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RESlJ~EN 

La enzima f osfoenolpiruvato c arboxilasa (PEPC, E.C. 4.1 .1 .31) 

e s una enzima ampl iamente distribuida en el reino vegetal. En laB 

p~ant as c on cietabol ismo Co y CAM, PEPC es una enzima clave que 

partici~a en la asimil a c i ó n f o tosintética del CCl2 a tmosférico . 

En el maíz, durante el periodo de llenado de grano , más del 

90 % del pese de los granos se der i va de l o s fot osint ato s 

p r oducido s por las hojas ubicadas por encima de la ma z o rca . Pues to 

que el maíz ee una planta Co resulta a ltamente i n tere sante 

estud i a r la partic i pac ión de la enzima PEPC f o tosintétic a de hoj a 

en este proceso fisioló g ico del llenado de grano . Por ot r a parte, 

la composició:-. entre l o e n iveles de a c tividad de e .':l ta enzima e :·, 

cultivo s mejorado s y n o me jo r ados permitirá cono c e r s i existen 

diferencias a este respecto, surgidas a consecuencia del proceso 

de mejoramiento. De ser así, loe niveles de actividad de esta 

enzima podrían constituir un criter io bioguimico que ~ermitirá una 

rápida selección de variedades de alta y baja pro ductiv:..,:iad. 

En el presente trabajo se midió la actividad de la enzima 

PEPC de hojae de maiz de cinco poblac ionee, una original y cuatro 

mejoradas, de la variedad Zacatecas 58, durante el periodo de 

l lenado de grano, para de esta forma establecer si existe una 

co:-relación entre la ac t ividad de esta enzima y la product iv i dad 

de un cultivo, medida como producción de grano. 
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REEUHEN

La encima fosfoenolpiruvato carboxilasa (PEPE, E_C_ 4.1.1.31)

es una enzima ampliamente distribuida en el reino vegetal. En las

Plflflïfifl CPH metaboliomü C4 V CAM. PEPC es una encima clave cue

participa en la asimilación fotosintética del CDE atmosférico.

En el maiz, durante el periodo de llenado de grano, más del

90 X del peso de los granos se deriva de los fotosintatos

producidos por las hojas ubicadas por encima de la mazorca. Puesto

que el maíz es una planta C4 resulta altamente interesante

estudiar la participación de la enzima PEPC fotosintetica de hoja

en este proceso fisiológico del llenado de grano. Por otra parte,

la composición entre los niveles de actividad de esta enzima en

cultivos mejorados v no mejorados permitirá conocer si existen

diferencias a este respecto, surgidas a consecuencia del proceso

de mejoramiento. De ser asi, los niveles de actividad de esta

enzima podrían constituir un criterio bioquímico que germitirá una

rápida selección de variedades de alta v baja productividad.

En el presente trabajo se midió la actividad de la enzima

PEPE de hojas de mais de cinco poblaciones, una original v cuatro

mejoradas, de la variedad Zacatecas 58, durante el periodo de

llenado de grano, para de esta forma establecer si existe una

correlación entre la actividad de esta enzima v la productividad

de un cultivo, medida como producción de grano.



Se observaron incrementos graduales de la actividad de la 

er.2ima i~ rant e ~ as c uatro primeras semanas despué s de la a ntes i s, 

se~~i dos de decrementos en esta actividad hasta el final del 

peri odo de llenado de grano. 

Lo s niveles de a c tividad determinados en la s poblaciones 

me joradas estuvieron casi siempre p o r encima de los niveles d e la 

población original . 

Las propiedades de regulació n de la enzima , respu e sta a pH , 

el inhibidor mala to , el a c tivador glucosa 6-P y las especi e s 

libree de PEP 
+2 

y Mg ' fuer on las mi s mas pa r a t odas las 

poblac iones, l o c;ue sugiere c¡·cie no hay cambio en :a c alidad d e la 

proteína, s ino en la cantidad a consecuenc ia de l mej o ramieni:. o . 

Es: o fue ccrrc boradc p o r estud i o s de i nmunoelectro t rans ferenc ~ a . 

en lo s c;ue se obtuv6: a) que la cantidad de la enzima PEPC s e 

incrementa durante la primera semana después de la antesis, 

disminuyendo con posterioridad y b) que la cantidad de la enzima 

es mayor en un cultivo mejorado que el original . 

En base a los resultados descritos podemos c oncluir: que 

la actividad y c antidad de PEPC se increment a du ran te l as primeras 

semanas del llenado de grano en respuesta probablemente a la 

demanda de fotosintatos por parte de la mazorca; y que las 

diferencias observadas en cuanto a la actividad y c antidad de 

PEPC, entre la poblac ión original y las mejoradas puede n estar 

relaci onadas con l a característica de mayo r productividad de estas 

última s. 
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Se observaron incrementos graduales de la actividad de la

encina durante Las cuatro primeras semanas despues de la antesis,

seguidos de decrementos en esta actividad hasta el final del

periodo de llenado de grano. f

Los niveles de actividad determinados en las poblaciones

mejoradas estuvieron casi siempre por encima de los niveles de la

población original.

Las propiedades de regulación de la enzima, respuesta a pH,

el inhibidor malato, el activador glucosa B-P y las especies

libres de PEP y Hgfii, fueron las mismas para todas las

poblaciones, lo que sugiere que no hay cambio en la calidad de la

proteina, sino en la cantidad a consecuencia del mejoramiento.

Esto fue :crrcbcradc por estudios de inmunoelectrftransferenfiia,

en los que se obtuvó: al que la cantidad de la enzima PEPC se

incrementa durante la primera semana despues de la antesis,

disminuyendo con posterioridad y b) que la cantidad de la enzima

es mayor en un cultivo mejorado que el original.

En base a los resultados descritos podemos concluir: 1” que

la actividad y cantidad de PEPE se incrementa durante las primeras

semanas del llenado de grano en respuesta probablemente a la

demanda de fotosintatos por parte de la mazorca; y 2° que las

diferencias observadas en cuanto a la actividad y cantidad de

PEPC, entre la población original y las mejoradas pueden estar

relacionadas con la caracteristica de mayor productividad de estas

últimas.
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INTRODUCCION 

La formació n de la mazorca y el llenado de grano en una 

planta adulta de ma1z requiere del euministro de una gran cantidad 

de f o t osintatos po r par te de las hojas implicadas en es te proce so. 

Exis t en evidenci as expe rimentales de que increme ntos en e l 

sum inistro de f o tosintato s durante diferentes es t adi o3 del peri odo 

de llenado de grano , tienen un efecto positivo y significativo 

s obre el r end imiento del proces o (Schoper et al . , 1982). Se 

c omprende fá~il mente que a quellos fac t o res que limiten el proceso 

fo t o s~ntéti c o son factore s limitantes de la productividad de la 

planta y que se necesita optimizar este proc eso si queremos 

ob~ene r e l máximo r e ndimien t o en un cultivo. 

El mai z pertenece al grupo de plantas con f o tos1ntesis C•, 

c-:i r3.c ter izadas por un alto nivel de productividad baj o condiciones 

de i luminac ión y temperaturas elevadas, y que ade~s eon capac ee 

de s obrevivir en ambientes relativamente !ridoe. Eetae propiedades 

d ~ l as plantas~. ae deben a la actuación integrada de doe rutas 

m~ ~abó l ic as: el c iclo de Calvin. responsable de la asimilación de 

COz atir.o efé ri co en todos loe organismos fotoeintéticos, y el 

llamado c i c l o~. exc lusivo de este tipo de plantas, que permite 

una efi c iente asimilac ión f o toeintética de COz. La enzima clave de 

la ruta~ e3 la fosfoeno lpiruvato c arboxi lasa (PEPCJ, ya que 

c atali z e ~a fij a : i 0 n primaria de CQ;z a tmosférico e n c ompuestos 

o rgá nicos. 

Por otra parte, t rabaj os re c ientes de selecc i ó n masal s ob r e 

la variedad de ma1 z Zacatecas 58 , r e alizado e p0 r e l Dr. Holina 

Gal6n en el Colegi o de Poegraduadoe de la Univer s i dad Autó noma de 

INTRODUCCION

La formación de la mazorca y el llenado de grano en una

planta adulta de maiz requiere del suministro de una gran cantidad

de fotosintatos por parte de las hojas implicadas en este proceso.

Existen svidenc;as experimentales de que incrementos en el

suministro de :otosintatos durante diferentes estadios del periodo

de llenad: de grano, tienen un efecto positivo y significativo

sobre el rendimiento del proceso (Schopsr st al., 1982). Se

comprende facilmente que aquellos factores que limiten el proceso

fotusintetico son factores limitantes de la productividad de la

planta y que se necesita optimizar este proceso si queremos

obtener el máximo rendimiento en un cultivo,

El maiz pertenece al grupo de plantas con fotoaintesis C4,

caracterizadas por un alto nivel ds productividad bajo condiciones

de iluminación y temperaturas elevadas, y que ademls son capaces

de sobrevivir en ambientes relativamente áridos. Estas propiedades

le las plantas Ch, se deben a la actuación integrada de dos rutas

metabólicas: el ciclo de Calvin, responsable de la asimilación de

tie atmosférico en todos los organismos fotosinteticos, y el

llamado ciclo G4, exclusivo de este tipo de plantas, que permite

una eficiente asimilación fotosintótica de Cüc. La enzima clave de

la ruta C4 es la fosfoenolpiruvato carboxilasa {PEPCJ, ya que

cataliza la fija ión primaria de C02 atmosférico en compuestos

orgánicos.

Por otra parte, trabajos recientes de seleccion masal sobre

la variedad de main Zacatecas 58, realizados por el Dr. Molina

Galán en el Colegio de Posgraduados de la Universidad Autonoma de

1



; ha¡: i r: s •:i , ht1.1: pr oduc ido notablee mejoras en el rendimiento del 

cult:vG bajo c c ndi c i o nes de sequia, r endimiento in si t u y 

rendimiento rotativo (Vargas et al., 1982; Villanueva, 1988) . Por 

l e qi,,;e. 1· e su lta de sumo interés c aracterizar bi oqut micamen t.e las 

diferencias e ntre l os cultivos mejorados y los no mejorados , como 

medio de enc ontrar cr iter ios bioq~ micos qu e permitan ~a ráp ida 

selecc i ó n de variedades de al t a y baja produc tividad , bajo 

diversas condiciones ambien t a les. 

A este respecto, el estudio de l a participac i ó n de la enzima 

fosfoer.olpiruvato carboxilasa en este proceso fis i o l ó g ico de la 

planta ,llenado de grano, en las pob laciones a ntes me nci on adas, 

resul t a a:tamente i ndicado y puede o ri entarno s e n la tarea d e 

obtene!" variedades a gri col as más convenientes. 
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Jhaiinao. han producido notables mejoras en el rendimiento del

cu1†;v; 'cago condiciones de sequía, rendimiento in .situ y

rendimiento rotativo (Vargas et al.. 1982; Villanueva, 1988). Por

ic que. resulta de sumo interés caracterizar bioquimicamente las

diferencias entre ios cultivos mejorados y los no mejorados, como

medio de encontrar criterios bioquimiccs que permitan la rapida

selección de variedades de alta y baja productividad. bajo

diversas condiciones ambientales.

A este respecto. el estudio de la participacion de la enzima

fosfoenolpiruvato carboxilasa en este proceso fisiolügico de la

p1anta.lìenado de Grano. en las poblaciones antes mencionadas,

resulta altamente indicada v puede crientarnos en la tarea de

obtener variedades agricolas mas convenientes.

2



I. ANTECEDENTES 

1.1. Foafoenolpiruvato c ar boxilasa 

1. t. t. ~eacción c atalizada 

Fosfoenolpiruvato carboxilasa (PEPC - EC 4.1.1 .31), cataliza 

la ~ - c arboxilación de f osfoenolpiruvato ( PEPJ para producir 

oxalacetato, de acuerdo a la siguiente reacción: 

Hg Z• 

PEP + Hco; - -----· OAA + Pi 

Esta reacció n es altame nte exer¡iónica (con un de -6 

k c al /mo~ ) y prácticamente irreversible bajo condiciones celulares 

<O· Leary, 1982 ) . 

Esta a c tividad fue descubierta por Bandurski (1953) en 

t ejidoe de plantas, quien demostró que para 

cata l.f tica ea necesaria la presencia de M¡¡¡2 •. 

la actividad 

Haruyama et al.í1866J demostraron que la carboxilación de PEP 

por la enzima extraida de co t iledones de cacahuate utiliza como 

s ust rato ·bicarbonato ( HCO-3) y no COz, como ocurre en otras 

re a c ciones de carboxilac ión catalizadae enzimá.ticamente. Además 

l o e experimentos de Coo pe r and Wood (1971) y Hukerji (1977) 

indican que dicha enzima es la ~nica carboxilaea que usa HC0-3 

~orno sustrato y no contiene bio tina. 
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I. ANTECEDENTES

1.1. Epsgoenolpiruvato carboxilasa

1.1.1. Reacción catallzada

Fosfoenolpiruvato carboxilasa (PEPC - EC 4.1.1.31). catalica

la H-carbcxilacion de fosfoenolpiruvato (PEP) para producir

oxalacetato. de acuerdo a la sifluiente reaccion:

_ His.

PEP + HCÚ3 "- --J-- F ORA + Pi

Esta reaccion es altamente exeriónica (con un ¿Ga de *E

kcalƒmolì Y prácticamente irreversible bajo condiciones celulares

f0'Leary.19E2J.

Esta actividad fue descubierta por Bandurski (1953) en

teJidoe de plantas. quien demostró que para la actividad
1-

-'Pcatalitica es necesaria la presencia de Mil.

Haruyama et al.f196B) demostraron que la carboxilaciön de PEP

por la ensima extraída de cotiledones de cacahuata utiliza como

sustrato bicarbonato (HCU†a) y no GUI, como ocurre en otras

reacciones de carboxileoiún catalizadas enzimäticamente. Además

los experimentos de Cooper and Wood (1971) y Hukerji (19T7}

indican que dicha enzima es la única carboxilasa que usa EEK):

como sustrato v no contiene biotina.

3



Estudios más recientes (Rodriguez - Sotres et al. , 1990), 

muestran que, en contra de l o admitido por la mayorl a de los 

inveetigadores hasta ese momento, el sustrato preferencial de la 

enzima a valore s fisioló gicos de pH no ea PEP libre, sino el 

complej o PEP - Mg . PEP libre ee comporta como un activador de la 

e nzima . 

1. t. 2. Funciones -tab6licas 

Fosfoenolpiruvato carboxilasa est.i ampliamente distribuida en 

pl antas, a l gas y bacterias, donde deeempena una gran variedad de 

fu nc iones metabó li c as , como son: 1) la fijación fotoeintética de 

COz en planta s de alta produc tividad ,C. (Hatch,1978), y de climas 

áridor. y deeérti co s,CAM (Buchanan-Bolling and Kluge, 1981; Black, 

1973) ; 2) la producc~~ n de oxa lacetato alimentador del ciclo de 

Krebs (func ió n anapler6tica) (Davies, 1979) y 3) regulación del 

pH int racelular (Latzko and Kelly, 1983; OºLeary,1982; Iglesias 

et al., 1984). 

1.1.3. Propi e dades cinéticas 

De acuerdo con Ting and Osmond (1973) lae ieoformas de PEP 

car boxilasa pueden clasificarse en tres grupos en base 

a c: tividad especifica de l os extractos crudos y según su Km 

a) enzimas e» e isoformas anapler6ticae con un bajo Km y una 

act ividad especifica, b) enzimas CAM con un bajo Km y una 

a la 

(PEP J: 

baja 

alta 

actividad especi fica y c) enzimas C. con un Km elevado y una alta 

act ividad espe r, i f ica. Estas diferencias est.in claramente 

relacionadas con e l papel fisiológico que las enzimas juegan en 

los diferentes metabolismos de estas plantas (Melzer and o· Leary, 

1987; o· Leary, 1982; Ting and Osmond, 1973 ) . 

4 

Estudios más recientes fRodr1guez¬5otres et al., 199m1,

muestran que, en contra de lo admitido por la mayoria de ios

investigadores hasta ese momento, el sustrato preferencial de la

enzima a valores fisiológicos de pH no es PEP libre, sino el

complejo PEP-Hi- PEP libre se comporta como un activador de la

enzima.

1.1.2. Funciones nstabolicas

Fosfoenolpiruvato carbosilasa está ampliamente distribuida en

plantas, algas v bacterias, donde desempeña una ¡ran variedad de

funciones metabülicas, como son: 1) la fijacion fotoeintética de

:Ih en plantas de alta productividad .C4 {Hatch,19TB), v de climas

áridos v desérticos,CAH ífiuchanan-Bellini and Kluge, 1981; Black

13731: 2: la prcduccion de oxalacetato alimentador del ciclo de

Krebs (funcion anaplerotica) (Davies, 1979) v 3] regulación del

pH intracelular tLatzko and Kelly, 1983; ü'Learv,19B2; Iglesias

et al., 1954].

1.1.3. Propiedades cinética:

De acuerdo con Tina and Dsmond (1973) las ieoformas de PEP

cartoxilasa pueden clasificarse sn tres ¡rupos en base a la

actividad especifica de los extractos crudos v según su Km (PEP):

a) enzimas CI e ieoformas anapleróticas con un bajo Km H una baja

actividad especifica, bi enzimas CAM con un bado Km y una alta

actividad especifica y ci enzimas Ca con un Km elevado v una alta

actividad especifica. Estas diferencias están claramente

relacionadas con el papel fisiológico que las enzimas Juegan en

los diferentes metabolismos de estas plantas {Helzer and 0' Leary,

1987; 0' Learv, 1982: Ting and Osmond, 1973).
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La V"""1X de la enzima PEPC tipo C., objeto de este estudio , n o 

se afecta por cambios de pH en un intervalo de 7 .0 a 10 . 0, 

mientras que Km (PEP) y Km (Hg) disminuyen a medida que incrementa 

el pH (Ialesias and Andreo, 1983; o · Leary et al., 1981; Podeetá 

and Andreo, 1989 ; Stiborová and Leblová, 1983). 

1.1.4. c~racterlsticas moleculares 

El peso molecular de la enzima nativa varia eegún la especie 

y el tejido del que se obtenga. La isoenzima fotosintética de maiz 

y de ot r a s plantas C. tienen un peso molecular de 340,000 a 

400 , 000 daltons (Ker and Robertson, 1971; Uedan and Sugiyama, 

197 6) . 

P~PC generalmente se ha descrito como un homotetrámero 

(0.Lea ry, l932 ; Uedan and Sugiyama, 1976). Sin embargo, otros 

reportea (Wu and Wedding, 1985; Walker et al., 1986; Stiborová and 

I.:ebl ová,1986; Wagner et al., 1987) muestran que la carboxilasa 

puede existir 1n v1vo en diferentes formas oligom&ricas. 

Yanagieawa et al. (1988) dedujeron la secuencia de 

aminoá c idos a partir de cDNA de hoja de maiz, encontrando que está 

c ':>mpuesta por 970 reatos de aminoácidos, con una masa molecular de 

109 ,408 Da . 

Es tudi 0 a s obre l a mod ificación q~mica en la enzima de rnalz, 

usando fe ni lg l i oxal Ci gl e ei ae et al. ,1984 b) y piridoxal - 5-fosfato 

(Podestá et al . ,1986) mo e t raro n que doe residuos de arginina y 

c ~atro de liaina, po r c ada tetrá mero, son esenciales para la 

a c tividad y que ambo s grupos pueden ser protegidos por PEP frente 

a la inactivaci6 n por reac tivos eapec lficos. 
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La Peon de la enzima PEPE tipo C4, obJeto de este estudio, no

se afecta por cambios de pH en un intervalo de T.0 a 10.0,

mientras que Em [PEPJ v Km {Hg} disminuyen a medida que incrementa

el pH (Iglesias and andreo, 1903: 0' Learv et al., 1951; Podestá

and andreo, 1989; Stiborová and Lsblová, 1953).

1.1.4. Caracteristicas moleculares

El peso molecular de la enzima nativa varia según la especie

v el tejido del que se obtenga. La isoenzima fotosintetica de maíz

9 de otras plantas 04 tienen un peso molecular de 340,000 a

400,000 daltons [Her and Robertson, 19?1¦ Uedan and Sugivama,

IQTEJ.

PEPO generalmente se ha descrito como un homotetrámero

'.31 E: tu |'*..`1{0`Learv, Uedan and Sugiyama, l9TBJ. Sin embargo, otros

reportes (Wu and Wedding. 1955: Walker et al., 1905; Stiborova and

Eeb1ová,19B0; Wagner et al., l9B?} muestran que la carbosilasa

puede existir in vivo en diferentes formas oligomüricas.

ïanagisawa et al. [1905] dedujeron la secuencia de

aminoácidos a partir de cDHa de hoja de maíz, encontrando que esta

¬ompuesta por QTO restos de aminoácidos, con una masa molecular de

109,400 Da.

Estudios sobre la modificacion química en la enzima de maiz.

usando fenilgliosal fïglesias et al.,19B4 bl Y Piridosal~5-fosfato

{Pcdestá et al.,19BBJ mostraron que dos residuos de arginina v

cuatro de lisina, por cada tetråmero, son esenciales para la

actividad F que ambos grupos pueden ser protegidos por PEP frente

a la inactivacifin por reactivos especificos.
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Adem'e, varioe autores (Manetae and Gavalae, 1982; Stiborov' 

and Leblová, 1983; Gonz¿lez et al.,1986) han reportado la 

participación de arupoe tiol an la actividad de PEPC. Walker and 

Edwarde (1986), demuestran que la modificación de estos arupoe por 

p-·cloromercuribenzoato (PCMB) y de histidinas, por 

dietilpirocarbonato (DEPC) causan disociación del tetrámero activo 

en dimeroe y monó meroe inactivos. Valoree extremos del pH 

(inferiores a 6 y superiores a 8) pueden tambi6n disociar a la 

enzima en di c has eubunidadee (Stiborová and Leblová, 1986). 

1.1.5. ~egulación fisiológica 

La PEPC de hoja de plantas Co es una enzima reguladora, para 

la que se han reportado diversos efectores. Entre los de posible 

eign i~i c anc ia fieioló¡ica hay que mencionar a alucosa (Weddins et 

a ~. , :989; Uedan and Suaiyama, 1976; Chou and Shi, 1984; Coomb et 

al., 1973; Hubera.ndEdwards, 1977; HareeandLeblová, 1980; Won¡¡ 

and Daviee, 1972) y ¡¡licina (Chou and Shi, 1984; Maree and 

Leblovi, 1980), ambos activadores y L- malato, formado por 

reducc ión del oxalacetato mediante la enzima cloropláetica malato 

deehidros'enasa, dependiente de NADP, :y el aspartato (Huber and 

Edwarda, 1975; Ialeeiae et al., 1986), resultante 

transaminación del oxalacetato, como inhibidores. 

de la 

La eetimulaci6n d~ la ac tividad de PEPC de hojas de plantas 

Co po r iluminación de las ho jas antes de la extracción, indica que 

la luz está. también involucrada en la regulación a corto plazo de 

la actividad de esta enzima (Karabourniotis et al., 1983). Esta 

regulación consiste en foeforilaci6n- desfosforilaci6 n del grupo 

hidroxilo de la Ser-15 de la enzima (Jiao and Chollet, 1989); lo 
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Ademts. varios autores (Hanetas and Gavalas. 1982: Stiborova

and Lsblovä, 1983; González et al.,l9B6) han reportado la

participación de grupos tiol an la actividad de PEPC. Walker and

Edwards (1986). demuestran que la modificación de estos grupos por

p-cloromercuribenzoato (PCHB) v de histidinae, por

dietilpirocarbonato (DEPC) causan disociación del tetràmero activo

en dímeros v monómeroa inactivos. Valores extremos del pH

(inferiores a B V superiores a 8) pueden también disociar a la

enzima en dichas subunidades (Stiborovi and Leblcvá, 1906).

i . 1. 5. Regulación fisiológica

La PEPC de hoja de plantas Cl es una enzima reguladora, para

la que se han reportado diversos efectores. Entre los de posible

significancia fisiológica hay que mencionar a glucosa (Wedding et

ai.. 1969; Uedan and Sugiyama, 1976: Chou and Shi, 1984; Coomb et

al., 1973: Huber and Edwards. 1977; Hares and Leblová, 1980: Wong

and Davies, 1972) v glicina (Chou and Shi, 1984; Mares and

Leblová. 1980). ambos activadores y L- malato, formado por

reducción del oxalacetato mediante la enzima cloroplastica malato

deshidrogenasa, dependiente de HADP, y el aspartato (Huber and

Edwards. 1975: Iglesias et al.. 1900). resultante de la

transaminación del oxalacetato, como inhibidores.

La estimulación de la actividad de PEPC de hojas de plantas

04 por iluminacion de las hojas antes de la extraccion, indica que

la luz està también involucrada en la regulación a corto plazo de

la actividad de esta enzima {Karabourniotis et al., 1983). Esta

regulacion consiste en fosforilaciónf desfosforilación del grupo

hidroxilo de la Ser-15 de la enzima (Jiao and Chollet, 1989): lo
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cual impli c a que existen do a formas de PEPC interconvertibl es pc r 

modificación covalente postraduccional; la forma de dla (que es la 

foeforllada) presenta una mayor afinidad por el sustrato PEP y una 

menor sensibilidad a inhibición por malato que la forma de noc he 

(desfoaforilada) . Ell o a su vez se traduce en una mayor actividad 

de l a e nz i ma dur a n t e e l periodo de luz í.n vivo (Huber and 

Sugiyama, 1986; Rodr1"1lez-Sotres 

Rodri gue z -Sotre s e t al . , 1987). 

and Huf'loz-Clares, 1987; 

El me c ani s mo mo l ecular responsable de estos cambios en el 

compo r t amien t o c i né t i c o de la enzima no es la oxidorreducción de 

grupo s - SH como habí an propuesto al"1lnos autores {Iglesias and 

Andre o , 198 4 a.; Karabourni o tis et al., 1983), sino más bien el 

c amb i o e n el e stado de f oeforilación de restos seril de la enzima 

ya me nc ionado s (Budde and Cho llet, 1986; Jiao and Chollet, 1989). 

Además, ú6pez- Pozos et al.(1990), mostraron que tanto la 

f o rma de día como la de noche presentan hie~reeis en extractos 

c rudos desalados, siendo este fenómeno diferido por la disociación 

de los tetrámeros activos en di meros menos activos o inactivos . 

Amba s formas difieren en cuanto a sus caracteri sticas 

hi ate réti cas, l o q ue podría indicar que la proporción de dímeros 

y tet rá meros de esta enzima presente í.n vivo depende de las 

co ndi c i one s de il umi nac i ó n a que la planta esté sometida o bien 

podría i gu almen te s er un reflejo de la diferente afinidad que 

poseen ambas f o r mas po r sus ligandos. 
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cual implica que existen dos formas de PEPO interconvertibles por

modificación covalsnte postraduccionali la forma de dia (que es la

fosforilada) presenta una mavor afinidad por el sustrato PEP v una

menor sensibilidad a inhibición por malato que la forma de noche

(desfosforilada). Ello a su vez se traduce en una mayor actividad

de la enzima durante el periodo de luz in vivo (Huber and

Sugivama, 1986; Rodriguez-Sotres and Muñoz-Clares, 1987:

Rodriguez-Sotres et al., IQBTJ.

TWal mecanismo molecular responsable de estos cambios en el

comportamiento cinótico de la enzima no es la oxidorreducción de

grupos -SH como habian propuesto algunos autores (Iglesias and

Andrea, 1984 a: Karabourniotis et al., 1953), sino más bien el

cambio en el estado de fosforilacion de restos seril de la enzima

ya mencionados (Budde and Chollet. 1980: Jiao and Chollet, 1909).

además, López-Pozos et al.[1990i, mostraron que tanto la

forma de dia como la de noche presentan históresis en extractos

crudos desalados, siendo este fenómeno diferido por la disociación

de los tetrámeros activos en dimeros menos activos o inactivos.

Ambas formas difieren en cuanto a sus caracteristicas

histereticas, lo que podria indicar que la proporción de dimercs

v tetrámeros de esta enzima presente in vivo depende de las

condiciones de iluminación a que la planta esté sometida o bien

podria igualmente ser un reflejo de la diferente afinidad que

poseen ambas formas por sus ligandos.

T



1.2 La ruta C. de aeimilaci6n del C02 atmoefwri co -------- - ---·------- -

Las llama das plantas C., a lae cuales pertenece el maiz, ee 

caracterizan po r tener una rut a de fija c ión de COa que involucra a 

doa tipoe de célul as diferentee: las máe externas, cuya pared 

celular es delgada y que realizan el interc ambio de los gasee con 

la at rró efera, denominadas células del ..asófilo y las células que 

se encuentran en la parte central de la hoja rodeando a los haces 

vascu :aree , llamadas células de la vain.a vascular, que por tener 

una pare d c e lular gruesa y euberiflcada, se localizan aisladas del 

interc ambi o de gases ( FIG . 1). Eet.Ás células se comunican con las 

cé l u las de m~ &~filo a través de unos canales que atraviesan la 

gruesa c apa de suberina llamado s plasMOdesinos . Los cloroplaetoe de 

l é'3 c:é lula.:i de l a vain a vaecular contienen todas las enzimas del 

ci c lo de Calvin y, por tanto se encargan de la asimilación del CO:z 

en t riosas f c efato y de la einteeis de almidón. Sin embargo, la 

c antidad de luz que llega hasta ellas es mínima y, parte del poder 

r eductor requerido por sus cloroplastoe en la 8intesis de azúcares 

es impo rtado de los cloroplastos del meeóf ilo en forma de 

c ompuestos reduc idos (Edwards and Huber, 1981; Osmond et al., 

1980 ; We lkie and Coldwell, 1988 ). 

La figur a 2 mues t ra un esquema de la vi a C. como se ha 

propuesto ;ue ocu rre en las ho jas de maiz. En el prime r paso de 

asimilac i ó n de C:Oz e e e ncuentra la reac c ión c atalizada po r PEP 

carbox ilasa, que se loca liza en el citoplasma de lae células del 

~~sofilo. EJ C~¿ aaimilad~ en ácido oxaloacético, es introducido 

po r un interc ambiador de di c arboxila to a ai clor op lasto donde es 

reducido 1.1 malato, con el co nsecuente consumo de tlADPH po r la 

a 

1-2 La Puta *.l1±_af=_ueHimi_1_s9l1ec -¿el _§`±*l›'=___fl_\!_ma_ffr_=f.1_==“~'=_›

Las llamadas plantas C4, a las cuales pertenece el maiz. se

caracterizan por tener una ruta de fijación de C02 que involucra a

dos tipos de células diferentes: las más externas. cuya pared

celular es delgada v que realizan el intercambio de los gases con

la atmósfera, denominadas téludat del nefiófiló y las celulas que

se encuentran en la parte central de la hoja rodeando a los haces

vasculares, llamadas células ds la vaina vascular, que por tener

una parei celular gruesa v suberificada, se localizan aisladas del

intercambio de gases (FIC. li. Estás cólulas se comunican con las

células de meeófilo a travós de unos canales que atraviesan la

gruesa capa de suberina llamados plasnndetnoì. Los cloroplastos de

las celulas de la vaina vascular contienen todos las enzimas del

ciclo de Calvin y. por tanto se encargan de la asimilación del 002

en triosas fosfato y de la sintesis de almidón. Sin embargo, la

cantidad de luz que llega hasta ellas es minima v, parte del poder

reductor requerido por sus cloroplastos en la sintesis de azúcares

es importado de los cloroplastos del mesófilo en forma de

compuestos reducidos (Edwards and Huber, 1981; üsmond et al.,

1980; Welkie and Coidwell, 1988).

La figura 2 muestra un esquema de la via Ch como se ha

propuesto ¿ue ocurre en las hojas de maiz. En el Primer paso de

asimilación de 002 se encuentra la reacción catalizada por PEP

carboxilasa, que se localiza en el citoplasma de las cólulas del

mósofilo. El C02 asimilado en ácido oxaloacetico. es introducido

por un intercambiador de dicarboxilatos a. cloroplaeto donde es

reducido a maiato, con el consecuente consumo de NADPH por la



Cél1lu •e 
aesÓfilo 

Haz Vasular 

Célalas •e 
Vaina uascular 

Fig. l. Corte transversal de la hoja de una planta C4 
mostrando la t1pica anatom1a KRANZ caracter1stica de 
este grupo de plantas superiores (Good and Bell, 1980; 
Laetsch, 1974). 
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este grups de plantas superiores (Good and Bell, IHED:
Laetseh, 19?4].



enz ima rn &:ato deshidrogenasa dependiente de NADP. El malato sale 

;:·o r med::.o del i n t e r c ambiad0 r de di c arboxilato s y difunde 

librerner. te hacia las células de vaina vascular, en donde es 

nuev 8.!:1en t.e transport.ado a 1 interio r de 1 c l o r oplasto . Aquí el 

ma lato es de s oarboxil ado po r la enzima ma lato desh i drogenasa 

desc arboxi lante dependiente de NADP. El C02 l i berado por €' s ta 

r e a cc i ó n es rec a pturado por la ribu losa 1 , 5-bifosfato 

c arboxil a sa -oxigenasa (RUBISCOJ para alimentar e l ci c l o de Calvin. 

en ;:i onde es def i nitivame n te fijado en c ompues t os reducido s . El 

piruvato res~ltsnt e de la de s c arboxilac i6n del malato r eg resa al 

c ~ c r opiasto del mesofi:!.o e n un proceso qu e invo luc r a al meno s un 

t r a:-1spo rtado r activo a n i vel de l a memb r a na del clc r o plasto del 

me96fil ü . Es~e piruvato es i.; t ::.lizadc pa r a ~ a BJ.n c.e s is de PEF 

¿ r ac :as a la r e acció n c a t al i zada po r l a enz i rna pi r uva t o 

orto f~sfato dicinasa con el cons umo de dos equival e nte s de ATP. El 

PEP as i sintetizado es transpo rtado al exterior del cloroplasto, 

en · .. m intercambio con fosfatos, ;>ara .3e rvir d e s ustrato a la PE? 

carboxilasa completando el ciclo de intermediarios de la ruta C. 

(C;;cmbs,1979 ; Edwards and Huber,1 981; Good and Bell,1980; 

Hat ch,1978; Ray and Black,1979 ) . 
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enzima maiatc deehidrogenaea dependiente de NADP. El malato aala

por medio del intercambiador de dicarbosilatoe r difunde

libremente hacia las células de vaina vascular, en donde es

nuevacente transportado al interior del oloroplaeto. Aqui el

malato es descarboxiìado por la enzima mslato deshidrogenaea

descarooxilante dependiente de NADP. El C92 liberado por esta

reaccion es recapturado por la ribulosa 1,5-bifoefato

carboxilass-oxigenaea {RUB15COJ para alimentar el ciclo de Calvin.

en donde es definitivamente fijado en compuestos reducidos. El

piruvato reeultante de la desoarboxilecion del malato regresa al

clcrcpiasto del meeofilo en un proceso que involucra al menoo un

transportador activo a nivel de la membrana del clcroplaeto del

meoofilo. Eete piruvato ee otilízadç para La elnteeie de PEP

gracias a la reaccion catalioade por if ensima ' uveto'H INI I-_
I

ortcfoafato dicinasa con el consumo de dos equivalentes de ATP. El

PEP asi sintetizado ea transportado al exterior del cloropìaato,

en un intercambio con fosfatos. para servir de sustrato a la PEP

carboxilaea completando el ciclo de intermediarios de la ruta C4

fG::mbe.1 Edwards and Huber,19B1; Good and Be11.19BG;'ED4 -m

Hatch.1975: Ray and B1aok,1979).
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Fig. 2 Esquema del metabolismo fotosintético de las plantas C 
4 

del 
tipo EM-NADP (enzima málica dependiente de NADP). A este grupo 
de plantas pertenece el maíz ( Zea mays ) . Existen variantes d e 
es te metabolismo que difieren en el tipo d e ácidos C 4 que sirve n 
para el transporte de co2 hacia el interior de las células de vaina 
vascular y en la enzima descarboxilante; el resto del metabolismo 
es igual en todas las plantas C 4 (Batch, 1978; Batch and Osmond, 
1976 ; Laetsch, 1974 y Rathman, 1978). Abreviaturas : PRC , ciclo 
d e Calvin ; CLP, cloroplasto; CIT, citoplasma; AC, anhidrasa 
carbónica , PEPC, fosfoenolpiruvato carboxilasa, PPA sa, 
pirofosfatasa; A TPasa , A TP sintetasa cloroplástica; PPDK, piruvato 
ort ofosfato dicinasa; MDB , malato deshidrogenasa (NADP); EM, 
enzima málica (NADP) ; Pi , fosfato inorgánico; PPi, pirofosfato; 
PEP, fosfoenolpiruvato; OAA '+ oxalacetato; ATP, ADP y AMP, 
nucleótidos de adenina ; NADP y NADPH, fosfatos de dinucleótido 
de adenina y nicotinamida. 

11 

>"Á-É/I."
See-M-
lunr °“

¡unnnn-un H, "`"°

m-:::n. ï”'" H F"

k

Fig. 2 Esquema del metabolismo fotosintético de las plantas C del
tipo EM-NADP [enzima mâlica dependiente de NJHDPJ. a este êrupo
de plantas pertenece el maiz ( Zea mais II. Existen variantes de
este metabolismo que difieren en el tipo de ácidos CI! que sirven
para el transporte de C02 hacia el interior de las células de vaina
vascular jr en la enzima descarboxüante; el resto del metabolismo
es igual en todas las plantas C (Hatch. 1978; Hatch and Osmond.
1976; Laetsch, IBT4 jr Rathmaxi, 1978). Abreviaturas: PRC. ciclo
de Calvin; CLP. cloroplasto; CIT, citoplasma; AC. anhidrasa
carbdnica. PEPC. fosfoenolpiruvato carborilasa, PPAsa.
pirofosfatasa; aTPasa, ATP sintetasa cloroplåstìca; PPDK. piruvato
oflofosfato dicinasa; MDH, malato deshidrogenasa IÉNADPJ; EM,
enzima målica (HaDP); Pi, fosfato inor-g.e'mico¦ PPi, pirofosfato;
PEP, fosfo-enolpiruvato; 0AA,+ oxalaeetato; ATP, ADP y AMP,
nucleótidos de adenina; HADP y NADPH. fosfatos de dinucleôtido
de adenina y nicotìnamida.
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:. 2. FEPC y el mej o rami e n to de las p l antas 

Desde hace tiempo se conoce ~ Je l a capacidad de crecimiento 

de> '. c·· oo s i os ó rgano s de una planta es~ determinada por la 

e: ~c i enc ia en la fija c i ó n de C02 y la f o rma en qu e se dis t ribuyen 

: e s ~r = 3~= t c s sintetizados IGiffo rd and Evane, 1981 ¡ . 

Cr af-.:.-Brandner y Poneleit ( 1987 ) . e stud iando el 

comportamiento de la actividad fo tosinté tica en dife rentes 

pob: a cior.es de ma1z d'..lrante el periodo de llenado de grano 

encontraron que l es perfiles de actividad de PEPC se mueven e n 

para lelo a los perfiles de i nterc ambi o de C02. Así mi smo , Sugi yama 

e t a l . ( 1984 ) , observaron cor r e 1aci ones a l t amente pos i t ivas entre 

l as a c tiv idades de PEPC y la Froduc c i On de t i omasa e n m~ z. Es t a s 

da tos mc straron que e l n i ve l de esta enzima en el siste ma d e 

captació n de COz en la fo tosl ntesis C. , es rr¡as critico que e l d e 

la enzima carboxilante del ciclo de Calvin, Rubisco, y que por 

tanto PEPC es una enzima determinante de la produ c ti ·,rid ad de 

biomasa en plantas de maíz . 
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Desde hace tiempo se conoce gie la capacidad ds crecimiento

de 'zaos los organos de una planta esta determinada por la

eí-:iencia en la fijacion de C02 v la forma en que se distribuyen

los prritrtts sintetisados Ldiffcrd and Evans, 1981;.

Craft-Brandner v Poneleit {19BT}, estudiando el

comportamiento de la actividad fotosinoetica en diferentes

poblaciones de mai: durante el periodo de llenado de grano

encontraron que los perfiles de actividad de PEPE se mueven en

paralelo a los perfiles de intercambio de C02. asi mismo. šugiyama

et al. (19541. observaron correlaciones altamente positivas entre

las actividades de PEPE y la production de hiomasa en mais. Estos

datos mostraron que el nivel de esta ensima en el sistema de

captacion de CCH en la fotosi ntesis G4. es mas cri tico que el de

la ensima carboniiante del ciclo de Calvin. Rubisco, y que por

tanto PEPE es una enzima determinante de la productividad de

biomasa en plantas de malz.

12



II. HIPOTESIS 

Se propone como hipótesis de trabajo que la actividad y/ o 

cantidad de PEPC ee inc~ementa en las hojas que participan en el 

llenado de grano y que la magnitud de estos incrementos podrá 

variar dependiendo de las caracterieticas de productividad de la 

población estudiada . 

III. OBJETIVOS 

3.1. QE_,ietivo general 

En base a l os antecedentes expuestos, en el presente trabajo 

n o a pr opusimo s seguir la a ct ividad de la enzima fosfoenolpiruvato 

c ~rboxilaea de hojas de maiz de las poblaciones original y 

me j o ra das de l a variedad Zacatecas 58, durante el periodo de 

llenado de grano . 

De esta forma ee pretendió establecer 

co rrelación entre la actividad de esta 

fotosintética y la productividad de un cultivo 

como producción de grano. 

si existe 

importante 

de mai z, 

una 

enzima 

medida 

3 .2. Objetivos particulares 

i) Determinar la actividad 

adultas de ma1z, que partici pan 

especifica de PEPC en hojas 

en el llenado de grano, en 

po blaciones de diferente productividad: SM20, SMlO rotativa, SMlO 

ln si tu, SMlO sequi a y original. 

ii) Determinar las prop iedades regulatorias de esta enzima a 

lo largo del periodo de llenado de grano. 

iii) Cuantificar las proteínas totales y realizar una 

estimación aproximada de la proteína PEPC en las hoj as 

participantes del :lenado d~ grano, de las poblac i0ne s er. estudio. 
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II. HIPUTESIS

Se propone como hipótesis de trabajo que la actividad vro

cantidad de PEPE se incrementa en las hojas que participan en el

llenado de grano v que la magnitud de estos incrementos podrà

variar dependiendo de las caracteristicas de productividad de la

poblacion estudiada.

Iii. oaisrivos
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En base a los antecedentes expuestos, en el presente trabajo

nos propusimos seguir la actividad de la ensima fosfoenolpiruvato

carotnllasa de hojas de mais de las poblaciones original v

mejoradas de la variedad Zacatecas 58, durante el periodo de

llenadfi de grano.

De esta forma se pretendió establecer si existe una

oorrelacion entre la actividad de esta importante ensima

fotosintetica v la productividad de un cultivo de mais, medida

como produccion de grano.

3.2. Qbjetivoe particulares

ii Determinar la actividad especifica de PEPE en hojas

adultas de maiz. que participan en el llenado de grano, en

poblaciones de diferente productividad: SHEU, SHIÚ rotativa, SHIU

in situ. SHIÚ seqnia v original.

iii Determinar las propiedades regulatorias de esta ensima a

lo largo del periodo de llenado de grano.

lili Cuentificar las proteínas totales v realizar una

estimacion aproximada de la proteina PEPC en las hondo

participantes del llenado de grano. de las poblaciones en estudio.
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IV. MATERIALES 

4.1. Reactivos 

Los reactivos empleado s en eate trabajo fueron o btenidos de 

l aa eisuientee c aaaa c omet'C iales: 

De Aldrich Chem ic a l Company, Inc . : TEA, trietanolamina. 

De Ameri c an Can . Co.: parafilm oil . 

De Baker: EDTA (ácido etilendiaminotetra-ácetico), etanol, 

ác ijo per c lórico . 

De Bio-Rad: TEME D ( N,N,N · ,N · -Tetrametiletilendiamina). 

De G!BCO: 4- c lo r o- 1 nafto l, anti IaG de conejo conjuaado con 

peroxidasa, me mbranas de nitrocelulosa (0.22 µ). 

De He r ck: a li c ero l , ác ido clorhídrico, persulfato de amonio, 

c l 0 1·ur ::i de aodi o , a gá r - a¡;¡ár, metano!, polietilenglicol ( PEG ) , 

c l o r u r·o d e masnen1 c, . tris( h idroximetil )-aminometano. 

De Pharmac ia Che mi cals: Sephadex G-25 . 

De Productos Qui mi c os Mo nterrey: ácido acético. 

De Sigma Chemical Co.: 2-mercaptoetanol, 

polivinilpolipirrolidona (PVPPJ, nicotinamida adenina dinucleotido 

reduc ido _(NADH), foefoen o l piruvato (PEP), deehidrosenasa málica 

( H~H ) , a c r ilamida ( grado e lectroforético), bisacrilamida, dodeci l 

aul fa to de s odio (SDSi , pepsina, foaforilasa b, albúmina de huevo , 

~l bómina b ovina, azul brillante R (C.I. 42660), azul brillante G 

(C .!. 42 655 ) , t ri zma baee, á c ido c-Amino-n-capro icc , metanol, agua 

oxige nada, twe en-20 , r ojo 

(oc til-feno xi -pol ietoxl etanol). 
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IV. MATERIALES

4-1- ìsesiiass
Los reactivos empleados en este trabajo fueron obtenidos de

las siguientes casas comerciales:

De Aldrich Chemical Company. Inc.: TEA, trietanolamina.

De American Can. Co.: parafilm oil.

De Baker: EDTH (acido etilendiaminotetra-áceticol. etanol,

acilo perclorlco.

De Bio-Red: TEHED iN.H,N .N -Tetrametiletilendiamina}_

De GIBCU: 4-cloro-1 naftol. anti Igü de conejo oonjusado con

peroxiiasa, membranas de nitrocelulosa (0.22 ol.

De Merck: gliferol. ácido clorhídrico. persulfato de amonio,

-lzroro de sodio. agar-agar. metanol. polietilenglicol (PEG),

cloruro de magnesio. trioihidroximetilJ-aminometano.

De Pharmacia Chemicals: Sephadex G-25.

De Productos Quimicos Monterrey: ácido acético.

De Sigma Chemical Co.: 2-mercsptoetanol,

polivinilpolipirrolidona (PVPPJ, nicotinamida adenina dinucleotido

reducido_(HADHl- f°5f°E“P1Piruvato (PEP), deshidrogenasa málica

3Lam acrilamida (grado electroforåtico), bisacrilamida, dodecil

sulfato de sodio i5D5;, pepsina. fosforilasa b, albúmina de huevo.

albúmina bovina. asol brillante R (C.I. 42560). asul brillante G

(C.I. 42655), trisma base. ácido e-Amino-n-caproico. metanol. agua

oxigenada, tween-EU, rojo Ponceau 5. tritún X-100

(octi1~fenoxi~polietonletanoll.

14



4.2 Equipo 

Para medir la a c tividad enzimática se empleó U ll 

eepectrofotómetro Perkin-Elmer 553 uv/vis con temperatura 

constante y registrador integrado. 

En la dete rminac ión c o l o rimétric a de prote1naa se usó un 

e s pectro f o t ó metro Beckman DU - 65 y el programa Quant II lineal de 

Bec kman Instrumenta. 

L;_i.s ba l anzas anal1 ti c as utilizadas para pesar loa reactivos 

;¡u1r.1i coe f ue r on Sarto riua handy modelo H-51 y Sartoriua 2354, con 

c 'lpa c idad de 100 0.0001 grs. y 1000 0.01 grs . , 

Para med ir el pH se empleó un potenciómetro Conductronic 

rrNdelo pH 20 co n precisión de : 0.01. 

Las microjeringas y pipetas automáticas empleadas fueron 

Hamilto n y Rainin, respectivamente. 

La centrifugación de pequ~os volúmenes se hizo en una 

centrífu~a para hematocrito Hawkeley . 

La e l e c tro foresis en geles de poliacrilamida en presencia de 

3DS , se realizó en un aparato vertical Hoefer Scientific 

I nstrumente model o Highty Small II SE-250, con una fuente de poder 

r e gulad a Nu .::l e oelec tMnica. 

Las p re parac iones químicas y soluciones en general, que 

necesitaban ba j as temperaturas, 

refrige rador marca Bendix (4 ° CJ o 

Sci e n t ific (-70°CJ. 
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fueron 

en un 

almacenadas en u n 

congelador marca Fo rm 

4.2 Equipo

Para medir la actividad enzimática se empleo un

eepeotrofobómetro Perkin-Elmer 553 uv/vis con temperatura

constante v registrador integrado,

En la determinacion colorimetrica de proteinas se uso un

espeotrofotometro Beckman DU-B5 y el programa Quant II lineal de

Beckman Instruments.

Las balanzas analíticas utilizadas para pesar los reactivos

quimicos fueron Sartorius handv modelo H-51 y Sartorius 2354, con

aapaeiaaa ae 10o I 0.0001 grs. v 1000 1 0.01 grs.,
respectivamente.

Para medir el pH se empleo un potenciometro Conductronic

modelo pH 29 con precisión de Í 0.01.

Las microjeringas v pipetas automaticas empleadas fueron

Hamilton v Rainin. respectivamente.

La centrifugación de pequeños volúmenes se hiso en una

centrífuga Para hematocrito Hawkslev.

La electroforesis en geles de poliacrilamida en presencia de

SBS, se realizó en un aparato vertical Hoefer Scientific

Instruments modelo Mighty Small II SE-250, con una fuente de poder

regulada Nucleoelectrónica.

Las preparaciones químicas v soluciones en general, que

necesitaban bajas temperaturas, fueron almacenadas en un

refrigerador marca Bandin i4gCl o en un congelador marca Form

scientific i-70°C).
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4.3 Material bioló¡ico 

Se utilizaron plantas adultas de mal z (;lea "W.Jr-> L.) de la 

variedad Zacatecae 58 ori¡inal y poblaciones derivadas de la 

miema, obtenidas despUée de una selección masal para rendimiento 

de grano i SMl O rotativa, SMlO 1n s1tu, SMlO eequia y SM20). 

Lae plan tas fueron sembradas en loe terrenos del Colegio de 

Postgraduadoe en Montecillos, Estado de México por el Dr. Molina 

Ga lán, bajo cond i c i ones de riego . 

V . METOOOS 

5.1 . Toma de muestras 

Para el estudio de la actividad de PEPC y la cuantificació n 

de ~ "o te1na e totales y PEPC ee realizaron muestreos semanales de 

la ho ja i nmPdi a ta superior a la mazorca en nueve plantas adultas 

elegidas al azar. Loe muestreos ee llevaron a cabo durante el 

¡)eriodo de llenado de grano, el cual ee consideró desde el momento 

de la floración masculina, antesie, hasta que los granos 

alcanzaron la madurez fisiol6¡ica, -aproximadamente sesenta dias 

deapué e de la antesis. 

5.2. Condi c i ones de luz 

Las hojas fueron sometidas a dos horas de oscuridad con la 

finalidad de homogenizar las características de la enzima. 

Las muestras de hoja (de aproximadamente 2 cm), se lavaron y 

enjuagaron con abundante agua destilada, quitándoseles la 

nervadura central. Posterio rmente, fueron subdivididas en cuatro 

paquetes que se guardaron en el c ongelador a -7o0 c. 
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Se utilizaron plantas adultas de maiz (ãua mapa L.) de la

variedad Zacatecas 5d original y poblaciones derivadas de la

misma, obtenidas despues de una selección maeal para rendimiento

de grano 12310 rotativa, SMIO in situ, SH10 sequía y SH2Ul.

Las plantas fueron sembradas en los terrenos del Colegio de

Postgradusdos en Hontecillos, Estado de Hóxico por el Dr. Molina

Galán, bajo condiciones de riego.

V, TODOSIi Fl'

5.1. ¶oma_de muestras

Para el estudio de la actividad de PEPC y la cuantificación

de proteinas totales v PEPC se realizaron muestreos semanales de

la hoja inmediata superior a la mazorca en nueve plantas adultas

elegidas al azar. Los muestreos se llevaron a cabo durante el

periodo de llenado de grano, el cual se consideró desde el momento

de la floración masculina, antesis, hasta que los granos

alcanzaron la madurez fisiológica, -aproximadamente sesenta dias

después de la antesis.

5.2. Condioiones de luz

Las hojas fueron sometidas a dos horas de oscuridad con la

finalidad de homogenizar las caracteristicas de la enzima.

Las muestras de hoja (de aproximadamente 2 cm), se lavaron y

enjuagaron con abundante agua destilada. quitándoeeles la

nervadura central, Posteriormente, fueron subdivididas en cuatro

paquetes que se guardaron en el congelador a -70°C,
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5 . 3 Extracc i ó n de la e nz i ma PEPC. 

Loe trozo s de ho ja se pesaron y homogenizaron en un mo r te r o 

c onteniendo un poco de a r e na de mar lavada y amo rtiguador de 

e x t rac c i ó n ( e n una p r o po r c i ó n 5 ml / gr tej ido fresco ) . Este 

amo r t 1.guador consiste en: TEA - HCl 100 m11, pH 7 . 0 , EDTA lml1, ClzMg 

3:nl1, po i ie ti l englicol ( PEG) 3% (p : v ), malato 5 mM , 

2-merc ap toetanol 5 mH y po livinilpolipirrolidona insoluble (PVPP ) 

( p : v J . Lo8 do s ú lt i mo s c omponentes se agregaba n 

extempo r~ neamen te . 

El homo g e nado obt en i do se filtró a través de cuatro capas 0e 

g as::1 , y se c e ntrifugó duran t e 3 minuto e a temperatura ambien t e en 

mi c: r"'~ f u .;¡: a. Cor. el f in de el iminar l o s c omponentes de baj o peso 

~ol ec ul a r 1metabo litoe ) conten ido s en el extrac to c rudo , y que 

P~' i ie ran influir en el ens ayo , el eobrenadante obtenido se pae6 

t o r una c olumna de Sephadex G- 25 (con un volumen de cama de 5 ml), 

p r eequilibrada previamente c on amortisuador de extracción sin 

2-me r c aptoetanol ni PVPP . De spués del volumen vacio, ee col~ctaron 

de 1-3 ml del e xtrac t o desal a do para la determinación inmediata de 

la ac tividad de PEPC. 

5 .4 Dete rmi na c i ó n de l a a c tividad de PEP carboxilasa 

La a c t i vidad de PEPC ee determinó espectrofotomé t ricamente 

ut i li zando un eietema a coplado a l a enzima máli co deshidro ge na s a 

depe r.diente de NADH (E . C. 1 . 1 . 1. 37) ( Uedan and Sugiyama., 197 6 ); 
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5-3 Erirsscisardfl la enzima REPO-
Los trozos de hoja se pasaron y homogenizaron en un mortero

conteniendo un poco de arena de mar lavada v amortiguador de

extracción (en una proporción 5 ml/ gr tejido fresco). Este

amortiguador consiste en: TEA-HCl 100 mh, pH 7,0, EDTA lmfl. Clrhg

EmH, polietilenglicol (PES) 3% (p:v}, malato 5 mfl.

2-mercaptoetanol 5 mH v polivinilpolipirrolidona insoluble {PVPPl

11 ip:v±. Los dos ultimos componentes se agregaban

entemporeneamente,

*n ._-I. homogenado obtenido se filtró a travós de cuatro capas de

gasa, v se centrifugó durante 3 minutos a temperatura ambiente en

micrçfuga. Con el fin de eliminar los componentes de bajo peso

mo1e;ular aoetabolìtosl contenidos en el extracto crudo, y que

pu=ieran influir en el ensayo, el sobrenadante obtenido se pasó

por una columna de Sephaden G-25 (con un volumen de cama de 5 ml),

preequilibrada previamente con amortiguador de extracción sin

2-mercaptoetanol ni PVPP. Despues del volumen vacio, se oolectaron

de 1-3 ml del extracto desalado para la determinación inmediata de

la actividad de PEPE,

5›4 Dfiiermiaesise es la actividad es REP serbseilees
La actividad de PEPC se determinó espectrofotomótricamente

utilizando un sistema acoplado a la enzima màlico deshidrogenasa

dependiente de HALH (E C. 1.l.l.37) fUedan and Sugivama,l9?El;

17



: ~e~ &c e ~ aL c re sultante de la c arboxilaci·.:. n del 

fo sfoe~ ~ : p1 ruvat c es reducido a mala to gracias a la a ctividad de 

: a enzima málico deshi d rogenasa que paralelamente oxida NA DH a 

~J A::, + seg-o .. 1. el siguien te esque ma de r ea -:: c ion es: 

PEP + 
PEPC o AA + 

J AA + NADH 
MDH ------· Malato + 

La c ar,t idad de o:-;a.;.a c eta t o ;::;roducido duran:e e: transcu r 3c d e 

la reac c i é r. puede as.1 medirse si gu i e ndo el de scenso de la dens i da d 

óptica a 340 nm, causado p o r la conversión de NADH a NAD+. 

E l amort iguado r e mpleado en la de terminac i ·5 n de : a acti ·;idad 

c ontení a TEA-HCl 100 mM y EDTA 1 mM a un pH 7.3 y 8. 0. La 

compcsició n del medio de reacció n estándar fue la siguiente: 
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1: ie ~ ;neia:etaLe resultante de la carbaxilaeiòn del

“;sÍ;en--¡iruvat¿ es reducido a malato gracias a la actividad de

-a enzima melícu deshidrogenasa que paralelamente exida NàDH a

HAZ* ee;-L ei siguiente esquema de rea::ionee:

PEP + Hf:f:.+=' --13539-_-› om ¬›- HPC»

C»-AA + NALH + 1-1' --¿DH› Malena + MAL*

La santidad de ssalaeetatn :raducide jurante ei Lrenecursz ie

la reaeeizn puede asi medirse siguiendo el descenso de la densidad
. . +óptica a 340 nm, causado per la eenversiún de NADH a NAD .

El amortiguadsr empleado en la determinación de la actividad

euntenia TEA-HC1 100 mM y EDTA 1 mH a un pH 7.3 y 8.0. La

cempesición del medie de reacción estándar fue la siguiente:

II



:·.eac t:v c s Volwnen (,.d ) Conce:'lt r ac i o n fin~l 
en el medio de e nsayo 
( mH) 

Amc r:: ;;;uado r 500 
'!' 2:A 2C·Om.".. EDTA 2mH 

100 1 

NA'.:'· !~ /NaEC0 9 10 0. 2 / 1 
( 2 :Jm!-: ) 

PEP :::. oo ü'~"1 

C:l z Y: s ( : M J 

HDH ( ::'. SO u/ ml ) 

Glu c o s a 6-fos
fa to t 200 mH ¡ 

Halat:i '. 500 mH ) 

10 
6.5* 

10 
28" 

25 

l OH 

2 
l. 3 

10 
28 

5 U / !IÜ 

2 

e: v ol umen ne ce sari ~ para 
completar un milil itro. 

! 

1 

1 

~~v-o_l_um~e-n~_f_i_n_a_l~~~~~~-1~·-º~~m-l~~~~~~~~~~~-~~~ --~ 
* AJ"iadido sólo en los ensayo s en que se midió la sensibilidad 

de :a enzima a u na baja concentració n de PEP libre . 

** Af'i ad ido sólo en los ensayos en que se mi d i ó la 

sens~bil1dad a glucosa-6? . 

••~ Al'iadido sól o en los ensayos en que se mi dió la 

sensibilida d a ma lato . 
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__-. __.¢._._. ___ _____ --1 ___________ __ _

hsarïlvos Volumen tell Concentracien final
en el medio de ensayo
mmhì

1
ïï.|._.._.|.___

i
L
I

Amortiguador
Tëå Liümï. EDTA Emfl

¦I¡±Í H-s..€ IC!
ÄEJÉJI1 J

PEP Z

Clzfig

HDH ififlü U/mll

C@ HH

." " F
'| .L J ¡I

|.-- 1...
I 1 Ésiucosa o fos~
feto LEGO mhf

Halato í5OD mflì

500

10

IU
5.5*

10
EB*

25

lfijfià

10r#†

A'"e _au ei volumen necesario para

Volumen final

100

0.2/1

*J
I.-

l 3

10
EB

5 uƒml

I-¿

F
'I-ul'

completar un mililitro.
_-ì_ _ ï ___! .I-1-Ií† '

1.0 ml

* Añadido sólo en los ensayos en que se midih la sensibilidad

** Añadido sólo en los ensayos en que midio 1

*** Añadido sólo en los ensayos en que se midió 1

sensibilidad a glucosa-BP.

sensibilidad a malato.

de la ensima e una cada concentracion de PEP libre



: : •3s lae ~uE' s t ras f ueron incutadae durante 3 min., para que 

a : c a~ z a ran l a te~peratura a la que se llevaba a cabo la reac ción 

1 -:;o -' C J. Esta reacc i ú n se inició al'iadiendo el volumen deseado de la 

¡::r e ;:arac1ón enzimáti c a ( 10 y 5 µl ) .La pendiente obtenida ( cambio 

je denei é aj ó Ftica/ min.) ee midió durante los primeros 3 minutos 

de la r eac c i ~ n. para asi tener una linearidad adecuada de cambies 

de abeo rbancia f rente a tiempo. Todas las determinac iones de 

act iv:dad se h i cieren por duplicado. 

:..a activi dad enzimática de PEPC fue calcu:.ada mediante l a 

siguiente expresión: 

L Abs 1 
X 

1 
A = 

t ( min) E V (m l J 

donde; 

A = actividad 

E = coeficiente de extinció n mol ar del NADH a 340 

z -· :1Ill (6.22 cm µmol ) . 

V = volumen de enzima usado en el ensayo 

~na unidad de actividad enzimática se define como la cantidad 

de enzima capaz de transformar un µ mo l de foefo enolpiruvato por 

minut 0 bajo l as condiciones experimentales mer:cionadas. La 

actividad espe~ fica < unidades/ mg protei na) ee obtuvo div i di endo 

el val o r -:i e ;; / ml por l o e mg de protei na que contuviera 1 ml de la 

p :·e:;:·a ra c'..ó n enzimática utilizada. 
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T_iae las muestras fueron incutadas durante 3 min.. para Que

alcanoeran la temperatura a la que se llevaba a cabo la reacción

.3G'C1. Esta reaccion se inició añadiendo el volumen deseado de la

prcçaraciòn enzimática E10 y 5 ulJ.La pendiente obtenida ¿cambio

de densidad opticafmin.] se midió durante los primeros 3 minutos

de la reaccirn. para asi tener una linearidad adecuada de cambios

de absorbaneia frente a tiempo. Todas las determinaciones de

actividad se hicieron por duplicado.

La actividad enzimática de PEPC fue calculada mediante la

siguiente expresion:

'N 1Í-_ :H: 1. K .L

n-----í- ví -------
t íminj E U (mil

donde;

A = actividad

E = coeficiente de extincion molar del NADH a 340

nm (5.22 cmìr-fmold J _

V = volumen de enzima usado en el ensayo

Una unidad de actividad enzimática se define como la cantidad

de enzima capas de transformar un umol de fosfoenolPiruvato por

minuto tajo las condiciones experimentales mencionadas. La

actividad especifica ¡unidades/mg proteina) se obtuvo dividiendo

el valor ie ufml por los mg de proteína que contuviera 1 ml de la

preparacion enzimática utilizada.

20



5. 5 ~~e._term ir,ac i 6 n de protei nas 

.3e r e alizó de acuerdo al método de Bradford (1976). Este 

:nétcdc. s e basa e n la formació n de un complej o azul entre el 

reactivo azul de Coomaesie ( azul brillante Gl y loe residuos de 

arginina ( i-lammc nd and Kruge r, 1988 ). 

El reactivo azul de Coomas eie, se preparó al 0. 05 % (w:v ) en 

una solución de HClO. 0.6 % (w:v ) . Se dejó agitar toda una noche a 

temperatura ambiente, trae lo cua l se filtró a travé s de papel 

Whatman ( 0.45 µm ) en buc hner y posterio rme n t e e n papel Mill ipo r e 

( 0.22 µm ) para eliminar residuos no disueltos. 

A 40 µl del extracto de hoja obtenido para la medi c i ó n d e 

actividad, ee le agregó 1 ml de azul de Coomassie, s e mezcló 

perfectamente y fue le1 d o a 595 nm fr e nte a un blanco que habla 

sido tratado de la misma mane ra y que contenía 40 µ l del 

amortiguador en que se babia extraido la proteína. La curva patrón 

se construyó usando cantidades de albúmina comprendidas entre los 

10 y 80 µg, rango en el cual hay una buena proporcionalidad. Las 

determinaciones de la concentración de proteína en las muestras ee 

hicieron por duplicado. 
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5.5 Determinacion de proteinas

Se realizo de acuerdo al metodo de Bradford (1976). Este

método se basa en la formacion de un complejo azul entre el

reactivo azul de Ccomassie (azul brillante Gì y los residuos de

arginina ifiammcnd and Kruger, läüdì.

El reactivo azul de Coomassie, se preparo al 0.05 % iwzv) en

una solucion de HCIOI 0.6 K {w:v}. Se dejo agitar toda una noche a

temperatura ambiente. tras lo cual se filtro a traves de papel

Whatman (0.45 om; en buchner y posteriormente en papel Hillipore

(0.22 um) para eliminar residuos no disueltos.

A 40 ul del extracto de hoja obtenido para la medicion de

actividad, se le agrego 1 ml de azul de Cccmaesie, se mezclo

perfectamente y fue leido a 595 nm frente a un blanco que habia

sido tratado de la misma manera y que contenía 40 ol del

amortiguador en que se habia extraido la proteina. La curva patron

se construyó usando cantidades de albúmina comprendidas entre los

10 y B0 ug, rango en el cual hay una buena proporcionalidad. Las

determinaciones de la concentracion de proteina en las muestras se

hicieron por duplicado.

11



5.6. Obtención d e anti c uerpoe anti-PEP ~arb~~-~sa 

'5.6 . 1. Preparación del antigeno 

Como anti¡¡eno se utilizó PEP carboxilaea purifi c ada de hoja 

verde de ma.i z con un grado de pureza del 99 X . Una preparaci ·"> n 

de.PEPC de un grado de pureza de alrededor del 90 X se sometió a 

elec troforesis en geles de poliacrilamida en condici o nes 

deanaturalizante e , y la banda de proteina correspondiente a PEPC 

fue ~o rt a d a del gel y triturada con nitrógeno liquido en un 

~orte ro. Poster i o rme nte se dializó frente a PBS. 

La su3pensi6 n o btenida ee mezcló en condiciones de 

esteril idad en pr o porc i o nes i guales con adyuvante de Freund, para 

3er apli c ada a loe c o nej o s. 

5. 5. 2.. 1 noc: ul ac i 6 n. Se utilizaron dos conejos de la raza 

Nueva Zelanda de d o s meses de edad. 

Esquema util i zado para la obtención de anticuerpos 

Di as Inoc u l a .-:- i 6 n Antf geno (µg) Vi a 

o Primera 300 Intramuscular 

15 3egur.d a 100 Intramuscular 

2 1 Tercera 100 Intramuscular 

28 Primer aangrado de prueba: vena de la oreja, 3 ml 

p o r COn':'!JO . 

33 Cuarta 100 Intramuscular 

43 Segu n d o s angrado de prue ba 

45 Sangrado fina l: punció n cardiac a 
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5-6- QÉEEEEÃÉE_ÄÉ_Efltl¢U€ÉB9§_an¿ifPEP carboxilasa

5.0.1. Preparacion del antígeno

Como antígeno se utilizó PEP carboxilasa purificada de hoja

verde de maiz con un grado de pureza del 99 K. Una preparacion

de.PEPC de un grado de pureza de alrededor del 90 X se sometio n

electroforesis en geles de poliacrilamida en condiciones

dasnaturalizantes. y la banda de proteina correspondiente a PEPC

fue cortada del gel y triturada con nitrogeno liquido en un

mortero. Posteriormente se dializo frente H PES.

La suspension obtenida se mezcló en condiciones de

esterilidad en proporciones iguales con adyuvante de Freund, para

ser aplicada a los conejos.

5.o.2. Inoculacion. Se utilizaron dos conejos de la raza

Nueva Zelanda de dos meses de edad.

Esquema utilizado para la obtsncron de anticuerpos

Q1as__ Inoculacion Antigeno (pg) via _ _"

0 Primera 300 Intramuscular

15 Segunda 100 Intramuscular

21 Tercera 100 Intramuecular

Es Primer sangrado de prueba: vena de la oreja. 3 mi

por conejo.

33 Cuarta 100 lntramuscular

43 Segundo sangrado de prueba

45 Sangrado final: punción cardiaca
_ - _¿_- ---_-.-.-.-.-.-_ -_ _ ' _ -I-- ' -I --_--† -'-'I'_"
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5.6.3. Obtención del suero irunune y no inmune 

Para la obtención del suero, la sangre de conejo no 

inmunizado e inmunizado se de.Y> reposar 30 minutos a temperatura 

embiente para permitir la formación del coágulo t ras lo cual se 

incub5 a 4° C durante 24 horas. Después ae centrifugó a 5000 x g 

dur ante media ho ~a. El s obrenadante (suero) fue decantado e 

incubado una hora a 37° C en ba~o maria para eliminar el 

complemento, guardándose en ali cuotas de 1 ml a 70° C. 

5.7. Determinación ciel titulo del anticuerpo anti - PEPC de 

hojas de mai z. 

5 .7.t. f'recipitaci ó r1 en capilares 

Esta ~r~ ~ ba se uso para la detección inicial de los 

anti c~e rpo s en el suero . Tubos capilares de 0.025 ml de capacidad 

se llenaron a la mitad de su volumen con diferentee dilucionee de l 

an~i geno (PEPC purificada de hojas de maiz) y la otra mitad fue 

completada c on el antiauero. En todos loa tubos donde existían 

anti c uerpos frente a este antígeno y la proporción de ambos era 

adecuada, se forirr:'> un precipitado blanco perfectamente visible 

despuéos de 36 horas de incubación a 4° C. 

5.7.2. Mar.c:h.ado puntual COOT blot) 

Este ensayo se realizó con el fin de conoce1- la dilución de 

suero más adecua~a para la inmunodetección de proteina PEP 

carboxilasa. 
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5.ñ.3. ühtenclon del suero inmune y no inmune

Para la obtencion del suero, la sangre de conego no

inmunizado e inmunizado se dejo reposar SU minutos a temperatura

ambiente para permitir la formacion del coágulo tras lo cual se

incuoh a 4° C durante 24 horas. Despues se cantrifugo a ãüüü x g

durante media hora. El sobrenadants lsuerol fue decantado e

incubado una hora a 3?” G en baño maria para eliminar el

complemento, guardandose en alicuotas de 1 ml a Tüü C-

5.?. Determinaeion_del_titulo del _anticuerpo _anti1EEPC de

1:,o,j es de-_ mai z .

*i,?.1. Pra-cipi taeìon en capilares

Esta pr ±oa se uso para la deteccion inicial de los

anticuerpos en el suero. Tubos capilares de 0.025 ml de capacidad

se llenaron a la mitad de su volumen con diferentes diluciones del

antígeno {PEPC purificada de hojas ds maiz) y la otra mitad fue

completada con el antisuero. En todos los tubos donde sxistian

anticuerpos frente a este antígeno y la proporcion de ambos era

adecuada. se forro un precipitado blanco perfectamente visible

despues de es haras ae ineusaaion a 4° c.

5. 7', 2, Hare: hado puntual C DGT bl ot?

Este ensayo se realizo con el fin de conocer la dilucìon de

suero más adecuada para la inmunodeteccion de proteina PEP

carboxilasa.
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Para ji c h o ¡::rc, pó sito se utilizaron cinco tirae (1 cm x 10 

c m)de pa¿ el de nitrocelulosa, a las cuales se les aplicaron 

diluciones variables de la enzima purificada y de extracto crudo 

de hoja e~ un volumen de carga de 2 µl de muestra, dejando entre 

•: ada problema un espa c io á e 0.5 c m ( Fig. 3 ) . Cada tira, de s pués de 

ser sec a da a temperat~ra ambiente y marcada para su ident i ficac i ó n 

fue procesada cerne se describe en el inciso (c) del pun t o 5 .8.2 . 

de Métodos e incubada con una dilució n di ferente de anticuerpo 

(1:100, : :200 , 1:500 . 1 : 1000 y 1:5000). El titul e así dete rminado 

fue de 1:500 , elegido po r formar un precipitado azul - violá ceo 

sobre t odas las manchas problema. 
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?ara jicho proposito se utilizaron cinco tiras (1 cm x 10

cmlde papel de nitrocelulosa, a las cuales se les aplicaron

diluciones variables de la enzima purificada y de extracto crudo

de hoja en un volumen de carga de 2 al de muestra, dejando entre

cada problema un espacio ce 0.5 cm tFig. 3]. Cada tira, despues de

ser secada a temperatura ambiente y marcada para su identificacion

fue procesada como se describe en el inciso tc) del punto 5.8-2.

de Hétodos e incubada con una dilución diferente de anticuerpo

(l:l00, l:2üü, l:5Uü¬ l:1üUU y l:50D0). El título asi determinado

F* IÉJ1 'LJ 'CJ unfue de elegido por formar un precipitado azulfvioláceo

sobre todas las manchas problema.

“Il



A 

B 

e 

o 

E 

CONCENTRACION DE PROTEINA 

2 9 l 9 500 ng 100 ng 900 ng 300 ng 30 ng 

!010 o ¡¡Q 011 IÜ 01 vO 0vo OviO Üv110 

1010 OiP 011P 01vO OvO OvfJ o'r'.110 

l0io Üi i0 0i 1 ¡() 01vO OvO 0v ¡() Ov10 

!0ro OiiO Üi1rO 01vO OvO OvfJ Ov11Ü] 

IÜ1Ü OiiO ÜiriO 01vO OvO Ov0 Ov110 

Fig. 3 Representación de la distribución y aplicación de muestras 
sobre el papel de nitrocelulosa para la realización del DOT . I-IV: 
Extracto crudo, V-VII: enzima pura. 
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Dilusión 
del suero 

1:100 

1:200 

1:500 

1: 1000 

1: 5000 

CONCENTRACION DE PRUTEINA

2 g 1 g 500 ng 100 ng 900 ng 300 ng 30 ng

[O10 0@ .<>~¿.QQ1›0n0«0 Ono- OwO_|
[010 Ono omo Owopp nQno%0mÓ ]
I-Oro Qlro-_ö|_;1O ONO %OvOn O\f_1_¡O I

iolø Ono Oì11OlO_1=v_C) dq-Igonì

|Q0 olp omô o,..foo,..o owò ìomó]

Fig. 3 Representación de la distribución y aplicación de muestras
abr eì papel de ' ro eluìos la reaìiz " del DDT. I-IV:S e n1t C a para ac1on

Extracto crudo, V-VII: enzima pura.

115

Dilusiãn
deì suero

l:1Ú0

1;2DU

1:5ÚD

1:1ÚÚÚ

1:5ÚÚÚ



5.8. Cuantificación de PEPC po r in111unotranBle1·e11cia 

5 .8.1. ElectroforeBis de protei naa e n geles de 

poliacrilamida 

La electrofo resis ae llevó c abo baj o condiciones 

desna turalizantes en presencia de dodecil-sulfato de sodio (SDSJ, 

mediante una modificación al ~todo de Laemmli ( ~97 0 ) como se 

describe a continuación: 

a) Preparaci ó n d~ l o s geles 

Lo a gele s empleados fueron dos: Primero un ael separado r de 

7.5 % T (po r c entaje total monómeroa acrilamida+blaacrilamida) d e 5 

c m de l o ngitud, conteniendo Tria-C l 1.5 M y SDS 0.1 % a pH 8.8. El 

3cgundo fue u n ge l apilador de 4 % "' . ' colocado a0bre el qel 

3eparado r . c ompues to de Tris- Cl 0 .5 M a pH 6.8. Amboe gelee fueron 

preparados mezclando lae a o lucione a siguientes: 

7. 5x'r 2. 7%c 4 %T 2.7%c-

Gel separador Apilador 

Acrilamida-bisacrilamida 

(30 % T 1 2.7 % C) 5 ml l. 34 ml 

Amo rti guado r de separació n 5 ml 

Amor ti g uad o r api lado r 2 .5 ml 

SDS 10 % 100 µl 

Agua 9.86 ml 6 ml 

Pe r aulfato d e amonio 100 µl 100 µl 

10 µl 10 µl 

20 ml 10 ml 
________ , ________ ] l TEMED 

Vo l umen final 
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5.8. Quangificación de_EEÉ§ Egg ìnmunogreneieyencxe

5.8.1. Electroforeeie de proteinas en geles de

poliacrilamida

Le electroforesis ee llevü a cebo baJo condiciones

deenaturalizantea en presencia de dodecil~eu1feto de eodio (S051.

mediante une modificacion el metodo de Laemmii (197ü) como ee

deecribe a continuacion:

ai Preparación de los geles

Lee ielee empleados fueron doa: Primero un ¡el separador de

7.5 % T (porcentaje total monfimeroe acrilamida+bieacri1amideJ de 5

cm de longitud, conteniendo Trie~C1 1.5 H y SDS 0.1 X a pH 8.8. El

eo¿undo :ue un gel apiledor de 4 K T, colocado eobre el cel

separador. compuesto de Trie~C1 U.5 H a pH 5.8. Amboe geles fueron

preparados mezclando lee eolucionee eíguientea:

fue _ _ no 1.§fr2.'†fc
Gel eeperador

HT “2^.“v"fc “jf
Apilador '

4...-- _____ ----

E Aorilamida-bieacrilamida

V faox'r,2.vxc› em
¡ Amortiguador de eeparación 5 ml

¦ Amortiguador apìlador

í SUS 10 x
i
- Agui 9.55 ml

¡ Pereulfato de amonio 100 ul

TEHED 10 ul

Volumen final 20 ml

fl__. . .'_'. .___ __ I

1.34 ml '

2.5 mi

100 Hi

6 ml

100 ul

10 ul

10 ml

F

IE

__ ___ __ _ _ _ _ _ ¿__ __ -¿_-_______ -_ _.. ... _ -í



Los dos últimos componentes se at'ladieron deepu~a de hab~r 

desaasado por un periodo de 10- 15 minutos. 

b) Prepar•clón de la .uestra 

Todas las muestras apli c adae a electroforesis se tomaron de 

loa extractes crudoe obtenidos como ae desc ribió en Métodos (5.3) 

y fuer on mezcladas a volúmenes iguales con el amortiguador de 

carga (Tris-Cl 0.25 H, glicerol 20 %, SDS 4 % y azul de bromofenol 

4 mg/ ml i. Deapuéa se calentaron durante 10 minutos a lOOºC. 

e) ~r· tiguador de electrodos 

Trie-Cl 0.025 H, glicina 0.192 M, SOS 0 . 1 % a pH 8.3. 

d) Condiciones de corr·ida 

L11s muestras S ·. 11pl icaron en un volumen de 30 µ 1 en cada 

c a rri~ para evitar en lo posible el ensanchamiento de las bandas 

de proteina durante la corrida electroforética. Esta se realiz6 a 

t emperatura ambiente a 25 mA siendo su duración de 2 hrs y media. 

La elect roforesis ae di o por terminada cuando el indicador del 

frente elec troforéti co (azul de bromofenol) llegaba a 0.5 cm del 

fre nte. 

Las p roteínas marcadoras u s adas para determinar loa pesos 

moleculares de las bandas de proteina obtenida se prepararon de la 

misma manera que las muestras problema, pero atendiendo a las 

especifi c aciones de la casa comercial en tanto a su contenido a 

usar. Los marcadores aplicados fueron los siguientes: 
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Los dos últimos componentes se añadieron después de haber

daeiasado por un periodo de lo-15 minutos.

In) Pre-para-tión de la muestra

Todas las muestras aplicadas a electroforesis se tomaron de

los extractos crudos obtenidos como ee describio en Metodos (5.31

y fueron mezcladas a volumenes iguales con el amortiguador de

carga [Tris-C1 0.25 H, ¡licarol 20 X, SBS 4 N y azul de bromofenol

4 meƒmll- Después se calentaron durante lü minutos a IDDÚC.

el Afi›I"I.1qU.ldüI'“ de e-lflctrüdúì

:PIE-Cl Ú.Ú25 H. filiüiflfl Ú.192 H, SUS 0.1 X B PH B.3.

ri) Curudi-ciones de corrida

Lee muestras e- aplicaron en un volumen de 30 ul en cada

carril para evitar en lo posible el ensanchamiento de las bandas

de proteina durante la corrida eleotroforútica. Esta se realizó a

temperatura ambiente a 25 mA siendo su duracion de 2 hrs y media.

La electroforesis se dio por terminada cuando el indicador del

frente electroforetico (azul de bromofenol) llegaba a 0.5 cm del

frente.

Las proteinas marcadores usadas para determinar loa peeoe

moleculares de las bandas de proteina obtenida se prepararon de la

miema manera que las muestras problema, pero atendiendo a las

eepecificacionea de la casa comercial en tanto a eu contenido a

usar. Los marcadores aplicados fueron los siguientes:
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PROTEINAS 

Fosforilaea b 

Albúmina bovina 

Albúmina de huevo 

Pepsina 

L 

e) Reve lado de los geles 

- PESO HOLEcut.AÍl- --1 
97,400 Daltons 

66,000 

45,000 

34,700 

Las bandas de pr oteína presentes en el gel, fueron fijadas 

incuba ndo el gel d urante una hora en una eoluci6n de Acido 

a::é:i c o :agua:metanol en una proporción 5:1:5. Posteriormente el 

gel se ti~ó por otra hora con azul de Coomaseie R :0.125 % (p:v ) 

en metanol 50 % (v:v) y a~tico 10 % (v:v) en agua. 

El destenido se realizó lavando el gel frecuentemente, 

primero en la solución de fijación y finalmente en una solución de 

acético al 5 % ( v:v) y metano l al 10 % (v:v) en agua. 

5.8.2 . Electrotransferenc ia de protei na a filtro de 

nitrocel u losa (Western blot) 

Un a vez term inada la elec troforesis para separar las 

prot~nas del extrac t o crudo , ee procedió a transferirlas a un 

papel de nitrocel ul o s~ . Para ello se siguió el método de To rrent 

(1991) descrito a continuación: 
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i t PH¿›'fn=«›=›-a_ t -_ Í Psè›%›l~d¿e;e§šRtct† l 1
Fosforilasa b 97.400 Daltone

I albúmina bovina 66.000 “

í Aibamina ea hueva 45,000
Pepeina 34,700

T-_ _ï _______ _ _ _ _ _ _ __ † _ _ ¡¡

el Revelado de los geles

Las bandas de proteina presentes en el gel. fueron fijadas

incubando el ¡el durante una hora en una solución de ¿cido

afeticozaguazmetanol en una proporcion 5:1:5. Posteriormente el

gel se tifió por otra hora con azul de Coomassie R :O.125 K (p:vl

en metanol 50 X ívzvj y acético 10 K {v:v} en agua.

El dssteflido se realizó lavando el ¡el frecuentemente.

primero en la solucion de fijación 3 finalmente en una solución de

açetico al 5 X (v:v) y metanol al 10 K [v:v] en agua.

5.8.2. Electrotransferencia de proteina a _ƒi1tro _de

eiëeeeelalaee fWHfl#Effl.blstJ

Una vez terminada la electroforesis para separar las

proteinas del extracto crudo. se procedió e transferirlas a un

papel de nitroceluloea. Para ello se sifiubü el metodo de Torrent

(1991) descrito e continuación:
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Solución anódica 1: 

Solució n anó di c a 2: 

So lución catód ica 3: 

TamV>n base ( TBS) 

':"BS · NaCl 1 H 

Solució n de sa turac ión: 

Solució n reveladora 

Tris 0.3 H pH 10.4 

Hetanol 20 % (v:v} 

Tria 25 mH ¡:,H 10 .4 

Hetanol 20 % (v:v) 

Acido ~-amino-n-caproi-

co 10 mH pH 7.2 

Metanol 20 % 

Tris 50 mH pH 7.4 

NaCl 0.15 H 

Tween 20 0.05 % (v:v) 

Lec he desc remada Sveltes 

5 X (w:v) en TBS. 

11 ms 4-cloro-1-naftol 

5.5 ml Metanol 

16.5 ml de TBS 

22 µl agua oxigenada 30 % 

I:» Transferenci a de pr·ot.eina a filt.r·o de nit.rocelulosa 

El gel de a c ri l amida se lavó brevemente en agua bideetilada y 

sé ~ 0loc6 en me d: o de u~a c ama de filtros en el o rden sigu iente: 

(-) ~ fil t r o s papel Whatman común en solución anódica 1 

2 filtr o s papel Whatman co~Jn en solución an6dica 2 

1 filtro pape l Whatman 3HH en soluc ión anó d ica 2 

Papel de nitrocelu 1osa en soluc ión anó dic a 2 
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al Reactivos

Solución anódica 1: Tris 0.3 H pH 10.4

Hetanol 20 X {v:v]

Solución anúdica 2: Tris to mH pH 1Ú.4

Hetanol 20 % iv:v)

Lolución catüdice 3: Acido ¢-amino-n-capro1-

co lü mH pH 7.2

Hetanol 20 X

Tampfln base (TES) : Tris 50 mfl PH 7.4

NaCl 0.15 H

THB -HaCl 1 M

Solución de saturación: Tween 20 0.05 K (v:v}

Leche descremada Sveltee

5 X {H:v) en TES.

Solucián revaladore _ 11 mi 4-cloro-1-naftol

5.5 ml Hstanol

16.5 ml de TES

22 ul agua oxigenada 30 X

bl Transferencia de protein: a filtro de ndtrücfllulüìa

El gel de acrilamida se lavo brevemente en agua bidestilada y

se coloco en medi: de una cama de filtros en el orden siguiente:

1-: " filtros papel Whatman comun en solucion enödica 1

2 filtros papel Whatman común en solución anódica 2

1 filtro papel Whatman SMN en solución anfidice 2

Papel de nitrocelulosa en solucion anodica 2
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Gel 

1 filtro papel Whatman 3MH en solució n cató dica 3 

(+) 2 filtros papel Whatman común en solución catódica 3 

Es impo rtante ~ue t odo e lo a c omponen t es estén bien embebidos 

en l a s soluci ones c orrespondientes y que no se formen burbujas 

er.tre e llo s . 

El sandwich se coloc a en la cuba de transferencia y se deja 

transferir durante una hora a 50 voltios y temperatura ambiente. 

e) In.111unodetecci 6 n de proleina 

Desp~s de ser transferido el ¡el al filtro de nitrocelulosa 

ae bloqueó con una s olución de saturación durante una hora . 

Po ~te riormente f ue lavado dos veces con TBS normal durante 15 min. 

para entonces ser i ncubado con el primer anticuerpo (anti-PEPC de 

hoj a verde de maíz) por dos horas a 37°C. 

A continuació n se lavó de nuevo el filtro dos veces en TBS, 

otra vez en TBS conteniendo NaCl 1 H, seguido de dos lavados l!IÁa 

c o n TBS. 

El 1iltro ee inc ubó con inmunoglobulinas conjugadas con 

peroxidaea, po r un periodo de dos horas, en la solución de 

saturación. 

Fin~lmente, tras dos lavados consecutivos en TBS de 15 min. 

c a da uno, el fi lt r o fue revelado con el sustrato insoluble de l a 

peroxidaaa, sume rgiéndose e n la solución reveladora has t a la 

aparición de la banda de proteina. La reacción se detuvo entonces 

lavando con agua bidest ilada. 

E! filtro se secó y guardó ~n oscuridad en un lugar fre sco 

donde puede mantenerse ~o r ti empo con~~derable. 
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Gel

1 filtro papel Hhatman SMH en solucion catodica 3

(+1 2 filtros Papel Whatman común en eoluoiòn catódica 3

Ea importante que todos los componentes estén bien embebidos

en las soluciones correspondientes y que no ee formen burbujas

entre ellos.

El sandwich se coloca en la cuba de transferencia y se deja

transferir durante una hora a 50 voltios y temperatura ambiente.

L) Innunodetuccion de proteina

Después de ser transferido el ¡el al filtro de nitrocelulosa

se bloqueó con una solucion de saturación durante una hora.

Posteriormente fue lavado dos veces con TBS normal durante 15 min.

para entonces ser incubado con el primer anticuerpo (anti-PEPC de

hoja verde de maíz) por dos horas a 37°C.

a continuacion ee lavo de nuevo el filtro dos veoee en TBS.

otra vez en TES conteniendo NaC1 1 H. seguido de dos lavados más

con TES.

El filtro se ìncubó con inmunoglobulinaa conJugadae con

peroxidasa. por un periodo de dos horas, en la solución de

saturación.

Finalmente, tras doa lavados consecutivos en TES de 15 min.

cada uno. el filtro fue revelado con el sustrato insoluble de la

peroxidase, eumergiendoee en la solución reveladora hasta la

aparición de la banda de proteina. La reacción ee detuvo entonces

lavando con agua bidestilada.

El filtro se seco y guardó en oscuridad en un lugar fresco

donde puede mantenerse por tiempo considerable.
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~.9. Aná l isis estad1stico de los res u l tados e xperimentale s 

?ara e l tratamiento estadi stico de l o s datos de actividad 

especifica ob tenido s, asi c omo los de proteina total , se uti l izó 

un a nálisis de varianza para un disel"ío experimental c on dos 

fac tore s ( Durán et al., 1989). El nive l de signif i c anc ia fue ·:• = 
0 .05. 
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å.s. Análisis estadlstico de 1os_resuitados_e3perimenta1es

Para ei tratamiento estadístico de los datos de actividad

especifica obtenidos. asi como los de proteina total. se utilizo

un análisis de varianza para un diseño experimental con dos

factores :Duran et al.. 1989). El nivel de significancia fue f :

0.05.
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vr. RESULTADOS 

6.1 Actividad especifica de PEP carboxilaaa de ___ !:_ojaa 

participantes en el llenado de grano de diferentes poblaciones de 

mai z . 

La ~c tividad de PEPC fue medida en extractos desalados de 

hojas adultas de maiz participantes en el ll e nado de grano de la 

pob i ac ~ón o rig i nal Zacate cas 58 y de las poblaciones mejoradas 

d e r iva.las de e l la . Para ext r a er la actividad de PEPC se utilizó un 

a.mo rt i g~.i ado r TEA- HCl pH 7 . O que garantizó un mayor rendimiento y 

e st ab i lida d e nzimáti ca. Además, para proteger a la enzima de la 

<tc c i ó n d e po life no ~ es y la oxidación de grupos - SH, se empleó PVPP 

y 2 - me r capto e tan o l, respec ti vamen te (véase inc iso 5.3 de Métodos ) . 

Loe va l o ree de a s tividad especifica de la enzima, ea decir 

unidadea enzin~ticas po r mg de proteína, obtenidos durante el 

peri odo de llenado d e grano se muestran en la Fi~. 4. 

La evoluc ión de e sta a c tividad fue muy similar en cuatro de 

las pob l a c iones, o bs ervándose un incremento desde la antesis hasta 

l a te r c era s emana d e s pués de ella. La 

este máximo , rápidamente a l principio y 

hast a alcanza r niveles muy bajos, 

actividad desciende trae 

más lentamente después, 

que c orresponden con la 

apari c i ó n de s i gno s de se~escenc ia en las hojas objeto de estudio . 

La poblac ión SH20 no presentó el incremen t o inicial a la tercera 

semana d e la an t e s i e. La a c t ividad de e s ta poblac ión decrece e n 

forma prácticamente continua a partir de la antesis. 
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VI. RESULTADOS

8.1 Actividad_ especifica _de _PEP carboxila§a¬_Hde_ noise

Eeff_1¢_iP9fl"¢ee_§fl el i1i1_°fleSie__€1e-8r_efl=? de diferflntefli__eqb_lfl<;i5›_r=e§ _±'i_-L;
maíz.

La actividad de PEPC fue medida en extractos desalados de

hcJas adultas de maiz participantes en el llenado de grano de la

pobiacìcn original Zacatecas 5d y de las poblaciones mejoradas

derivaiea de ella. Para extraer la actividad de PEPC se utiliso un

amarfiguador TEA-Hül pH 7.0 que garantizó un mayor rendimiento v

estabilidad enzimática. Además, para proteger a la enzima de la

eccicn oe polifenoies y la oxidación de grupos fSH, se empleo PVPP

v Z mercaptoetanol. respectivamente (véase inciso 5.3 de Métodos).

Los valores de actividad especifica de la ensima, es decir

unidades enzimáticas por mg de proteina. obtenidos durante el

periodo de llenado de grano se muestran en la Fig. 4.

La evolución de esta actividad fue muy similar en cuatro de

las poblaciones. observándose un incremento desde la antesis hasta

ia tercera semana despues de ella. La actividad desciende tras

este náximo. rápidamente al principio y más lentamente después,

hasta alcanzar niveles muy bajos, que corresponden con la

aparición de signos de sexescencia en las hojas objeto de estudio.

La población 5H2U no presentó el incremento inicial a la tercera

semana de la entesis. La actividad de esta población decrece en

forma practicamente contínua a partir de la antesis.
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En la Fig. 4 se ~mitieron las desviaci o ne s e s tá nda r es de c a da 

uno de los datos o btenido a experimentalme¡¡ t e po r razones de 

claridad de esta figura. Las desviaciones no fu e ron en ningjn caso 

euperioree al 10 % del va lor de a c tividad enco ntrado . 

Puede apreci ar se que la a ct ividad e ncontrada en l a poblac i ón 

o r i g inal fue c as: siempre men or que la encon t rada en l a s 

poblaciones me j oradas. El análisis de 

b i fact ·~ r i al ) de lo e datos nos indicó 

enc o n tra das e ntre l a pobl a c ion original y 

s i gnifi c ativas F c al c ul a da ( Fe) = 20 (a un 

la 

QUe 

las 

"' = 

var ianza CANOVA 

las diferencias 

mejoradas si s on 

0.05). Igualmente, 

las d i fe renc i a s ha l l a das a lo largo del periodo de llenado de 

gra n0 jen ~ ro de ~na misma població n son t ambién significativas de 

a c ::e r .Jci al JJiemc. "lnáliais e stadi stico , Fe= 623 . 85. 

6.2 . Cont e n ido de p ro t e1na en hojas participantes en el llenado 

d"l g r11no de d iferentea poblaciones de mai z. 

El conteni do d e prote1 na total (mg/ ml) se midió a los 

e x tr'l. c to e o bteni dos · para medir actividad enzimática. Loe valo ree 

enc ontra d0 s en la pob l a C'. i · ~ n o riginal nos muestran un máximo hac ia 

l a qui n ta seman a de spué s de la anteeie y mínimos en la tercera y 

s e xt a s e manas ( F i g. ~ 1 • 

Un compo r tam:e n t o mu y pa r e c ido encon t ramos e n las pob lac i one s 

SH l O in s itu y SH l O s equi a. Mi e ntras que las po blac i o ne s 

r e s t a nte s , SHl O y SH20 . d if iere n c laramente de las ante ri o re s , ya 

-;¡ue su t endenc ia norma l ea a d i e:ninui r el c c.n tenldo de p r c tei na s ;:, 

me d i da que avanz a e l per iodo d e l : enado de gra no (F ig. 5 i . 
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En la Fig. 4 se emitieron las desviaciones estandares de cada

uno de los datos obtenidos experimentalmente por razones de

claridad de esta figura. Las desviaciones no fueron en ningún caso

superiores al 10 X del valor de actividad encontrado.

Puede apreciarse que la actividad encontrada en la población

original fue casi siempre menor que la encontrada en las

poblaciones mejoradas. El análisis de la varianza (ANOVA

bifactoriali de los datos nos indicó que las diferencias

enccntraias entre la poblacion original y las mejoradas si son

significativas F calculada (Fc) = 20 la un H = ü.ü5J. Igualmente,

las diferencias halladas a lo largo del periodo de llenado de

giani ientro de una misma población son también significativas de

ac.erdi al mism, analisis estadístico, Fc = 623.55.

6.2.§onfenido_de_proteina_en noQas_participantes en el_llenado

f-ia arfaf_=-P __;-le si ff-11fer=aee_%b_l,§eifleeede In@-1 =-

El contenido de proteína total (mg/ml) se midió a los

extractos obtenidos para medir actividad enzimática. Los valores

encontrados en la poblacifin original nos muestran un máximo hacia

la quinta semana despues de la antesis y minimos en la tercera y

sexta semanas {Fig. 5,.

Un comportamiento muy parecido encontramos en las poblaciones

5Hl0 in situ y 5H1ü sequía. Mientras que las poblaciones

restantes. SHIÚ y SHEÚ. difieren claramente de las anteriores. ya

que su tendencia normal es a disminuir el contenido de proteinas 1

medida que avanza el periodo de llenado de grano fiïig. 5;.

34



rl 
e 

'-... 
01 
e 

_J 

c::i:: 
1-
o 
1-

c:x: 
w z ......... 

"' w 
1-
o a::: 
a.. 

2.5 

1 

0.5 

o.__~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~ 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 
SEMANAS DESPUES DE ANTESIS 

-ORIGINAL -+- SM20 ~ SM10 -8- IN SITU -X- SEQUIA 

Yig. 5 Con t e nido en prote í na t otal de hojas participante s en el llenado d e grano 
de las poblaciones de ma í z de l a va r iedad Zacatecas 58. _mm

WMUUUMUMN
Ufi¶QHHfl>GHUUNHME
UUWUCOHUMHQOQ
MMAww

OGMHUUUOUMCUHH
H@C0m$uCMmHUHpHfl@mflhOg0@
HMQOQQCHNUOHQ

C0OUHCQHCOU
m_oHm

SDGWWix'DP5Z_'m¡920
¿TONS@¡TI_<Z_0E°

¡I

W_Ww___Z<MQ
WMDLWWQW<Z<S_WW

Q
w

Nm
0
v

G
NP

Q

\_

___!¬
¡†/N

¬11N\lf¿\_X_
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6. 3. Prop iedades regulatoriae de PEPC en_ ho J&e e!\_rt ifJE~n-~-: ~· 

en el llenado de grano de diferentes poblaciones de matz. 

Para establec er si las diferencias de actividad de PEPC 

e nc on trada 3 a l o la rgo de l periodo de llenado de grano eran 

exc luslvame r.t. e c uanti tativas, o adem:.s se acompa~aban de 

difer e nc ias cualitativas, determinamos las propiedades ci~ticas y 

re~ 1l ato rias para esta enzima. Para ello se midió la actividad a 

pH lige r amente al c alino , en presencia del inhibidor malato, del 

a c t i va do r ~ luco sa - 6P y a diferentes concentraciones de PEP y 

libre. 

5 .3.1. Efecto del pH alcalino sobre la actividad de PEPC. 

La a c tividad de la enzima medida a pH 8.0 fue siempre 

superior a la a c tividad medida a pH 7.3 bajo las mismas 

condiciones de concentración de sustratos y de temperatura. El 

i nc remento promedio desde la antesis hasta la sexta semana después 

de la an t esis fue de 160 X. Sin embarao, a partir de este 

muest r eo, se observó un mayor incremento en la actividad medida a 

pH 8.0 con respec to a la medida a pH 7.3 . Esto fue observado por 

igual en las cinco poblaciones, mostrando que la respuesta de la 

enzima a pH si b ien no presenta diferencias entre poblaciones, ei 

las muestra en t re l os diferentes estadios del llenado de grano 

( Fig _ 6 l. 

6.3.2. Efecto de PEP libre sobre la actividad de PEPC. 

En la Fig . 7 se muestra la respuesta de la enzi~a a la 

concentración de sue ligandoe. La concent ración de sustrato Mg - PEP 
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6.3. Propiedades regulatoria§mde_BEPC en_ hojas _participan†q

en el llenado de grano de diferentes poblaciones de mars.

Para establecer si las diferencias de actividad de PEPÚ

encontradas a lo largo del periodo de llenado de grano eran

exclusivamente cuantitativas. o además se acompañaban de

diferencias cualitativas. determinamos las propiedades cinóticas y

regilatorias para esta enzima. Para ello se midió la actividad a

pH ligeramente alcalino, en presencia del inhibidor malato, del

activador glucosa-BP y a diferentes concentraciones de PEP y

libre.

fi.3.1. Efecto del pH alcalina sobre la actividad de PEPC.

La actividad de la enzima medida a pH 3.0 fue siempre

superior a la actividad medida a pH 7.3 bajo las mismas

condiciones de concentración de sustratos y de temperatura. El

incremento promedio desde la antesis hasta la sexta semana después

de la antesis fue de 160 X. Sin embargo, a partir de este

muestreo, se observó un mayor incremento en la actividad medida a

pH 8.0 con respecto a la medida a pH 7.3. Esto fue observado por

igual en las cinco poblaciones. mostrando que la respuesta de la

enzima a pH si bien no presenta diferencias entre poblaciones. si

las muestra entre los diferentes estadios del llenado de grano

{Fig. 5).

fl.3.2. Efecto de PEP libre sobre la actividad de PEPE.

En la Fig. T se muestra la respuesta de la enzima a la

concentración de sus ligandos. La concentracion de sustrato Hg~PEP

36
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empleada en estas determinac iones de ac tividad fue la misma que en 

la determinac ión control, pero se usaron concentrac i one s 

diferente s de PEP y Ms·"' libree. Conc retamente para una 

concen t rac i ó n de Hg- PEP de 1.15 mH . se u~ una concentración de 

0 . 23 mM de PEP l ibre y 28 mN de Mg. 2 
libres a diferencia de l oa 

c ont r o l e s qLe ee determi na r on a la misma concentración de Hg- PEr , 

pero a 0 . 8 3 mH de PEP libre y 7.76 mH de Ha·2 libre . 

Como puede observarse loe valores de actividad encontrados 

ccn ce apec t o a l contro l f ue r o n también l os mismos para todas las 

po b la0 i one s y mue streos. 

6 . 3.3. Ef~c t o de glucosa-6P sobre la actividad de PEPC. 

~l po rcen t a j e de activac i ón c ausado por glucosa-6P 2 mH en el 

med i ~ de ensayo de la enzima c on respecto al control, ensayado 

ba j o l a s mismas condiciones pero en ausencia de este activador, 

f ue prá c ticamente el mismo en todas las poblaciones para un mismo 

ti empo después de la antesis ; pero en todas las poblaciones se 

o bs e rvó que este porcentaje iba incremen~ndose a lo largo del 

periodo de llenado de grano (Fig. 8J. 

6 .3.4. Efecto d e l malato sob~e la actividad de la enzima. 

Cuando se det e r mi r0 la a c tividad de la enzima en prese nci a de 

2 .5 mH de l i nhibidor malato manteniendo el rest 0 de las 

condiciones de e nsayo id~n ti cas a l a s del c ontro l, se enc on tP~ que 

tres de las poblaciones (orig ina l, in s itv y eequlaJ eran 

39 

empleada en estas determinaciones de actividad fue la misma que en

la determinacion control, pero se usaron concentraciones

diferentes de PEP y Hgü' libres. Concretamente para una

concentración de Hg-PEP de 1.15 mh, se usó una concentración de

0.23 mfl de PEP libre y Ed mn de Hg'¡ libres a diferencia de los

controles oie se determinaron a la misma concentración de Hg-PEP,

pero a O.-E33 mii de PEP libre y 7.75 mH de liga libre.

Como puede observarse los valores de actividad encontrados

con respecto al control fueron también los mismos para todas las

poblaciones y muestreos.

h.ì.3. Efecto de glucosa-BF sobre la actividad de PEPC.

El porcentaje de activación causado por glucosa-BP 2 mH en el

medi: de ensayo de la enzima con respecto al control, ensayado

bajo las mismas condiciones pero en ausencia de este activador,

fue practicamente el mismo en todas las poblaciones para un mismo

tiempo después de la antesis; pero en todas las poblaciones se

observó que este porcentaje iba incrementándose a lo largo del

periodo de llenado de grano {Fig. 8).

fi.3.4. Efecto del malato sobre la actividad de la enzima.

Cuando se determinó la actividad de la enzima en presencia de

2.5 mfl del inhibidor malato manteniendo el resto de las

condiciones de ensayo idénticas a las del control, se encontró que

tres de las poblaciones (original, in situ y sequía) eran

39
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1nh1b1da8 t o ta lme nte a la sexta semana del periodo, mi e n tras 

Que las dos restant e s (SH : O y SH20 ) ee inhibian tota lmente hac i R 

la séptima semana ! Fig . 9). 

Conforme a l a na l i ais de varianza a1 existen difere ncia s 

s ignifi c a t ivas e n c uanto al grado de inhibi c i ó n por mala to a 

través del peri odo de llenado de grano, pero no las hay entre las 

pob lac iones de ma1 z. 

6 . 4 . Cuantif i c a ció n de la proteina PEPC en extractos crudos 

de ho jas part i c ipan t es en el llenado de grano 

El s ue ro inmune empleado para estas determinaciones, mostró 

po s e e r a n t i c uerpo s anti - PEPC mediante la prueba de manchado, 

~udi4 ndo se aprec iar vis i b lemente el inmunoprecipitado formado 

s o bre l a a muestras d e e n zima pura (Fig. 3) . El suero no inmune fue 

i nc a pa z d e p r oduci r i nmunoprecipitado al incubar en él nuestro 

pape l d e nitroce l ul osa , al QUe se habi an transferido las protei nas 

de l ex trac t o c rud o y la PEPC pura. 

La Fig . 10 muest ra loe resultados obtenidos para la població n 

o r i ,.¡ ina l me diante un .. We s t e rn blot ·· de loe extractos crudo a 

obten i dos a l oa di f erentes ti empos del periodo de llenado de grano 

e n que se h i c i e r o n l o a muestreos . Se pudo observar un má.ximo en la 

cant i dad d e pro t e i na PEPC en la tercera semana después de l a 

ante s ia, la cual va d i s minuyendo hasta la sexta semana donde no ea 

tan pe rceptibl e. 

41 

lnhibidee totalmente e le sexta semana del periodo, mientras

que las dos restantes {SH1u v EHEUJ se inhibian totalmente hacia

la séptima semana ¦Fig. 9].

Conforme al analisis de varianza si existen diferencias

significativas en cuanto al ¡rado de inhibicicn por malato a

través del periodo de llenado de irano, pero no ies hay entre las

poblaciones de maiz.

5.4. Cuantifiicaciün de la proteina_EEE§_En_“eztractos crudos

de hagas pa§ticipantes_en_el Llenado de ¡reno

El suero inmune empleado para estas determinaciones. mostró

poseer anticuerpos anti-PEPC mediante le prueba de manchado,

pudiéndose apreciar visiblemente el inmunoprecipitado formado

sobre las muestras de enzima pura [Fi¡. 3). El suero no inmune fue

incapaz de producir inmunoprecipitado al incubar en el nuestro

papel de nitrocelulosa, al que se hablan transferido las proteínas

del extracto crudo y la PEPC pura.

La Fig. lü muestra los resultados obtenidos para la población

ori¿inal mediante un “Western blot“ de los extractos crudos

obtenidos e los diferentes tiempos del periodo de llenado de grano

en que se hicieron los muestreos. Se pudo observar un máximo en la

cantidad de proteina PEPC en la tercera semana despuëfl de le

antesis, la cual va disminuyendo hasta la sexta semana donde no es

tan perceptible.
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Fig. 10 Identificación inmunológica de PEPC en 
extractos crudos de hojas de maíz participan tes 
del llenado de grano en la población original 
1-9, semanas después de la an t e sis. 
Para cada extracto d e hoja , 4 pg de proteína t ot al 
fueron separados por SDS - Page y transferidos a 
una membrana de nitrocelulosa . La membran a fue 
bloqueada con antisuero d e conejo específi co p ar a 
PEPC. Los marcadores moleculares se indican en 
KD a la derecha. 
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Fig. 10 Identificación inmunológica de PEPC en
extractos crudos de hojas de maiz participantes
del llenado de grano en la población original
1-9, semanas después de la antesis.
Para cada extracto de hoja, 4 ¡ug de proteina total
fueron separados por SDS-Page y transferidos a
una membrana de nitrccelulosa. La membrana fue
bloqueada con antisuero de conejo especifico para
PEPC. Los marcadores moleculares se indican en
HD a la derecha.
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11 s e muestra el resultado 

iru:~un0 tro.r.sfe rencia para l a pob lación in situ. 

obtenido de 

Se aprec ia 

la 

la 

rr:iáxima c a ntidad de prot.eina PEPC en la primera y tercera 

semanas. ¡: .. J ede obse rvarse que esta proteína va disminuyendo en 

cantidad a partir de la tercera semana. 
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Zn .e Fig. il se muestra el resultado obtenido de la

inmunotransferencia para la poblacion in situ. Se aprecia la

máxima cantidad de proteina PEPC en la primera y tercera

semanae.Fuede observarse que esta proteina va disminuyendo en

cantidad a partir de la tercera semana.
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Fig . 11 Identific aci 6n inmumol6gica de PEPC en ex
tracto s cr ud os de hojas de maíz participantes del 
llen ado de grano en la población SM l O in situ. 1-9 
semanas después de la antesis. Para cada extracto 
de hoja, 4 µg de prote ín a total fueron separados 
por SDS-Page y transferidos a una membrana de ni
~rocelulosa. La membrana fue bloqueada con anti
suero de cone jo espec ifico para PEPC. Los marcado
res moleculares se indican en KD a la izquierda. 
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Fig. 11 Identificación inmumolñgica de PEPC en ex-
tractos crudos de hojas de maiz participantes del
llenado de grano en la poblacion SMIU in situ. 1-9
semanas después de la antesis. Para cada extracto
de hoja, 4 pg de proteina total fueron separados -
por SDS-Page y transferidos a una membrana de ni-
trocelulosa. La membrana fue bloqueada con anti-
suero de conejo especifico para PEPC. Los marcado-
res moleculares se indican en KD a la izquierda.
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DISCUSION 

La hipótes i s planteada al inicio de este trabajo pudo 

confirmarse con los reeultadoe obtenidos. Así., encontramos que la 

actividad de PEPC en las hojas participantes del llenado de grano 

r ~ sponde al aumento en la demanda de fotosíntesis que este even t o 

fisiológi co conlleva, incrementándose durante las primeras 

semanas. Apare ntemente las se"ales, proba b lemente hormonales, que 

conducen a este incremento inicial o dejan de operar a partir de 

la t erc era semana o bien, cambian para a ctuar en s entido opuesto, 

lo que se traduce en una progresiva disminución de la activ idad 

enzi~tica a partir de ese momento. 

Parece ló¡;ico atribuir la disminución de l a acti v idad duran te 

las ú ltimas semanas al proceso natural de envejec imiento de la 

ho j a. Sin embargo, el incremento de las primeras semanas no es 

probable que esté causado por el también proceso natura l de 

maduración, dado que cuando c omienza la anteeis y se realiza el 

primer muestreo, la hoja ya e stá. totalmente formada y en completa 

madurez. 

De hecho , se sabe que hac ia el periodo de llenado de grano l a 

planta ha finalizado su desarrollo vegetativo e inicia una etapa 

en la cual su a c tividad fotosintética aporta los fotosintatos 

necesarios para la formación de la mazorca. Esta capacidad de la 

hoja se mantendrá activa hasta el inicio de la senectud, momento 

en el que la f otosíntesis empieza a declinar irreversiblemen te 

(Secor et al., 1983). 
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DISCUSION

La hipótesis planteada al inicio de este trabajo pudo

confirmarse con los resultados obtenidos. Asi, encontramos que la

actividad de PEPC en las hojas participantes del llenado de grano

F?SPonde al aumento en la demanda de fotosíntesis que este evento

fisiológico conlleva, incrementándose durante las primeras

semanas. Aparentemente las señales, probablemente hormonales. que

conducen a este incremento inicial o dejan de operar a partir de

la tercera semana o bien, cambian para actuar en sentido opuesto.

lo que se traduce en una progresiva disminución de la actividad

enzimática a partir de ese momento.

Parece lógico atribuir la disminución de la actividad durante

las últimas semanas al proceso natural de envejecimiento de la

hoja. Sin embargo. el incremento de las primeras semanas no es

probable que este causado por el también proceso natural de

maduración, dado que cuando comienza la anteeis y se realiza el

primer muestreo, la hoja ya está totalmente formada y en completa

madurez.

De hecho, se sabe que hacia el periodo de llenado de grano la

planta ha finalizado su desarrollo vegetativo e inicia una etapa

en la cual su actividad fotosintótica aporta los fotosintatos

necesarios para la formación de la mazorca. Esta capacidad de la

hoja se mantendrá activa hasta el inicio de la senectud, mmento

en el que la fotosíntesis empieza a deolinar irreversiblemente

(Secar et al., 1953).
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Es ¡:or ello que pensamos que existen sel"íales especificas que 

causan incr·ementos igualmente espec1 fices de aquel las actividades 

enzim.\ticas relevantes la si ntesis inc nomentada de 

fotos tntesis, actividades enziiaá.ticas entre las que si~ duda se 

encuent r a PEPC, come lo muestran los resultados de este trabajo. 

Esta conclusión está apoyada, además, por la e volución de la 

proteina total de la hoja, que no coincide proporcionalmente con 

la de la actividad de PEPC. Dicho de otra forma, l os incrementos 

de actividad esp ec i fica de PEPC no se cor· r·esponden c on los 

incrementos en pr·oteina total (Figs. 4 y 5>. 

En este estudio determ i namos y e xpresamos la a c tividad de la 

enzima como actividad especifica (unidades de ac ti v idad enzimática 

por mil igra1110 de proteina) precisamente para difer e nciar en for·ma 

clara los incrementos de actividad que pudieran deberse a un 

incremento indiscriainado de proteina total 

aquellas especificas para nuestra enzima. 

de la hoja, de 

Es interesante destacar que la evolución de la actividad de 

PEPC encontrada en este trabajo coincide con la reportada con 

otros autores en estudios de otras variedades de mai z 

<Crafts-Brandner and Poneleit, 1987>. Sin embargo, otr-os autores 

no hablan podido demostrar este patrón en estudios sobre la misma 

población original usada por nosotros, si bien se habi an 

encontrado inc::r·ementos hacia el dia 17 después de la antesis en la 

población .aejorada <Loza-Tavera et al., 1987>. Cabe dest a car que 

se repitieron las determinaciones de las poblaciones 

sequía durante el siguiente periodo de llenado 

obteniéndose los mismos resultados de incrementos 
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original y 

de grano 

durante los 

Es por ello que pensamos que existen señales especificas que

causan incrementos igualmente especiFicos de aquellas actividades

enzimáticas relevantes para la sintesis incrementada de

Fotosintesis, actividades enzieáticas entre las que sin duda se

encuentra PEPC, como lo muestran los resultados de este trabajo.

Esta conclusion está apoyada, además, por la evolucion de la

proteins total de la hoja, que no coincide proporcionalmente con

la de le actividad de PEPC. Bicho de otra Forma, los incrementos

de actividad especiFica de PEPC no se covresponden con los

incrementos en proteina total iFigs. 4 v 5).

En este estudio determinamos y expresamos la actividad de la

enzima como actividad especiFica (unidades de actividad enrimática

por miligramo de proteina) precisamente para diFerenciar en Forms

clara los incrementos de actividad que pudieran deberse a un

incremento ìndiicrilinado de proteina total de la hoja, de

aquellas especificas para nuestra enzima.

Es interesante destacar que la evolucion de la actividad de

PEPC encontrada en este trabajo coincide con la reportada con

otros autores en estudios de otras variedades de maiz

iCraFts-Brandner and Poneleit, 1987). Sin embargo, otros autores

no habian podido demostrar este patrón en estudios sobre la misma

poblacion original usada por nosotros, si bien se habian

encontrado incrementos hacia el dia 17 después de la antesis en la

poblacion mejorada (Loza-Tavera et al., 1987). Cabe destacar que

se repitieron las determinaciones de las poblaciones original v

sequía durante el siguiente periodo de llenado de grano

obteniéndose los lismos resultados de incrementos durante los
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primeros die.a después de la antesia e n ambas pob lac i 0 ne a, s e gu1 .-! , 

de un deacenao en la actividad. 

Por otra parte, nuestros estudios estuv ie ron encaminados no 

s <'J l o a i nvesti¡¡ar cambi o s en la a c tividad de la enzi ma , como f ·Je 

el caso de loa do s estudio s mencionado s, sino a a c larar l a 

~d tu r ale za d e l o s c ambi o s en la enzima . 

~e sabe que PEPC de ho ja de maíz ea una enzima c uya actividarl 

e a t~. auje ta a r e gu l ació n a corto plazo por las condici one s 

amb i e n t a l e s a las ~ue está sometida la planta. Concre tamente, se 

en c u e n tr a regul ada por las condiciones de luz, de manera que 

e xi st e n do s formas interconvertibles de la enzima por 

fa a fc ri l~ c i6 n - de afo sf0 r ilaci6n: una forma de dia y otra forma de 

noche ( Hu be r e t a l . , 1986 ; Nimmo et al., 1986; Wu and Wedding, 

198 7 J q ue difieren en sus caracteristicas cinéticas y regulatorias 

(Rodrigue z-Sotres and HuP'íoz-Clares, 1987 y 1990); Rodriguez-Sotres 

et al., 198 7 J . 

Por ello, las diferencias encontradas a lo largo del 

de l le nado d e gra no en actividad podrian deberse a: i) 

periodo 

que la 

c~n~tda ; de pro t ei na PEPC cambie, ea decir, a que se alteren las 

vel oci d ades de s íntesis y/o degradación de esta proteína; ii) que 

la enzi ma preexi s t ente sea modificada postraduccionalmente, ya sea 

po r f o sfo r i l a c ión - defo s fo rilaci6 n u o tro cualquier mecanismo de 

modifi c a c i ó n covalente ; i i i 1 que ambos me c anismos o peren. 

De ser cierta l a primera de las posibilidades expuestas, la 

enzima d e be conservar sus propiedades cin~ t i caa y de regu lació n, 

mientras que si son ci e rtas cualquiera d e las ot r a s dos, la 
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primeros días despues de la antesis en ambas poblaciones. eeguii-

de un descenso en ia actividad.

Por otra parte. nuestros estudios estuvieron encaminados no

sólo a investigar cambios en la actividad de la enzima. como fue

el caso de los dos estudios mencionados, sino a aclarar la

naturalesa de los cambios en la enzima.

Re sabe que PEPC de hoja de mai: es una enzima cuya actividad

esta sujeta a regulación a corto plazo por las condiciones

ambientales a las que está sometida la planta. Concretamente. se

encuentra regulada por las condiciones de luz. de manera que

existen dos formas interconvertiblss de la enzima por

fosf:riìación-desfosfarilación: una forma de día v otra forma de

noche LHuber et a1.,l985; Nimmo et al., 1955: Wu and Wedding.

1987; que difieren en sus caracteristicas cinóticas v regulatorias

(Rodriguez-Sotrea and Huñoz-Claros, 1987 y 1990]; Rodriguez-Sotres

et ai.. i9B?±.

Por ello. las diferencias encontradas a lo largo del periodo

de llenado de grano en aotividad podrian deberse a: ii que la

centida: de proteina PEPC cambie, es decir, a que se alteren las

velocidades de sintesis vio degradación de esta proteina: ii) que

la enzima preexistente sea modificada postraduccionalmente. ya ses

por fosforilación-defosforilación u otro cualquier mecanismo de

modificación covalente; iii; que ambos mecanismos operen.

De ser cierta la primera de las posibilidades expuestas. la

enzima debe conservar sus propiedades cineticas v de regulación.

mientras que si son ciertas cualquiera de las otras dos. la
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modif icaci6n covalente debe conllevar cambice en di c has 

propiedadee. Por ello, ae estudiaron éataa propiedades a l o largo 

del periodo de llenado de grano y ae cuantificó la proteina PEPC 

para tratar de encontrar cual de loe mecaniemoe ea el operante in 

vivo. 

Loa resultados obtenidos con la t•cnica de "Western blot", si 

bien no aon absolutamente cuantitativos, si demuestran claramente 

que la cantidad de PEPC ee modifica durante el periodo de llenado 

de grano en forma paralela a loe cambios observados en la 

a c tividad. Dado que todas lae poblaciones mostraron un patrón de 

evolución de la actividad semejante, nos 

es te tipo de estudio c o n la población 

poblac i ones mej oradas (SHlO in situ). 

pareció 

original 

adecuado hacer 

y una de las 

Al inicio del periodo de llenado de grano, la hoja superior a 

·la mazorca, ya ha alcanzado eu mixima expansión y a partir de este 

momen to au actividad fotoeint*tica eatÁ encaminada a la producción 

de compuestos que aerAn tranelocadoa a la mazorca. 

En el caso de la población mejorada (in aitu) suponemos que 

la actividad y c an tidad de la enzima PEPC al inicio del periodo de 

llenado de grano ee mayor que la de la original porque ésta sea 

una caracterietica que ee ha seleccionado durante el proceso de 

mejor·amiento, l o que implica que eeta actividad eeté positivamente 

correlacionada con el rendimiento del cultivo. 

En base a loe resultados discutidos, creemos que existe 

suficiente evidencia experimental para afirmar que el incremento 

en la actividad de PEPC que se produce en las hojas participantes 
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modificación covalente debe conllevar cambios en dichas

propiedades. Por ello, se estudiaron éstas propiedades a lo largo

del periodo de llenado de grano y se cuantificó la proteina PEPC

para tratar de encontrar cual de los mecanismos ss el operante in

vivo.

Los resultados obtenidos con la tócnica de “Western blot", si

bien no son absolutamente cuantitativos, si demuestran claramente

que la cantidad de PEPC se modifica durante el periodo de llenado

de grano en forma paralela a los cambios observados en la

actividad. Dado que todas las poblaciones mostraron un patrón de

evolucion de la actividad semejante, nos pareció adecuado hacer

este tipo de estudio con la población original y una de las

poblaciones mejoradas (SH10 in situ).

A1 inicio del periodo de llenado de grano, la hoja superior a

la mazorca, ya ha alcanzado su máxima expansión y a partir de este

momento su actividad fotosintútica esti encaminada a la producción

de compuestos que seria translocados a la mazorca.

En el caso de la población mejorada (in situ) suponemos que

la actividad y cantidad de la enzima PEPC al inicio del periodo de

llenado de grano es mayor que la de la original porque ósta sea

una caracteristica que se ha seleccionado durante el proceso de

mejoramiento, lo que implica que esta actividad estó positivamente
1

correlacionsda con el rendimiento del cultivo.

En base a los resultados discutidos, creemos que existe

suficiente evidencia experimental para afirmar que el incremento

en la actividad de PEPC que se produce en las hojas participantes
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en el llenado de ¡;¡;rano durante las pr ime ras semanas se debe a un 

aumento en l os niveles de e s ta e nzima, proba!Jleme n te originados 

por una a : za en su e.intesis. La di eminuci6n en la actividad en las 

ú ltimas semanas podr1 a ser causada por una síntes i s disminuida y 

un incremento en l a degradaci6n. 

Si n e mbargo , el estudio a f ondo de l o s proce s o s celulares 

impli c ados en estos camb i os en los niveles de PEPC escapan a l os 

objetivos del presente trabaj o y serán objeto de futuras 

investigac i ones en nuestro laboratori o . 

En c uanto a l o s c ambios en las propiedades regul a torias de la 

enzima encontrados en las etapas finales del periodo de llenado 

del grano, pensamos que puedan deberse al proceso de degradac ión 

que aparentemente está sufriendo esta pro teína , lo que motivarla 

la aparic i ó n c ada vez mayo r de especies molecular es parcia lmente 

de~adadas, pero aún con actividad y que respondan en f orma 

diferente a los efectores o condiciones probadas por nosotros. 

Los resultados descritos nos mostraron que l o s niveles de 

actividad de la enzima PEPC difieren significativamente entre la 

població n original y las poblaciones me jorada s, lo que c onstituye 

un apoyo experimental de la segunda parte de l a hip6tesis de este 

trabajo . Dicho en otras palabras , parece ser que los nivele s de 

actividad de PEPC en las hojas participantes de l llenado de grano 

están po~itivamente correlacionados con los niveles de 

productiv idad de la planta, medida ésta como producción de grano . 
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en el llenado de grano durante las primeras semanas se debe a un

aumento en los niveles de esta enzima, probablemente originados

por una alza en su sintesis. La disminución en la actividad en las

últimas semanas podria ser causada por una sintesis disminuida y

un incremento en la degradación.

Sin embargo, el estudio a fondo de los procesos celulares

implicados en estos cambios en los niveles de PEPC escapan a los

objetivos del presente trabajo v serán objeto de futuras

investigaciones en nuestro laboratorio.

En cuanto a los cambios en las propiedades regulatorias de la

enzima encontrados en las etapas finales del periodo de llenado

del grano. pensamos que puedan deberse al proceso de degradación

que aparentemente está sufriendo esta proteina, lo que mctivaria

la aparición cada ves mayor de especies moleculares parcialmente

degradadas, pero aún con actividad y que respondan en forma

diferente a los efectores o condiciones probadas por nosotros.

Los resultados descritos nos mostraron que los niveles de

actividad de la ensima PEPC difieren significativamente entre la

población original v las poblaciones mejoradas, lo que constituye

un apoyo experimental de la segunda parte de la hipótesis de este

trabajo. Dicho en otras palabras, parece ser que los niveles de

actividad de PEPC en las hojas participantes del llenado de grano

están positivamente correlacionados con los niveles de

productividad de la Planta, medida ésta como producción de grano.



E::< te re1rnl -.:.ado ea muy interesante porqu~ si b i en es probable 

que este 2arac t er ( a lto s n i vel~s de acti v idad de PEPC J n o eea el 

ú n i c o implicado ~n un a umen to de produc t i ·.-ide.d. representa un 

ava nce el contrer :va c o n a l meno s un marc a i!·:ir i: 1oquí mico de la 

produc t i vidad . 
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Este resultado es muy interesante porque si bien es probable

que este caracter [altos niveles de actividad de PEPPI no sea el

único implicado en un aumento de productividad. representa un

avance el contrar va con al menos un marcador iicquímico de la

productividad.
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CONCLUSIONES 

l. El incremen t o en la actividad eepecifica de la enzima 

fosfoenolpiruvato carboxilasa, al inicio del periodo de llenado de 

grano, el cual se hace patente en t odas las poblaciones 

estudiadas, sugiere que la actividad de esta enzima es muy 

importante para proveer a la mazorca de fotosintatos. 

Estos incrementos de actividad aparentemente se deben a 

una síntesis de novo de la proteina PEPC, y no a un proceso de 

activación de la enzima preexistente. 

3. Las diferencias encontradas en los niveles de actividad de 

PEPC, entre la población original y las mejoradas, sugieren que 

dicha enzima es~ participando en el incremento de la producción 

de grano de estas últimas. 
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