHCO', 10 mM y Mg?* 1 mM.
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de ensayo a pH 7.3, TEA-HCI 100 mM, EDTA 1 mM,
NADH 0.2 mM, NaHCO; 10 mM y Mg | mM.

48



7. TABLAS.



TABLA L. Resumen de purificacion de PEPC de hoja

de frijol.

Paso

Extracto erudo
DEAE-Sephacel
Ultrogel-HA
TSK G4000SW

Mono-Q

Proteina totad | Actividad | Act. esp.
{ma) (Ul | (Uimg)
324 52.5 .16
287 476 0.17
109 234 218
24 12.0 533
0.16 23 17.25

Veees de

108

puriicacion

O -

Rendimiento*
(")

100

90

* Con {a intencion de tograr una mejor puriticacion, después de cada paso se tomaron
solamente las fracciones con mayor actividad especifica para aplicar
a la siguiente columna, por esta razon los rendimientos aparentan ser muy bajos.

TABLA 1. Valores aparentes de las constantes cinéticas
de PEPC de hoja de fijol,

Extracto crudo*

Pico I (DEALE-Sephacel)**

Pico Il (DEAE-Sephacel)**

Enzima pura®

Kni o, (PEP-Mp)

M)

0.69£0.10

0.36 £0.05

0.41+£0.07

0.46 +0.05

* En presencia de glicerol 10% (viv) y elifénglical 10% (viv).
¥ Jin presencia de PEG 3% (p/v).
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TABLA 111, Efecto del activador Glue-6P y del inhibidor
malate sobre los valores aparentes delas
constantes cinéticas de PEPC,

Condiciones

Control

+ Gluc-6-P 10 mM

+ Malato 10 mM

ENZIMA PURA

Control

+ Glue-6-P 10 mM

+ Malato 10 mM

EXTRACTO CRUDO

Vmax Km,, (PEP-Mp)

(Uml) (mM)
234 4+0.12 0.69 40,10
1.974+0.10 0.1010.02
2.33+£0.21 1.20£0.28
0.62 £ 0.02 0.46 +0.05
0.59 4:0.05 0.39 4 0.09
0.63 £ 0.04 .11 £0.16
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8. DISCUSION.
6.1 PURIFICACION,

Puesto que reportes previos en fa bibliografia (92, 100), y nuestros propios
experimentos prefiminares (Figura 1, pag. 28), indicabau la existencia de mas de
unat isoenzima PEPC en haja de fiijol, nos propusimos purificar y caracterizar la
que fuese mis abundante. Para ello, seguimos inicialmente un protocolo
experimental similar al que usamos en nuestro laboratorio en forma rutinaria para
la purificacion de la enzima de hoja de maiz. Sin embargo, debido a las grandes
pérdidas de actividad que ocurrian durante fa purificacion y a la interconversion de
las dos formas de la enzima (Figuras 3-5, pags. 30-32) tuvimos que modificar cl
método de purificacion. La inclusion de glicerol y etilénglicol en lugar del
polietilénglicol que se usa en el caso de mafz permitié mejorar notablemente el
rendimiento de esta purificacion y trabajar con una sola forma de la enzima.

Por el momento 1o tenemos una explicacion concluyente sobre la naturaleza de las
dos formas encontradas en presencia de PEG y el mecanismo por el cual se
interconvierten. Sin embargo, a manera de especulacion, pensanos que podria
estar involucrado un proceso de asociacion-disociacion en el que una forma
tetramérica se convertiria en una dimérica y viceversa, De ser esto cierto, no solo
la forma tetramérica serfa activa como ecuire con PEPC de hoja de maiz (101),
sino también la dimérica, aiin cuando la actividad de esta dltima es probablemente
menor que la de Ia tetramérica. Las bases que sustentan csta propuesta soi las
sipnientes:

i°) Se conoce la marcada inestabilidad de la actividad de PEPC en extracciones
acuosas o en medios de ensayo cuando no se adiciona glicerol (11, 18, 102). Esta
inestabilidad se debe a Ia disociacion de la forma tetramérica activa de la enzima.
Se ha propuesto que la presencia de cste compuesto organico estabiliza la
estructura teramérica, y por tauto evita la inactivacion de la enzima, al
incrementar la interaccion proteina-proteina (20).

Asi, Ja inclusion de glicerol evitaria por un Tado las grandes péididas de actividad
obscrvadas en su ausencia y por otro la aparicion de 1a otra forma, que podria ser
el dimero.

2% A diferencia de plicerol, PEG puede estabilizar formas desagregadas en otros
sisternas (18). Porello, en su presencia podrian existir tanto la forma tetramérica



como la dimérica.

3°) Puesto que en electroenfoque analitico la enzima aparece como una forma
unica, las dos bandas de actividad que observamos en los extractos crudas en
PAGE-nativa (Figura 1, pag. 28) indicativas de dos formas con diferentte movilidad
clectroforética, pueden deberse a diferencias entre cllas de tamaiio nativo mis que
de carga. listas diferencias de tamaiio nativo podrian ser las existentes entre
dimero y tetriunero, ya que como se cncontrd en los experimentos de SDS-PAGE y
de filtracion molecular (Figuras 11y 14 respectivamente. pigs. 38 y 41) la enzima
de hoja de frijol es un homotetrimero de aproximadamente 400 kDa, al igual gue
{a mayoria de las PEPCs encontradas hasta la techa (9, 10, 11),

4°) Cuando se estudio la cinética de saturacion por PEP-Mg de la enzima tanto cn
extractos crudos como en la preparacion purificada se observd que los datos
experimentales de velocidad inicial pueden ajustarse también a la ecuacton de Hilt
(103) con una mayor desviacion que en la de Michaelis-Menten, siendo el valor
estimado del mimera de Hill inferior & wno en todos los casos (datos no
mostrados). Esto es indicativo de cooperatividad uegativa o de la presencia de dos
formas de la enzima catalizando la misma reaccion (103). Se puede pensar que al
diluir la enzima en el medio de ensayo parte de ella se disocia a dimero, dando
como consecuencia esta aparente cooperatividad negativa. Sin embargo, dado que
la bondad de los ajustes a la ecuacion de Hill es inferior a la de los ajustes a la
ecuacion de Michaelis-Menten mostramos los resultados de estos (dtimos.

Es claro que se requieren de experimentos adicionales para validar o descartar la
hipotesis de que las formas de PEPC de hoja de fiijol que aparecen bajo las
condiciones experimentales mencionadas anteriormente se deben a la disociacion
de Ja enzima.

La inclusion de etilénglicot en los medios de purificacion y en las clectroforesis
nativas permitio mejoras considerables en la estabilidad de la enzima durante las
¢lectroforesis y las cromatografias usadas en la purificacion. Este efecto protector
podria deberse a que etilénglicol niinimiza las interacciones de tipa hidrofobico de
fa proteina con las resinas y con ofras proteinas, interacciones que muy
probablemente contribuyen a obtener bajos rendimientos durante el proceso de
purificacion o a pérdidas de actividad durante la electroforesis.

Con el esquema de purificacion modificado que se describe en este trabajo
logramos abtener enzinia casi pura (estimamos con un grado de pureza de mas del
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90%, en base af resultado de SDS-PAGE y a la actividad cspecifica de la
preparacion final), si bien el rendimiento de ta purificacion fue bajo. A este
respecto, es importante considerar que aquellas fracciones cromatograficas que
tenian jroca actividad se eliminaran en cada paso, con el fin de seguir la
purificacion con las mis concentradas.

Teniendo en cuenta nuestros resultados y las consideracianes que acabamos de
hacer, pensamos que en la hoja del frijol (Phaseolus vulgaris) existe una sola
isoenzima de PEPC. Sin embargo hay repottes sobre la existencia de tres funnas
de PEPC en hoja de fiijol, formas que difieren en fa fuerza ionica a la que cluyen
de una columna de intercambio ionico DEAE-celulosa (92). Esta discrepancia
entre nuestros resultados y los publicados podria deberse a que los antores de este
trabajo no incluyen en su amortignador de extraccion ni en los usados en Ja
cromatograffa cosalutos orginicos, por lo que las formas obtenidas por ellos
jrodrian ser resultado de una disociacion como discutimos anteriormente.

También existen reportes de hoja de algodon, una planta C3, solire la presencia de
tres isocnzimas obtenidas de una columna de intercambio ionico DEAE-celulosa y
eluidas a diferente fuerza ionica. En este caso tampoco se incluyeron cosolutos
organicos ni en fos medios de extraccion ni en la cromatografia (104).

6.2 CARACTERIZACION MOLECULAR.

Las caracteristicas moleculares de PEPC de haja de {iijol estudiadas en este
trabajo (peso molecular de la enzima nativa, peso molecular de la subunidad y
punto isoelétrico) son my similares a fas de PEPC de otros tejidos de plantas (9,
10, 11).

Lo esta de acuerdo con el elevado grado de homologia que se conoce existe entre
las secuencias de las diferentes PEPC que se han clonado hasta ¢ momeunto (28,
105). Si bien aiin no se conace la secuencia de aminoacidos de PEPC procedente
de ningin tejido de fiijol. Se ha reportada que la enzima de hoja de soya (45)
muestra un grada de homologia de nucledtidos del 86.7% y un 92.5% de
homologia de aminoacidos comparada con tabaco .

6.3 CARACTERIZACION CINETICA.
Las propicdades cinéticas y de regulacion que presentd PEPC tanto en

extractos crudos como pwificada de hoja de frijol carresponden tipicamente a las
caracteristicas de las isoenzimas anaplerticas. Asi, of valor de Km (PEP-Mg) de la
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enzima de hoja de fiijol encontrada en este trabajo es de 0.46 £ 0.05 mM (Figura
19, pig. 45), mientras que las enzimas de hoja de plantas C4 presentan valores
alrededor de cinco veces superioves de 2 mM (69, 78), El hecho de que la enzima
de hoja de frijol presente una Km para PEP-Mp considerabletiente mas baja que la
de hojas de plantas C4, apoya la conclusion de que es una enzima anaplerotica
(27). Ademas, la cinética de saturacion por PEP-Mg de PEPC de hoja de fvijol a
pH cercano a la nentralidad es michachana, mientras que la isoenzima fotosintélica
de hoja de plantas C4 presenta una clara cindtica - sigmoidal indicativa de
cooperatividad positiva.

La enzima se activa por Gluc-6-P y se inhibe por malato, sicndo el efecto de estos
metabolitos fundamentalmente a nivel de K (PEP-Mg) al igual que el resto de las
PEPCs estudiadas hasta Ja fecha (8, 76, 79)

Es de notar que la enzima pura perdid Ia sensibilidad a Glue-6-P, y por el
moniento no sabemos que pude causar esta insensibilizacion. A este respeclo,
observando cuidadosamente el gel de PAGE-nativa que se muestra en la Figura 13
(pag. 40), puede notarse que durante la purificacion la enzima muestra una ligera
movilidad clectroforética que en el extracto crudo, lo que podria deberse a una
proteolisis parcial ocurrida en el transcurso de la purificacién, De haber ucurrido
esta protedlisis, el trozo eliminado debe ser pequedo, puesto que no se abservaron
notables diferencias en el peso molecular nativo de la enzima purificada con
respecto a las isoenzimas purificadas de otras fuentes (35, 96).

Es bien conocida la facilidad con la que el extraino NH,-terminal de la PEPC
extrafda de vy diversas fuentes se proteoliza si en el medio de extraccion no se
incluye un inhibidor de proteasas del tipo de la quimostatina (106, 107). Sin
embargo, esta protedlisis parcial confleva pérdidas en la sensibilidad a malato, no a
Gluc-6-P como nosofros encontramos (106, 107). Es importante sefinlar que
nuestro medio de extraccién contenia quimosiatina, que es el inhibidor de
proteasas usado en nuestro laboratorio, y en aquellos en los que se estudia PEPC,
para evitar fa pérdida del extremo NH.-tenminal (108, 109). Ademas, camo puede
observarse en la Tabla Ul (pag. 51), fa sensibilidad de Ia enzima pura al inhibidor
malato es muy similar a la de la enzima en extracto crudo, lo que demuestra que no
ha habido protedlisis en el exitemo NH-terminal durante el proceso de
purificacion. Por todo ello, de haber ocurrido protedlisis, pensamos que debe haber
afectado al extremo carboxilo termimal, lo cual no ha sido documentado en
ninguna de las PEPC estudiadas hasta la fecha.
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Este es, por tante, wn punto importante a tener en cuenta para (uturas
purificaciones, en las que se habrin de incluir otros inhibidores de proteasas en los
amortiguadores de al menos los primeros pasos de purificacidn para evitar este
posible artefacto. Deberd igualinente medirse la sensibilidad a Gluc-6-P en todos
los pasos para detectar en cual de ellos se prodnce la pérdida de sensibilidad a
Gluc-6-P, si ésta llegara a ocusrir.

A la isoenzima de PEPC de hoja de plantas C3, como es el caso de hoja de frijol,
se le ha brindado menos atencion que a la enzima de hoja de plantas C4 y CAM,
debido quizas a que no participa directamente en el proceso fotosintético. Sin
embargo, dada la gran importancia de la funcidn amaplerotica que PEPC
desempedia en estos tejidos (110), creemos de gran interés el profundizar en el
conocimiento de los mecanismos ' accion y regulacion de esta isoenzima C3.
Confiamos en que la puesta a punto ¢ wn método de purificacion como el que se
describe en esta tesis, sea el primer paso que permita avanzar el estudio de esta
interesante enzima.
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9. CONCLUSIONES.

Las principales conclusiones que se derivan de los resultados obtenidos en

este estudio son las siguientes:

- La inclusion de glicerol y ctilénglicol en el medio de extaccion
permite mejorar notablemente el rendimiento de la purificacion de PEPC

de hoja de frijol y obtener una sola forma de la enzima.
- El peso molecular y el pl obtenido para la enzima de hoja de fiijol es
similar al reportado para la enzima de hoja de maiz y de otras de plantas

y tejidos.

- Las propiedades cinéticas de la enzima concuerdan con que la funcion en

la hoja de frijol sea fundamentalmente anaplerdtica.
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