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RESUMEN 

"ANALISIS DE LA REGULACION DE LA ACTIVIDAD DE LA RIBULOSA 

BIFOSFATO CARBOXILASA/OXIGENASA EN MAIZ" 

Lo~ objetivos fundamentales del presente trabajo son dos: 

1-- Analizar bioquimicamente la regulaciqn de la RUBlSCO en 

diferentes momentos fisiológicos del desarrollo 

plantas de maiz. 

de· las 

2.- Observar si existen posibilidades de que a través del 

estudio de la regulación de la actividad de la RUBISCO 

se puedan obtener criterios que pudieran emplearse en 

los trabajos de mejoramiento genético. 

Los modelos experimentales utilizados también fueron dos: 

1.- El desarrollo de una hoja en plántulas de maiz. 

2.- El periodo de llenado de los granos de la mazorca. 

Se utilizaron dos tipos de poblaciones= unas que han 

sido seleccionadas para aumentar su rendimiento de grano y otra que 

no ha sido modificada genéticamente. 

Los resultados muestran que la regulación de la actividad de 

la RUBISCO en plántulas es diferente de la que se da en plantas 

adultas, pues mientras en las primeras la actividad es dependiente 

tanto de la capacidad que el tejido tenga para producir nue.va 

enzima come de la acción de diversos elementos que pueden cambiar 

significativamente su actividad, en plantas adultas no parece 

haber sintesis de nuevas moléculas de enzima y les cambios que 



.. 
' 
1 ' 

-
'' manifiesta la actividad de la RUBISCO aparentemente están 

determinados por la acción de los elementos que se hicieron 

evidentes en plántulas, aunque no puede asegurarse que sean del 

mismo tipo. 

Se encontró que la actividad de la enzima en términos de 

actividad especifica y 11 turnover 11 <tt de recambio de la enzima> es 

mayor en plántulas, posiblemente como resultado de las diferencias 

metabólicas que existen entre este tejido y el de plantas adultas. 

Por otra parte, se pudo demostrar que los elementos que son 

responsables de los cambios de actividad de la RUBISCO en plantas 

adultas son muy sensibles a las condiciones ambientales. 

En plántulas a excepción del peso fresco/hoja ninguna de las 

variables analizadas permitió di~erenciar a los materiales 

¡ ~ selecc:iona'dos de los que no lo habían sido. Por otro lado, en 

plantas adultas las diferenc:ias entre poblac:iones son muy claras, 

'':t se aprec:ian fundamentalmente en la actividad de la RUBISCO y 

~' aunque con menos claridad, también se observaron en la cantidad de 

proteina-RUBISCO. 

Se observó que la actividad y la cantidad de RUBISCO tienden 

a incrementarse con los ciclos de sele~Ei6n. Sin embargo., la 

relación entre la c:antidad de enzima y la ac:tividad no es 

directamente proporcional, lo cual indica que el aumento en la 

caÓtidad de enzima es solamente uno de los varios factores que 

intervienen en el fenómeno y por lo mismo solo da una explicación 

parcial 
! ' ~ 

de las diferencias tan significativas que tiene el 

b.. rendimiento de grano en los materiales usados. 

1 
11 
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ABSTRACT 

During the grain filling period of maize a significant 

increament in RUBISCO activity has been observed. 

This work has two fundamental objetives: 

1.- The biochemical analysis.of the regulation of RUBISCO at 

differents 1ROments of devepment of plants of maize. 

2.- The analisys of the possibility to use biochemical 

regulation of RUBISCO as a biochemical parameters for plant 

breeding. 

We used two caodels: 

l.- One developing leaf in seedlings of maize. 

2.- The grain filling period in adult plants. 

In this work RUBISCO activity and RUBISCO protein were 

measured in maize seedlings and adult leaves in order to study the 

mechanism regulating this phenomenon. 

In adult leaves RUBISCO protein remained constant while 
... 
, activity increased 4-5 fold, but when the plants graw in adverse -· 

conditions we coud not observe any activation. 

In seedlings RUBISCO acvtivity and RUBISCO protein both 

increased in a parallel fashion until maximum leaf expansion. 

It appears that RUBISCO activity is regulated at 

postranscripti.onal levels depending on the stage of plant 

developments this activity is olso regulated by the enviroment. 

Seedlings from selected and non selected materia1s· didn 1 t 

show any differences in the parameters analYsed (except the fresh 

weight per leaf>. 
! • 

-



::~·· 

.¡;~·:;~. _jf.:::·&i1-
'!';]~~~:~! 

In the other hand adult plants show marked differences among 

both populations. , ; 

It was observed thas bouth RUBISCO ac:tivity and RUBISCO 

protein tend to increase throughout selection. however the ratio 

between both parameters is not kept proportional~ this points aut. 

that tha incraase in RUBISCO as protein is only one factor of· 
! . 

productivity among others. 

' 
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1.- INTRODUCCION. 

La Ribulosa-1,5-bifosfato carboxilasa oxigenasa <RUBISCO) no 

solamente es la enzima más abundante en la naturaleza sino .que 

también tiene un papel fundamental para la vida de las plantas 

pues participa en la conversión de la energía solar en energ!a 

qu!mica <proceso de fotosíntesis). 

Por otra parte, bajo ciertas condiciones ambientales la 

la el lo dar origen a enzima puede incorporar 0
2 

y con 

fotorrespiración, la cual es una vía desasimilatoria responsable 

de la pérdida de grandes cantidades de fotosintatos. 

Desde hace muchos af"ios esta enzima es estudiada por 

diferentes grupos en todo el mundo y con los resultados de esas 

investigaciones se ha logrado reunir una cantidad 

de información que, sin embargo, está todavia muy 

muy importante 

lejos de ser 

suficiente para entender adecuadamente de que manera se regula la 

actividad de esta enzima en las diferentes plantas. 

A pesar de lo anterior, algunos grupos no se han desanimado y 

continuan haciendo esfuerzos para lograr resultados prácticos de 

__...; la información disponible y puede decirse que actualmente uno de 

: ' 

los propósitos más importantes es obtener genéticamente plantas más 

productivas ya sea aumentando la eficiencia de la RUBISCO o 

disminuyendo la actividad fotorrespiratoria. 

El trabajo realizado por nuestro grupo en los 

puede ubicarse en ésta área de investigación 

antecedentes los resultados qµe Loza-Tavera et 

últimos 

y tiene 

al. 

afies, 

como 

(1987) 

reportaron en un estudio en maiz durante el periodo de llenado de 



-

los granos. 

En ese trabajo, analizando el comportamiento de la actividad 

de la RUBISCD, se encontró que coincidiendo con la fuerte demanda 

de fotosintatos que significa para la planta la mazorca en 

formación, en la hoja inmediatamente superior a la mazorca hay un 

incremento muy notable en 

Este incremento es 

la actividad de la RUBISCO. 

mayor en las plantas que 

seleccionadas para mayor rendimiento de grano, lo cual 

fueron 

es muy 

interesante dadas las posibilidades prácticas que se pueden 

derivar de éste conocimiento. 

En éste sentido, el presente trabajo está enfocado a explicar 

bioquimicamente las causas del aumento en la actividad de la 

RUBISCO durante el periodo de llenado del grano y a entender el 

efecto que sobre ese macanismo podrian tener el estado fisiológico 

de la planta y las condiciones ambientales donde ésta se 

desarrolla. 

2 



II.- ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS. 

Il.1.- La RUBISCO. 

La Ribulosa-1,5-Bifosfato Carboxilasa/Oxigenasa <RUBISCO ; E. 

c. 4. 1. 1. 39) es una enzima localizada en el estroma de los 

cloroplastos de todos los organismos que realizan 

fotosíntesis.Tiene una función dual; la primera consiste en la 

carboxilaci6n de la ribulosa-1,5-bifosfata <RuBP> formándose dos 

moléculas de ácido 3-fosfoglicérico (PGA) y con ello da principio 

la fotosíntesis. La segunda es la incorporación de una molécula de 

0
2 

a otra de RuBP para formar una molécula de 

2-P-fosfoglicolato_, con lo cual da inicio la 

<Akazawa, 1979>. 

PGA y otra de 

fotorrespiración 

Durante mucho tiempo no se aclaró adecuadamente la presencia 

de dos actividades tan diferentes en una misma enzima, pero 

finalmente, se demostró que tanto la actividad de carboxilasa como 

la de oxigenasa son llevadas a cabo por la misma enzima. El C0
2 

actúa como inhibidor de la actividad de oxigenasa y al 0
2 

hace lo 

mismo con la actividad de carboxilasa <Ryan and Tolbert, 1975). 

En el desarrollo normal de las hojas da las plantas 

superiores bajo condiciones de iluminación continua o en ciclas 

d!a-nocha, los cloraplastos s• desarrollan a partir da organela& 

rudimentarios llamados proplastidias, los cuales son m•s pequenos 

que las cloroplastos, carecen de clorofila y de tilacaides1 al 

sar iluminados se induce un marcado incremento en la cantidad da 

:'•; diversas proteínas dentro d• las cuales sa encuentr• l• RUBISCO. 

El efecto da la luz sobra la acumulación de la RUBISCO involucra 

3 



la partic:1oac1on de un sistema caoaz de detectar y i;ransducir la 

serial de la luz cara cambiar la exoresion de los genes <Ell1s et: 

al., 1984>. 

La RUBISCO está formada por dos tioos de subunidades la 

subunidad grande <LS> oue está codific:ada en el 

cloroplasto, es sintetizada alli mismo y constituye el 

DNA del 

producto 

más importante del sistema genético del cloroplas~o y la subunidad 

peque~a (55) que está codificada en el ONA nuclear y se sini;etiza 

en los ribosomas del citoolasma como un precursor que después se 

transporta al intet .. ior del cloroplasto <Ellis, 1981). 

La translocación del precursor de la SS al interior del 

cloroplasto requiere de ATP. En cloroplastos 

observado que el transporte tiene una t:..1-n aparente 

aislados se 

para MgATP 

ha 

de 

0.9 mM y que la velocidad maxima se alcanza con 5 mM. <Flugge and 

Hinz, 1986). El mecanismo involucrada es oscuro; sin embargo, el 

hecho de que tratamientos con fosfatasa alcalina impidan el 

transporte hace suponer la existencia de un trasloc:ador especifico 

que podria estar siendo fosforilado y de esa manera, permitir la 

entrada del precursor de la SS al interior del c:loroplasto <Flugge 

and Hinz, 1986>. 

Todo lo anterior plantea problemas muy especiales de 

coordinación pues debe tomarse en cuenta que en el cloroplasto 

cada circulo de DNA contiene una copia del gen de la LS, 

cloroplastos san poliploides y que cada célula tiene 

que los 

muchos 

cloroplastos. De alli que en cada célula existan varios cientos de 

genes para la LS. Por su parte., en muchos euc:ariotes se ha 

4 



ooservado aue la SS es~~ cocificada oor una 

multigénica nuclear (Ellis, 19811. 

oecuefla familia 

Analizando diferentes etapas en el desarrollo de la segunda 

hoja de olántulas de trigo se encontró oue las cantidades de los 

mensajes de las dos subunioaoes caoaces de ser traducioos 

artif icialmen~e oor los sistemas de s1ntesis de protel.nas de 

germen ce trigo y E. coli, se regulan de manera similar, pues 

en ambos casos se observó que tienden a disminuir a medida que las 

hojas env~jecen. Sin embargo, la relación de uno con resoecto al 

otro Tué casi constante (Soe1rs and Brady, 1981). 

Un es~udio paralelo realizado en el mismo modelo sirvió oara 

determinar el comportamiento de la proteina. Se encontró cue la 

tendencia de la holoenzima es muy similar a la de los mensajes y 

mostrada durante todo el estudio seRala la evidencia 

aparentemente la cantidad de subunidades no ensambladas 

sumamente pequefta <Brady, 1981>. 

que 

es 

La holoenzima es altamente soluble y puede alcanzar hasta 300 

mg ml-1 en el estroma in vivo. La LS obtenida por el tratamiento 

de la holoenzima con detergentes o pH elevado es insoluble en 

medios acuosos. Sin embargo, in vivo es soluble grac:.ias a que 

forma complejos con otra proteína denominada solubilizadora de la 

subunidad grande(BP) (Ellis, 1981>, la cual después de la RUBISCD, 

es la proteina más abundante en el estroma (Hemm1ngsen and 

1986). 

El lis, 

La BF· también está codificada en 

sintetiza en el citoplasma como un 

5 

el genoma nuclear y 

precursor oue luego 

se 

es 



transoortaoo al c.loroplasto. Ya en él, se presenta en forrné o: 

c:omplejos de peso molecular variable los c.uales pueden ser 

disgregados reversiblemente agregando MgATP 5 mM. Las subunidades 

formadoras de tales complejos tienen un peso molecular de 60 Kd 

<Ellis et al., 1984). 

Rec.ientemente se ha informado que el peso molecular de los 

compleJos que forma la BP en promedio es de 720 Kd y que en 

realidad son dos tipos de subunioades las que los están formando 

cada una con pesos moleculares cercanos a 59.8 Kd. Los anticuerpos 

c:ontra la BF' no cruzan con los formados contra la LS y lo 

contrario tampoco sucede (Hemm1n9sen and Ellis, 1986). 

Una vez formado el complejo entre la BP y al LS, 

romperse reversiblemente con la adición de ATP 2 mM. 

este puede 

No se ha 

podido establecer el papel del ATP pero aparentemente en este caso 

no se utiliza para Tosforilar a las prote1nas <Hemmingsen and 

Ell is, 1986). 

La RUBISCO purificada de plantas C-4 es muy similar a la 

extraida de plantas C-3 como espinaca, papa, calabaza, y lechuga. 

El gran paree.ido en lo que se refiere a actividad, peso molecular 

de la holenzima y de las subunidades, coeficiente de sedimentación 

y composici6n de aminoácidos, permite sugerir Que ésta enzima ha 

sido altamente conservada durante. la evolu~ión 

1983). 

<Ber9er et 

Il.2.- Regulaci6n de la actividad de la RUBISCO. 

al, 

En suspensiones de lisados de cloroplastos frescos de 

6 
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espinac·a., la actividad oxigenasa de la RUBISCO tiene un pH 6ptimo 

de a.6 a a.a y la Km para ribulosa-1.,5-bifosfato es de 45 µM, 

mientras que la Km para 0
2 

es muy grande y probablemente esté 

entre 1 y 2 atm. <Bahr and Jensen, 1974>. A su vez, la Km para co2 

depende del organismo estudiado, pero en general se ha observado 

que oscila entre 250 y 300 µM <Miziorko and Lorimer, 19a3>. 

El efecto del pH sobre las actividades de la enzima cuando 

éstas se ensayan a las concentraciones ambientales de co
2 

y o
2 

sugiere que el pH del estroma puede ser un punto muy importante 

para establecer la magnitud del flujo de C por una u otra via 

metabólica <Bahr and Jensen., 1974>. 

Para estudiar la actividad oxigenasa de la RUBISCO de 

espinaca, la enzima requiere de una activación previa, la cual se 

logra incubándola con C0
2 

y Mgz+ y es inactivada si éstos se 

remueven por filtración en gel. La actividad oc servada es 

dependiente de las concentraciones de C0
2 

y 
2+ Mg asi como del pH a 

que se lleva a cabo la activación, lo cual indica que en la 

activación está involucrada. la formación reversible de un 

complejo enzima-C0
2
-Mg. Dado que el el interactuan 

compe~itivamente por el sitio c:atalitico, activación 

de la oxioenasa con CD y Mg2+ indica que la molécula de CD 
- 2 2 

que 

participa en la activaci6n no es la misma que interviene 

en la reacción de carboxilación <Badger and Lorimer, 1976). 

También en espinaca se ha observado que para medir la 

actividad carboxilasa de la RUBISCO al igual que para la actividad 

oxigenasa la enzima también requiere de un proceso de 

7 
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activación con C0
2 

y z+ 
Mg • La activación es linealmente 

dependiente de la concentración de C0
2 

e independiente de la de 

M z+ 
g • Los análisis cinéticos indican que la enzima primero 

reacciona con el C0
2

, que lo hace de manera reversible y que éste 

es el paso que determina la velocidad de la reacci6n., que 

enseguida y de manera muy rápida entra el Mg
z+ para formar un 

complejo ternario. Además., se propone que la activación de la 

RUBISCO ocurre por la formación de un carba.mato en el residuo 

de Lys que ocupa la posición 201 en las moléculas de la LS 

<Lorimer et al. 1976). 

En la bacteria Alcaligenes eutrophus se demostró que 

Mg
z+ 

RUBISCO al ser activada con C0
2 

y experimenta cambios 

la 

muy 

considerables de actividad. La enzima inactiva tiene un coeficiente 

de sedimentación S de 17.5 S y a medida oue va siendo activada 
209 V 

éste cambia a 14.3 s. Los cambios observados fueron 

reversibles <Bowien and Gottschalk., 1982). 

En la actualidad muchos trabajos realizados sobre las dos 

actividades de la RUBISCO reportan una activación previa de la 

enzima misma que se lleva a cabo de muy diversas maneras lleg;ando 

a extremos como el reportado para hojas de cilantro en donde la 

activación se da elevando las concentraciones de MgCl y NaHCD
9 

a 
z 

20 mM y 10 mM respectivamente e incubando 10 m1n a 30°C <McCurry 

et; al. 1978). 

Un estudio realizado con la tercera ha Ja de plántulas de 

trigo reporta que el C0
2 

ambiental al igual que el Mg2+ son muy 

importantes para que la RUBISCO esté activa~ sin embargo., en la 

célula aparentemente existen otros compuestos como el ortof osf ato 

8 



inorgánico que son capaces de estimular la actividad de la RUBISCO 

a niveles superiores de los que podrian obtenerse incubándola con 

ZT 
concentraciones saturantes de coz y Mg <Boyle and Keys, 1987). 

Otros autores partiendo de cálculos acerca de las 

concentraciones de CD y Mgz+ en el cloroplasto pensaron que éstas 
2 

eran muy bajas en relación a las que se requerieren para lograr .in 

vitro una actividad máxima de la RUBISCO y que probablemente en 

las células otros metabolitos podrían ayudar a que el proceso 

fuera más eficiente. Algunos compuestos que mostraron efectos 

positivos fueron el gluconato-6-P, carboxiribitol-Pz' fosfato 

otros inorgánico, fructosa-P
2

, NADPH y glicerato-3-P mientras que 

compuestos como carboxiarabinitol-P
2

, xilulosa-P
2 

y 2-pentanona-Pz 

no estimularon la activación y se comportaron como inhibidores 

competitivos respecto a la RuBP. Los dos grupos de compuestos 

parecen interaccionar de manera diferente con la enzima, los 

activadores lo hacen rápido y reversiblemente mientras que los 

segundos lo hacen lentamente. De acuerdo c:on un modelo 

elaborado con los resultados experimentales se sugiere que los 

compuestos que tienen un efecto positivo se unen a la enzima ya 

activada por COZ y Mg 2
+y estabilizan el complejo ternario formado 

mientras que los que tienen efecto negativo aparen'Cemente 

tienen preferencia por formas inactivas de la enzima CMcCurry et 

al. 1981>. 

Por otra parte, se ha reportado que la RuBF· es un fuerte 

inhibidor de la activación por C0
2 

y Mg2
+. En espinaca se observó 

d h . b CD y Mgz+ . d que cuan o la oloenzima se 1ncu a con z en ausencia e 

9 



RuBP cada mol de proteína toma 4. 5 moles de co
2 

contra O. 5b que 

entran si se incuba·en presencia de l mM de RuBP <Jordan and 

Chol let, 1983>. 

La inhibici6n por RuBP es menos fuerte en Rodospirillu• 

rubru• cuya RUBlSCO está formada por dimeros de LS. En los dos 

casos la inhibición sucede porque aparentemente la RuBP al 

reaccionar con la enzima provoca cambios que hacen dificil la 

entrada de CD
2 

y Mg 2 + (Jordan and Chollet~ 1983). 

Sin embargo in vivo los cloroplastos de espinaca pueden 

acumular cantidades muy considerables de RuBP cuando éstos se 

encuentran en ausencia de CD • 
z 

La desactivación de la enzima 

parece estar dada fundamentalmente por la ausencia de C0
2

, la 

presencia de PGA puede estabilizar a la enzima activada y no se 

observó correlación entre la desactivación que la enzima sufre y 

los niveles de RuBP acumulada y es probable cue los efec-eos 

~ inhibitorios que otros autores han reportado sean originados por 

-· ' 
, .. 

l 

compuestos contaminantes de la RuBP utilizada en los ensayos 

<Sicher e~ al. 1981). 

En 1982 se reportaron mutantes de Arabidopsts que para 

._ realizar la fotosíntesis requerian concentraciones ambientales de 

' • ¡ 

:... 

1 .l .. 

diferencias C0
2 

muy superiores a las normales. No se encontt"aron 

electroforéticas ni cinéticas en la RUBISCO de las mutantes y se 

observó que ese carac-cer estaba contt"olado por un gen nuclear con 

herencia mendeliana simple cuyo producto era muy importante en el 

proceso de activación de la enzima por lo que se le denomino rea 

<regulador de la ac:.tivaci6n de la carboxilasai. Sin embargo~ quedó 
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la duda acerca del papel de este factor: si éste participaba 

directamente en la activación o si lo hacia evitando la 

acumulación de compuestos inhibidores (Somerville et al. 1982). 

El análisis electroforético de las proteinas del estroma de 

las plantas mutantes reveló la ausencia de dos proteinas de 

aproximadamente 50 Kd cada una y con experimentos de 

reconstitución usando extractos normales de Arabidopsis y de 

espinaca se reforzó la idea original sobre el papel de estos 

polipéptidos. Con estos resultados se propuso que la activación que 

la RUBISCO requiere para ser activa in vivo es catalizada por una 

enzima a la que se denominó RUBISCD-activasa cuyo mecanismo de 

acci6n permanecía oscuro, pero que por sus requerimientos <luz y 

membranas tilacoidales>, permitia establecer relaciones entre los 

procesos productores de energia <transporte de e ) y los que hacen 

uso de la misma (fotosintesis) <Salvucci e~ al. 1985). 

Con preparaciones de RUBISCO activasa de espinaca 

parcialmente purificada se observó Que la •(act <CD
2

> de la RUBISCO 

activaaa por este sistema era de 4 µmolar, contra 25-30 µmolar que 

se hab1a observado en el sistema de activación 

RUBISCO con CO y Mgz+ <Portis et al. 1986) • 
. z '. 

ex.pontanea de la 

La activación de la RUBISCO es independiente del sistema 

Ferredoxina-Tioredox1na que cataliza la activación de varias 

enzimas fotosintéticas mediante su reducción con electrones 

provenientes del agua y en este caso, la activación se da aún en 

presencia de aceptares artificiales como metil viológeno y 

piocianina los cuales in~errumpen el flUJO de electrones <Por~is 
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el: al. 1986>. 

El mismo grupo que descubrió la RUBISCD activasa la purifico de 

espinaca, contra la cual se hicieron anticuerpos. Usando éstos 

elementos se puso de manifiesto la presencia de los dos 

polipeptidos que la forman en organismos tan diversos como 

Chla•ydo•onas_. Arabidopsis_. esoinaca, tabaco, soya, frijol, 

chicha.ro, avena, cebada y maíz. Las cantidades absolutas y las 

relaciones entre los dos polipéptidos variararon de un organismo a 

otro, pero el haberlos encontrado en especies c:on orígenes y 

metabolismos tan diferentes, permitió a estos autores plantear la 

hipótesis de que la participación de ésta nueva enzima 

posiblemente constituyera un mecanismo general de regulación de la 

actividad de la RUBISCD CSalvucci et al. 1987>. 

Otros estudios mostraron aue en espinaca existe solo un gen 

de RUBISCO activasa y que los dos polipeptidos que normalmente se 

observan tienen su oriQen en un precursor de 51 Kd el cual 

contiene un polipéptido de tránsito de 58 aminoacidos. Una vez que 

el péptido ha entrado al cloroplasto, da origen al de 45 Kd y éste 

a su vez al de 41 Kd. Nor-malmente el de 41 t(d es el mas abundante, 

per-o hay ejemolos en donde las cantidades de los dos 

son iguales (espinaca) o en donde el de 45 t(d 

importante <ma1z) <Werneke et al. 1988). 

pal ipeptidos 

es el más 

Sin embargo, sea cual sea la relacion entre el los. es't:a no 

cambia durante el desarrollo o en respuesta a factores amcientales 

como la luz. Por otra parte, en los mutantes rea de Arabidoosis se 

encon't:ro que el mensaje de RUBISCO act1vasa es de un tamañ'.o 
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considerablemente mayor (aproximadamente 200 n~cle6tidos>, lo cual 

hace pensar que estos mutantes se originan por corrimien~o del 

marco de lectura o por alguna otra causa que obstaculiza su 

expresi6n correcta (Werneke et al. 1988). 

También se han hecho experimentos para tratar de entender el 

mecanismo de acción de ésta enzima y as1, se demostró que en los 

cloroplastos de los mutantes rea cuando son iluminados, ocurren 

los mismos cambios que se dan en plantas normales como son 

aumento del pH y movilización de 
z+ 

iones como Mg entre otros pues 

la actividad de la fructosa-1,6-bitosfatasa que es afectada por 

estas variables tué idéntica en ambos casos (Salvucci e~ al. 1986). 

Por otra parte, el sistema de RUBISCO activasa es dependiente 

de ATP (Streusand and Portis, 1987) y aunque no se ha podido 

establecer que papel juega este metabolito, Werneke y col. (1988) 

han identificado en los polipeptidos de RUBISCO activasa dos 

sitios que posiblemente tengan afinidad por nucle6tidos. 

También se ha observado que hay otros metabolitos como ADP, 

DHAP y PGA que tienen un efecto inhibitorio muy importante sobre 

la actividad de la RUBISCO activasa y que la relación que 

establecen con respecto a las cantidades de ATP puede ser muy 

importante para entender la regulación del sistema (Robinson and 

·Partis, 1988). 

Partiendo de los antecedentes de que la actividad de la 

RUBISCO es considerablemente mayor en plantas iluminadas, se hizo 

un estudio en tabaco y se observó que en la oscuridad 

aproximadamen~e la mitad de las sitios activos de la RUBISCO están 
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ocupados por un ihibidor tosforilado de peso molecular pequefto. La 

uni6n del inhibidor a la RUBISCO se da mejor si se ensaya en 

z+ presencia de C0
2 

y Mg , pero el inhibidor puede ser removido con 

altas concentraciones de 50
4 
= Lo mismo sucede cuando la enzima se 

precipita con sulfato de amonio al 50 'l., pero la precip1tac16n con 

polietilenglicol CPEG> es inefectiva CServaites, 1985>. 

En extractos de papa se pudo demostrar que el c:omouesto 

inhibidor antes referido corresponde al 

2-carboxi-D-arabinitol-1-fosfato CCABP). Además, se observó que la 

afinidad del inhibidor por la RUBISCO no es la misma en todas las 

especies en donde se encuentra este compuesto, posiblemente como 

consecuencia de la competencia del comouesto con otros ésteres 

de fosfato CGutteridge et al. 1986). 

El CABP es estable en medio ácido y en calor, pero no es 

resistente a la acción de fosfatasa alcalina, la cual lo pueae 

afectar aún cuando esté unido a la enzima. El inhibidor se 

localizó en el cloroplasto y se observó que la disminución de su 

efecto inhibitorio, que se aprecia cuando los tejidos son 

iluminados, es contrarrestado por OCMU, lo cual hace pensar que .i:n 

vivo las cantidades de CABP podrian ser controlados por una 

fosfatasa deoendiente del fotosistema II <Seemann et al. 1985). 

Un estudio reciente demostro que éste tipo de regulacion de la 

actividad de la RUBISCD esta amoliamente distribuido en las 

plantas superiores y que no es exclusivo de un grupo ta>toncm1co. 

Sin embargo, es muy imoortante hacer la aclaracion de que no se 

encentro en gramineas como cebada, triQo y ma!.;: 
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al. 198b). 

La información que se ha mencionado hasta ahora permite 

distinguir dos formas de regulación de la actividad de la RUBISCO. 

La primera involucra la reacci6n reversible de CD z y Mgz+ 

para formar un carbamato con un residuo de Lys Que ocupa la 

posición 201 en la LS y no forma parte del sitio activo de la 

enzima, de tal manera que la actividad máxima de la RUBISCD 

puede lograrse incubándola con c:onc:entrac:1ones saturantes de 

z+ Mg Este proceso parece estar controlado por la 

RUBISCO-activasa CKobza and Seemann, 1988). 

En la segunda, a la enzima previamente activada, el CABP se 

une en el sitio activo con una Kd= 0.1x10-~ M con lo que se torna 

inactiva <Seemann e~ al. 1985). En és~e caso, la actividad maxima 

de la RUBISCO no se restaura por la incubación con CD z y 

Mg 2+ CKobza and Seemann~ 1988). 

Por la forma como se regula la actividad de la RUBISCD, en 

las plantas C-3 se han identificado los siguientes grupos: 

1.- Phaseolus La actividad de la enzima es controlada por 

les niveles de CABP los cuales resoonden a la intensidad luminosa 

que reciben las plantas. Una vez removido el inhib idor. para 

lograr la máxima actividad de la RUBISCO no se requiere activacicn 

CD Mgz+ con 
2 

y <•~obza and Seemann, 1988). 

:z.- Ber:a La actividad de la enzima es controlada tan"Co por 

2+ 
niveles de inhibidor como por la activación por COZ Y Mg 

and Seemann, 1988). 

3.- Spinacea No se ha demostrado la presencia de CABP, 
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los experimentos realizados se~alan la posibilidad ae que existan 

otros inhibidores y al igual que en el grupo anterior, se ha 

observado la necesidad de un periodo de activación y 

Mg 2 + (Kobza and Seemann, 1988). 

')ltimamente se ha propuesto que al momento de pasar a la 

oscuridad, las plantas empiezan a sintetizar CAEP en tanto que 

cuando ocurre lo contrario da inicio la degradación del mismo. En 

éste caso, los datos se interpretaron en términos de que la 

sintesis de CABP es considerablemente más lenta que su 

degradaci6n <Seemann eC al. 1988). 

La información disponible indica que la activacion por C0
2 

y 

Mg z+ tiene lugar en la LS y que además, es el la la que c:ataliza 

las reacciones de carboxilac:i6n y o:<igenaci6n. En el caso de la SS 

su importancia no ha podido establecerse con claridad. Se ha 

sugerido que pueoe ayudar a disminuir el valor de l:~m <C0
2
); oi:ros 

autores opinan que facilita la activación por C02 y y hay 

también quienes consideran que ayuda a disminuir el eteci:o de 

compuestos inhibidores. Sin embargo~ los datos al respecto son 

contradictorios y lo único que parece evidente es que ayuda a la 

holoenzima a adquirir y mani:ener la estt .. uc:tura oue le permite 

llevar a cabo sus funciones <Miziorko and Lorimer, 1983). 

Al t'espec to son interesantes los resultados de Andrews ( 1988) 

quien demostró que la LS de Synecnococcus en ausencia de la ss 
tiene una actividad aoenas apreciable. 

16 
' . 



II.3.- Regulación por luz. 

Los cambios de luz proporcionan las bases para la regulación 

de bastantes fenómenos que ocurren durante el desarrollo de las 

plantas. El primer paso en todas las fotorespuetas es la absorción 

de la luz por un fotoreceptor .. El fitocromo, un pigmento proteico 

que absorbe luz roja es el fotoreceptor mejor caracterizado en las 

plantas superiores~ De los genes cuya expresión se ha demostrado 

que está regulada por el fitocromo destaca el de la SS de la 

RUBISCO, el cual, con experimentos de traducción in vitro de RNA 

poli<A>+ ha permitido observar que un punto muy importante de ese 

control es la velocidad con que se lleva a cabo la transcripción 

reportado la de los genes, al respecto diversos autores han 

existencia de una región de tamai'1o variable pero menor de 51)0 pb 

localizado antes del inicio de la transcripción y que 

aparentemente es resoonsable del reconocimiento del estimulo 

luminoso <Kuhlemier et al. 1987>. 

De acuerdo con este planteamiento~ en Chlorogoniu• se ha 

demostrado que la s1ntesis de la RUBISCO está controlada por luz 

azul., pues las células~ al ser iluminadas. inct"emen,;aron 

fuertemente las cantidades de RNAm para las dos subunidades y las 

de los respectivos polipéotidos lo cual indica la posible 

existencia y participación de un fotoreceptor diferen,;e al 

fitocromo <Roscner and Zetsche, 1986). 

En cotiledones de Aiaaranthus hypocondriiicus la sin tesis de 

los polipéptidos correspondientes a las dos subunidades se 

incrementa notablemente cuando las plantas son llevadas a luz 
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<Berry et al. 1986). Esto se da en un per~odo 

tiempos mayores (12 h) se observa además 

RNAm. Los niveles de los mensajes y de 

el 

las 

menor a 4 h. A 

incremento en los 

subunioades bajan 

cuando las plantas son nuevamente puesta en oscuridad. Por medio 

de DCMU <inhibidor del transporte de e-) y CCCP (desacoplante de 

la fosforilación> se observó que la falta de ATP no es la causa de 

este fenómeno <Berry et al. 1986). 

También en los cotiledones de Amaranthus se observo que en 

las primeras 4 h después de que las plántulas son pasadas de luz a 

oscuridad, las cantidades de LS y SS disminuyeron 10 y 20 veces 

más que las del resto de las proteinas. Estos cambios no 

correspondieron con los niveles de RNAm funcional para cada 

subunidad y se observó que en la osc:uridad se incrementa 

notablemente la cantidad de mensaje funcional asociado a polisomas 

pero que no se traduce, por lo cual se sugiere que durante las 

primeras horas de ausencia de luz la traducción de los mensajes de 

la LS y SS es inhibida <Berry e~ al. 1988). 

Sin embargo, parece que 

superiores a la luz no se da en 

la respuesta de 

todos los casos 

las 

de 

plantas 

la misma 

manera. Por ejemplo, en cotiledones de calabaza se observó que· la 

iniciación de la acumulación de los mensajes de la LS y SS ocurre 

2 o 3 dias despues de la siembra. coincide con la aparicion de 

RNA ribosomal cloroolástico y son fenómenos indecendientes a la 

recepción o no de luz por las plantas (Walden and Leaver, 1981). 
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II.4.- Estabilidad de la RUBISCO. 

Durante la expansión de la hoja no. 12 de plantas de arroz, 

la actividad de la RUBISCO se incrementa muy rápido y logra su 

punto más alto 10 dias después de que ésta ha alcanzado su 

superficie máxima CMakino et al. 1984a ). A medida que la hoja 

entra en senescencia se observa que la conductancia de COZ declina 

más lentamente que la actividad de RUBISCO por lo que los niveles 

de CD intracelulares se mantienen altos. z Esto indica que la 

resistencia estoma.tal aparentemente no es 1 imitan te de la 

totosintesis. La pérdida de actividad de la RUBISCO es similar a 

la desaparición de la RUBISCO y por otra parte, las propiedades 

cinéticas de la enzimas no cambian durante toda la vida de la 

hoja, lo cual les permite proponer que probablemente la RUBISCO se 

sintetiza masivamente al inicio y persiste gracias a que tiene un 

recambio peque~o CMakino et al. 1984a). 

Un estudio realizado con hojas primarias de plantulas de 

cebada mostró un comportamiento similar <Friedrich and Huffaker, 

1980). 

Otros autores han observado que los cloroplastos gradualmente 

van sufriendo modificaciones importantes lo cual podría 

incrementar las resistencias internas a la difusión del COZ y esto 

fuerte limitante en la capacidad si podría constituir una 

fotosintética de los tejidos (Wittenbach et al. 1980). 

Hasta ahora no se sabe mucno ac:erc:a de la forma como se 

degrada la RUBISCO. Sin embargo, analizando la senescencia de la 

la. hoja de plántulas de trigo se observó que la disminuc:ion en la 
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cantidad de RUBISCD se da antes de que desaparezc:an los 

c:loroplastos <Mae et al. 1984). Con estos resultados~ los autores 

sugieren la posibilidad de que la degradac:ión de la enzima pudiera 

oc:urrir dentro del mismo cloroplasto. Sin embargo, es nec:esar10 

considerar que esos experimentos no son sufic:1entes para desc:artar 

la posibilidad de que la RUBISCO pudiera salir de los c:loroolastos 

y ser degradada en otro lugar. 

El esclarecimiento de éste punto es de vital importancia 

tanto académic:a c:omo prác:tica. Al respecto, cabe mencionar un 

estudio en hojas de arroz en donde se encontró que la cantidad de 

RUBISCO sintetizada estaba en relación directa can la c:antidad de 

N de que la planta disponia. A medida que la hoja enveJec:ió la 

RUBISCO disminuyo por lo que se sugiere que dada la abundanc:ia de 

la RUBISCO en la célula y la forma de sus relac:iones c:on el N 

ambiental, ésta enzima podría constituir un almac:én importante de 

N orgánico que la planta podria reutilizar <Makino e~ al. 1984b). 

Se han realizado diversos estudios utilizando diferentes 

modelos experimentales c:on el propcsito de encontrar una 

exolic:aci6n a la forma como ocurre la degradac:ion de la RUBISCO. 

En las hojas de cebada sometidas a envejecimiento (c:ortadas), 

se observó que se incrementa la actividad de dos endopeotidasas 

loc:alizadas en la vacuola y que aparentemente se presentan otro 

tipo de oroteasas cuya loc:alizac:ión en la célula no fue prec:isada, 

pero aue al igual Que las de la vacuo la. son altamente activas 

sobre azocasina y RUBISCO purificada <Millar and Huffaker, 

1985). Estos resultados sugieren que algunas de es~as nuevas 

'' 
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proteasas podrlan estar localizadas en el interior de los 

cloroplastos. Sin embarºº' no se pudo descartar la posibilidad de 

que la degradación de los mismos y de sus componentes se llevara a 

cabo con la participación de las enzimas vacuolares. 

En l§ls mazorcas tiernas de maiz se aislaron 4 aminopeptidasas 

y una endopeptidasa de pesos moleculares de 92, 86.5, 83, 61 y 67 

Kd respectivamente. Las aminopeptidasas fueron fw.eri::emente 

inhibidas por Zn 2 +, Cu2
+. Hg 2

+ y p-mercuriobenzoato en tanto que 

la endopeptidasa lo fue solamente por p-merc:uriobenzoato, pero la 

localización de todas ellas tampoco fué establecida <Vodkin and 

Sc:andalios 9 1980). 

Aislando cloroplastos intactos de chicharo y usando sustratos 

artificiales se demostro que en el estroma exis-Cen tres 

aminopeptidasas con pesos moleculares de 269, 84 y 42 Kd 

t'•espectivamente. A diferencia de las de va.cuela, éstas tienen un 

pH óptimo mayor de 7.0 y son innibidas por DTT, lo cual hace 

pensar que son mas activas durante la noche. Sus caracter!.sticas 

son muy similares en diferentes et:apas del desarrollo de las 

plantas, lo cual hace suponer que su Tune ion fis1ol6gica no se 

restringe a la etapa de senescencia. Con el ensayo utilizado no se 

encontraron carbo:<ipeptidasas (Liu and JagenoorT, 1986). 

Tambien en cloroplastos aislados de plantulas de cebada se 

identificaron tres aminooeptidasas de pe:as moleculares de 66.7, 

56.5 y 54.6 t(d distribuidas en prooorciones mas o menos iguales en 

el est:roma y en los tilaco1des. Las enzimas resultaron sensibles a 

inhibidores de tipo sulfhidr1lo. La actividad de las mismas 
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disminuyó con la senescencia de las hojas·, pero no desaparecieron 

ni se observaron formas nuevas y con polipéptidos artificiales 

demostraron ser selectivas para cierto tipo de aminoácidos, por lo 

cual se sugiere que su participación podría ·consistir en 

desestabilizar a las moléculas de RUBISCO para que después 

continue su degradación (Thayer et al. 1988). 

Al respecto, experimentos hechos en S. cereviceae consistentes 

en la expresión de la (1--galactosidasa y la unión de la ubiquitina 

al extremo amino terminal de la misma demostraron que la 

degradación de la (1-galactosidasa era m~s rápida si la ubiquitina 

se unía a Phe, Leu, Asp, Lys, Arg y Pro, razón por la cual se 

propone que en los sistemas biológicos 

aminopeptidasas podría ser fundamental, 

la existencia 

pues permitirían 

de 

la 

exposición de algunos de los residuos antes mencionados y de esa 

manera controlarían controlar la velocidad de degradación de las 

proteínas <Bachmair et al. 19Bó>. 

Sin embargo, existen experimentos que muestran que durante la 

senescencia, la degradación de la RUBISCO no es mayor o menor que 

la que sufren el resto de las proteínas. En un análisis de las 

hojas primarias de plántulas de cebada se observó que el 

porcentaje de la RUBISCO en la proteína soluble al principio es de 

60 % y que a medida que el envejecimiento avanza esta proporción 

ne solo se mantiene sino que incluso llega a aumentar hasta un 

80 Y. aunque finalmente 

and Huffaker, 1980). 

termina siendo el 52 Y. <Friedrich 

En la hoja bandera de trigo durante el llenado de los granos 
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se observó que aun cuando la proteina 

porcentaje de RUBISCO con respecto 

total 

a la 

va disminuyendo 

prote1na soluble 

mantiene casi siempre por arriba del 40 Y. <Wittenbach, 1979>. 

el 

se 

En muchas plantas y en soya en particular, se ha observado que 

los primeros sintomas de la senescencia son la declinación en la 

actividad fotosintética, clorofila y N total de la hoja asi como 

un incremento no1:able en la actividad proteolitica y que junto con 

estos cambios se observa desorientación en las lamelas de los 

cloroplastos <Wittenbach et al. 1980>. 

Sin embargo, estudios real izados en las hojas pr•imar1as de 

plántulas de cebada mostraron que la pérdida de clorofila es 

posterior a la degradación de la RUBISCO y que aparentemente la 

degradación de ambas ocurre por mecanismos distintos que 

procablemente tengan una regulación diferente (Friedrich and 

Huffaker, 1980>. 

II.5.- La RUBISCO y el mejoramiento de las plantas. 

El maiz es una planta C
4 

y éstas, 

tienen el ciclo C
3

, reali=an la 

a diferencia 

fijación del 

de las 

con 

que 

la 

participación de dos enzimas fundamentales: la fosfoenoloiruvato 

carboxilasa <PEPCasa, E.C. 4.1 .. 1.31) y la RUBISCO. En el 

funcionamiento de amcas es muy importante la comcartamental'izaci6n 

que manifiestan: la PEPCasa se localiza mayoritariamente en 

células del mesófilo en tanto que la RUBISCO lo hace 

haz vascular <Ray and Black~ 1979) .. 

La PEPCasa realiza la fijación primaria del C0
2 
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carboxilación del fosfoenolpiruvato, el malato formado pasa a las 

células de la vaina del haz vascular en donde 

El CD
2 

producido de esta manera es el que aprovecha la RUBI5CO 

para llevar a cabo el ciclo de Calvin <Ray and Black, 1979). 

Desde hace mucho tiempo se sabe que la capacidad de 

crecimiento de todos los órganos de la planta esta determinada por 

la eficiencia con que se fija el C0
2 

y la forma en 

distribuyen los productos sintetizados <Gifford and Evans, 

Diferentes grupos de investigadores han abordado el 

desde varios puntos de vista. Asi, Christensen y col. 

que se 

1983). 

problema 

(1981>, 

mostraron que el reparto de los productos de la fotosintesis es un 

fenómeno muy complejo y observaron que en maiz cuando la mazorca 

se quita tres dias después de que fue polinizada, disminuye 

notablemente la vida de las hojas; su metabolismo tambien se 

modifica pues aumenta la cantidad de azucares y baja la de 

ccmouestos nitrogenados. 

En un sistema similar, Crafts-Brandner y Poneleit !19B7bl 

encontraron que al quitar la mazorca, ademas de los cambios 

mencionados, se observa que la actividad fotosintotica disminuye 

considerablemente como resultado de la perdida de actividad tanto 

de la RUBISCO como de la PEPCasa, sienao ésta última la que 

resulta mas afectada. Los mismos autores seRalan que estos cambios 

son independientes oe la concentración in'Cerna oe ca 
2 

na cual 

cambia muy poco>, por l:o que sugieren oue la PEPCasa podr!.a tener 

un papel regulador muy importante y participar de alguna manera en 

el reconocimiento de las sef1.ales que podria enviar el organo Que 
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recibe los productos. 

La importancia de la fotosintesis en la producción y el hecho 

de que en las olantas e ocurra con 
4 

la participación de dos 

enzimas, ha motivado a muchos investigadores a pt"eguntat"Se cual de 

ellas es la mas importante. 

Usuda (1984) encontró que en plántulas de mal;:? la tasa 

fotos1ntetica está estrechamente relacionada con la actividad de 

la RUBISCO, lo cual sugiere que la regulación de ésta enzima puede 

cons~ituir un paso c:r1t1c:o en la magnitud de la fotosintesis 

realizada. Ademas seftala que otros autores no han encontrado esa 

correlación, probablemente como resultado de no considerat" 

adecuadamente la c:aoacidad fotosintetic:a de cada uno de los 

tejidos que fornan a la planta. 

Crafts-Brandner y Poneleit <1987a), anal izando el 

comportamiento de la actividad fotosintética en diferentes 

poblaciones de maíz durante el periodo de llenado del grano, 

encontraron oue la actividad de la RUBISCD estuvo fuertemente 

correlacionada con el consumo de CD en tanto que la actividad de 
z 

la PEF'Casa mosliro una actividad siemct"e alta y sin relacion 

a.carente con el consumo de C0
2

, por lo cual proponen que en esta 

etapa del desarrollo de las plantas de mai;: tamoien es la RUBISCD 

y no la PE?Casa la que·lim1ta la fijacion de C0
2

• 

De igual forma, anali=ando el per~ooo de llenado del grano, 

en nuesliro lacoratorio (Loza-Tavera et al. 1987) se encentro que 

en esa e'Capa, la actividad de la RUBISCO se incrementa 

notablemente, siendo los cambios mayores en las poolaciones oue 
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fueron seleccionadas genéticamente para aumentar su rendimiento de 

grano. Por su parte, la actividad de la PEPCasa no presentó 

mayores cambios y tampoco fueron evidentes grandes 

entre las poblaciones analizadas. 

diferencias 

Los resultados de este último trabajo hacen pensar que los 

avances logrados con la selección para mayor rendimiento de grano 

a que se sometieron las plantas~ han sido posibles gracias a 

Que se modificaron aspectos importantes en la cantidad y/o 

regulación de la RUBISCO. 

Sin embargo las relaciones entre la actividad de la RUBISCO y 

el rendimiento de grano de los cultivos a pesar de haberse 

estudiado con ciet"to detalle en diferentes especies son ambiguas, 

ello tal vez se deba a la complejidad del fencmeno y a aue 

probablemente no se han utilizado los madelos experimentales más 

adecuados <Zelitch, 1982). 
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III.- PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA. 

En los antecedentes se ha Mee.no énfasis sobre el papel tan 

importante de la RUBlSCO en todos los seres vivos que realizan 

fotosintes1s y es palpable la necesidad de entender meJor la 

regulación de su actividad, pues de ello poor1.an derivat .. se 

contribuciones a la solución de importantes problemas agric:olas 

relacionados con la producción. 

Con base en lo anterior, el present:e trabajo se estructura 

buscando dar respuestas a dos cuestiones fundamentales: 

1.- Bioouimicamente: j De ~ue manera se regula la actividad de 

la RUBISCO en ma1z·7 y dcómo se afecta la regulación por el 

estado fisiológico de los tejidos analizados? 

2.-¿Qué posibilidades existen de oue a traves del estudio de 

la regulación de la actividad de la RUBISCO se puedan 

obtener criterios que pudieran emplearse en los trabajos 

oe mejoramiento genetico·? 

IV.- OBJETIVOS. 

Soore el particular se hace la aclara.e.ion oe que é5te "t"raoaJo 

forma par~e de las actividades oue se realizan den-ero de un 

proyecto interoisciplinario que tiene como objetivo fundamental 

enolicar bioouimic.ameni:;e las carac.ter.:.sticas oe las plan'Cas ce 
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ma1z aue se distinguen por sus altos rendimientos de grano. 

Como una c:onsec:uenc:ia de lo anterior~ se tienen considerados 

otros objetivos no menos importantes c:omo es el anal izar las 

posibilidades de obtener criterios bioauimic:os oue pueoan ser 

propuestos para ser utilizaoos en los programas de mejoramieni::;o 

de ésta y otras esoec:ies. 

Con base en lo anterior, pat~a esi::;e trabajo se plani::;earon los 

siguieni::;es objetivos particulares: 

1 Analizar si el incremento en la actividad de la RUBISCD 

que se ha reportado durante el periodo de llenado de los 

granos en maiz está determinado por incrementos en la 

cantidad de la enzima respectiva. 

2 Observar si el fenomeno reportado en p !antas aoul tas es 

característico de ese. etapa, o 51 es algo que se 

manifiesta en otras ei::;apas fisiológicas de la plani::;a • 

3 E~:plorar las posibilidaoes de oue e~:istan diferencias 

significativas en la regulacion de la actividad de 

la HUBISCO en variedades con rendimientos ce grano 

c:ontrastani::;es. 

4 Analizar las posibilidaoes de oue los oue 

muesi::;ren esas prooables diferencias entre poclac:1ones 

sean recomendados como criterios de selecc:icn de 

nLlevos ma'teriales con mayor nivel oe reno1m1ento. 
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V.- DISEFIO EXPERIMENTAL. 

Con el fin de juzgar la validez de los planteamientos 

anteriores y para cumplir con los objetivos planteados con base en 

ellos, los experimentos se hicieron usando dos modelos biolCgic:os: 

1 El desarrollo de una hoja en plántulas de maiz. 

Este periodo se caracteriza 

vegetativo muy activo y necesario 

logre su establecimiento. 

por un crec:im1ento 

para que la planta 

2 El período de llenado de los granos de la mazorca. 

Por información en la literatura (Ta.na.ka and Yamaguchi, 

1972> en donde se analizó la contribución relai;1va de 

las difrentes hojas al rendimiento de grano y por 

investigaciones realizadas por nuestt"O gruoo 

<Lcza-Tavera et al. 1987) se decidió que 

inmediatamente superior a la mazorca es la más 

la hoja 

indicada 

para estudiar los camoios que pudiera 

regula.cien de la actividad de 

periodo de llenado del grano. 

la RUBISCO 

sufrir la 

aurante el 

En los dos casas se usaren dos tipos de poblaciones oe ma1z 

oe la varieaad Zac:atec:as 58: meJoraaas y la ORIGINAL. Las or1meras 
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provienen de la población ORIGINAL de la cual fueron seleccionadas 

por mayor rendimiento de grano, a través de 13 y 18 ciclos de 

selección masa! estt"atificada y qLte amablemente fueron 

proporcionadas por el Dr. Jase Melina Galán del Centro de Genetica 

del Colegio de Posgraduados, Mon-cecillos., Edo. de 11ex1co. 

La raz6n de utilizar éstos materiales es que se dispone tanto 

de la población ORIGINAL como de las poblaciones que han sido 

derivadas de los diferentes ciclos de selección y entre las cuales 

e>:isten diferencias significativas en el rendimiento de grano Len 

este programa de mejoramiento los incrementos en el rendimiento se 

han sostenido en 3.9 % /ciclo <Loza-Tavera e~ al. 1987)J. 

Esto hace que el conjunto de materiales sea idóneo para 

investigar si la regulación de la actividad de la RUBISCO está 

involucrada con la mayor cacacidad de rendimien"t;o que se observa 

en las poblaciones que han sido mejoradas y al mismo tiempo., daao 

que permiten estudiar las modificaciones que van sufriendo las 

poblaciones a medida que van siendo mejoradas., pueden establecerse 

correlaciones entre tales cambios y el rendimiento de grano, es 

decir, se puede explorar la posibilidad de obtener nuevos 

criterios para seleccionar plantas c:on mayor caoacidad de 

rendimiento. 
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VI.- MATERIALES Y METODOS. 

VI.1.- MATERIAL BIOLOGICO. 

En éste estudio se utilizaron plantas de ma1z de la 

variedad Zacatecas 58 ORIGINAL y de poblaciones derivadas de la 

mismas btenidas después de 13 y 18 ciclos de selección masal para 

rendimiento de grano <SM-13 y 511-18 respectiv:amente). Se usaron 

plantas en dos etapas de desarrollo: plantas adultas y plántulas. 

En el caso deplantas adultas, los materiales fueron sembrados 

por el Dr. José Melina Galán en los terrenos del Colegio de 

Posgraduados en Montecillos, Edo. de México bajo condiciones de 

riego. 

Para los análisis de plán-culas, éstas se obtubieron en 

invernadero y se tomaron diferentes etaoas del desarrollo de la 

segunda hoja <cuadro 1>. 

VI.2 - MUESTREOS. 

VI.2.1.- PLANTAS ADULTAS. 

Para el análisis de las plantas adultas se hicieron 

muestreos semanales de la hoja inmediatamen'Ce suoer1or a la 

mazorca en siete plantas tomadas al azar durante el periodo de 

llenado del grano el cual se consideró como el comorendido 

desde el momento en que hubo floración masculina en el 50 i: de la 

poblac1on has'ta que los granos ce la mazorca alcanzaron la madurez 

fisiologica (dicho periodo tuvo una curacicn aoro}:imada de 5(1 

dias). 
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Primeramente las hojas se pesaron, se lavaron c:on 

detergente y se enjuagaron con abundante agua destilada. 

Después se les cortaron los extremos y la nervadura c:entral. 

Hecho lo anterior~ se combinaron las siete hojas y buscando que 

quedaran igualmente representadas se hicieron paquetes de 5 g los 

c:uales se guardaron en N liquido. Los 

triplicado en estas muestras. 

vr.2.2.- PLANTULAS. 

análisis se hicieron por 

En el caso de plántulas, el análisis se limitó a diferentes 

edades fisiológicas 

<cuadro 1). 

en el desarrollo de la segunda hoja 

Para esto a las hojas seleccionadas se les corto la vaina y 

de manera individual a c:ada hoja se le hicieron las 

determinac:iones que se recortan. Las determinaciones se reoitieron 

entre 8 y 10 veces. 

VI.2.3.- DETERMINACION DE PESO SECO. 

Las muestras se pusieran en calor seco a 60°C hasta que el 

peso ae las mismas se mantuvo constante. 

VI. 2. 4. - DETEF.11 I NAC ION DE CLOROFILA. 

Se hizo a partir de Q.5 g de hojas, los cuales se 

homo9eneizaron c:on 7 ml de acet;ona al 80 '·. Las lec:i:uras se 

hicierón en un esoec:t;roTotometro Pye Unicam SP6-550 segun lo 

report;aoo por Bruinsma (1963). 
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CUADRO 1 

EDADES FlSIOLOGICAS SELECCIONADAS PARA EL 
ANALISIS DE LA SGUNDA HOJA EN PLANTULAS DE 11AIZ DE 

LAS VARIEDADES ZACATECAS 58 ORIGINAL Y SM-18. 

ETAPA DESCRIPCION 

LA S:EOUND'°" HOJA APENAS ES '."ISIBLE EN TANTO 

LA HOJA COTILEOONAR PER?-fANECE ENRROLL.ADA Y 

NO SE LE DISTINOUE LA LIOULA. 

LA SEOUNDA HOJA CONTINUA ENRROLLADA. 
LA LAMINA FOLXAR DE LA HOJA COTILEDO N AR SE 

EXTENDIDO Y SU LIOULA ES VISIBLE PERO AUN 

SE EXPONE. 

QUE 

AUN 

HA 

NO 

LA SEOUNDA HOJA Et.fPIEZA A DESENRROLLARSE. LA 

PRI?\fERA TIENE LA LI.OUL..\. BIEN EXPUESTA Y SE 

OISTI!'fOUE UNA PEOUEf-l.~ PARTE DE LA LA!t.IXNA DE LA 

TERCER HOJA. 

LA SECUNDA HOJA NO 

COMPL.ET At.IENTE, TIENE UN 

DE LA HOJA COTILEDONAR 

LA TERCER HOJA YA ES 

PERt.IANECE ENRROLLADA. 

DESENRROLLADO SE HA 

TAt.tAFJO CASI IOUAL AL 

CLARAMENTE VXSIBLE PERO 

TANTO LA PRlt.tERA COMO LA SECUNDA HOJAS TIENEN 

LA LIOULA EXPUESTA, SON VISIBLES LAS LAMINAS 

DE LA TERCERA Y CUARTA HOJAS. 

EN ESTE :.IOMENTO LA SEOUNDA HOJA HA 

SU TAMAf'lo :.IAXIMO Y DEJ..\. DE CRECER. 

3 DIAS DESPUES DE QUE LA 

ALCANZADO SU TA:.IAf'IO :.IAXIMO. 

5 DIAS DESPUES DE 

ALCANZADO SU TA:.tAFfO 
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VI.2.5.-DETERMINACION DE PROTEINAS. 

La medición de éstas se hizo en el extracto de las hojas, 

para 10 cual se tomaron alicuotas de 15t) µl que se precioitaron 

con TCA al 72 i'. a t)°C por 3t) min ... se centri. fugo a 251)0 g por 15 

min. y el precipitado se resuspendi6 en agua y se a.Justo el pH a 

8.0. La determinación final se hizo siguiendo el metodo de 

Peterson (1977), la absorbanc:ia se ley6 en un esoec:trofotometro 

Pye Unicam SP6-550. Con albúmina de bovino se elaboró 

patron de O a 50C) µg .. 

una curva 

vr.2.6.- PURIFICACION DE RUBISCO DE ESPINACA. 

Se siguió el método de Wishnick and Lane <1971) 

hicieron algunas modificac1ones. Todos los pasos 

cabo a oºc. 

se 

al cual se 

llevaron a 

Se homogenei:aron 40 9 de hojas de esoinaca sin nervadura con 

50 ml de amortiguador Tris-HCl 25 mM con pH 7.5 

Se filtró con 4 capas de gasa y se cen-cifugO 30 min a 10,0009 

(centr~fuga Beckman J2-21 rotor JA-2íJ). Al sobrenadan te se le 

agrego sulfato ce amonio has-ca alcanzar una concen-craci6n de 35 'l. 

y se centrifugo otros 15 min a 10,000g. Al sobrenadan te se le 

a~adió mas sulfato de amonio has-ca que la concentracicn final fue 

55 'l. y se volvió a centrifugar 15 m1n a 10,1)<)0g. 

El precioitado se resusoenoio en un volumen m1nimo de Tris-HCl 

25 mM, EDTA O. 1 mM. ~(Cl O. 1 M y oH 7. 5. 

El nuevo ex.tracto se pasó por una columna de Sepnaaex G-lOO 

de la que se eluyó con el amor-c1guaoor usaoo o.s.ra la 
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resuspensi6n que se hizo después de la precipitacién 

de amonio al 55 'l. .. 

c:on 

La prote1na se siguió por· su absorbancia a 280 nm 

sulfato 

y las 

fracciones oue contenían el primer gran pico de proteína se 

reunieron y se dializaron contra un amortiguador compuesto de 

Tris-HCl 25 mM, EDTA 0 .. 1 mM y pH de 7.5 

El dializado se pasó por una columna de DEAE-celulosa y se 

lavó exaustivamente con el amortiguador de dialisis. La muestra se 

eluyó con un gradiente de NaCl de O a O .. 5 M .. La prote1na se si9u16 

por su absorcancia a 280 nm y las fracciones que contenian el pie.o 

de proteina se reunieron y se precipitaron con sulfato de amonio 

al 55 %.. El prec:ip i tado se recuperó centrifugando 30 min a 10, OOOg 

y se resuspendió en un volumen m1nimo de amortiguador de dialisis .. 

El siguiente paso consistio en dializar contra el mismo 

amortiguador para quitar el exceso de sales. 

El dializado se pasó por una columna de DEAE-Sephadex A-50, 

de donde se eluyó con un gradiente de NaCl de o a 0 .. 5 M, la 

proteina se recuperó de la misma manera como se menciono antes .. 

La proteína obtenida de esi:;e •.llt1mo paso al ser anali=ada por 

electroforesis en geles de acrilam1da nativos y desnaturalizantes 

con SDS mostro las bandas esoeradas de una muest:ra pura de RUBISCO 

con pesos moleculares aue son muy semejantes a los 

la li'Ceratura lWishn1ck and ~ane, 1971). 

reportaaos en 

VI.2.7.- OBTENCIDN DE ANTICUERPOS CONTRA RUBISCO. 

Con la RUBISCO ae espinaca pur1f icaca por el 

ciesc:r1"Co, se inocularon coneJos ae un mes ce ecad. La 
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inyec:tada se obtuvo mezc:lanco partes iguales de la solución 

proteica c:on el adyuvante c:ompleto de Freund. El esouema utilizado 

es el que a c:ontinuac:ión se presenta, mismo que fué utilizado por 

Yá~ez-Estrada <1982> para la ootenc:ión de antic:uerpos c:ontra la 

deshidrogenasa glutámic:a. 
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Esquema utilizado para la obtenci6n de anticuerpos contra 

RUBISCO. 

mezcla 
anti geno-adyuvante 

di as volúmen anti geno 

µg 

via 

o 
B 

36 
43 
51 
59 
70 

76 

86 
97 

104 

105 

ml 

0.4 
0.4 
1.0 
1. o 
1. 5 
1.0 
1. 5 

sangrado 

1. 5 
2.0 

sangrado 

punción 

de 

de 

100 
100 
250 
250 
3t)0 
600 

131)0 

131)0 
1500 

caroiaca 

prueca 

.. prueo_a 

cojinetes plantares 
subcutanea dorsal .. .. 

.. .. 
" 

subcutanea abdominal 

subcutanea aooom1nal 
" .. 

La sangre obtenida se dejó coagular y se incubo 1 h a 37?C. 

Después se centrifugó 10 min a 40t)0Q a 4':)C. 

El ti tu lo de los anticueroos se ob~uvo determLnanoo la 
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c:aoac:idad del suero para formar precipitados con la ma.xima 

dilución del antígeno. Para este propósito se preoaro una soluc:icn 

de RUBISCO al 1 % y el titulo obtenido fué de 1:16000. El suero 

ootenido se dividió en al~cuotas y se almacene a -70eC. Desoues ~e 

usó para la determinacion de RUBISCO por inmunoelec:troforesis. 

VI.2.8.- INMUNDELECTROFORESIS CLaurell, 1972>. 

Soluciones emoleadas: 

Amortiguador para geles: Tris-HCl 15 mM, glicina 7.5 mM y pH 

9.t) 

Amortiguador de corrida: Tris-HCl 30 mM, glicina 15 mM a pH 

de 9.0 

Solución para teftir: Azul de comassie 0.1 %, alcohol 

30 %, ácido acetico 10 'l.. 

etilico 

Solucicn para desteRir: Alcohol etilico 30 'l. y ácido acético 

10 'l. 

Solución conservadora: Acido acético 5 % 

Proceoim1ento. 

con 

Para elaborar las placas se preparan 14 ml de una 

1 'l. ce agarosa y se pone en bai'io maría.a 90°C hasta 

solucion 

que se 

funda. Se toman 2 ml, se distribuyen sobre toda 

deja secar. 

la placa y se 

El res-co de la solucicn se deJa enfriar h·asta so-=c y en-conc:es 

se agregan 151.) µl de la solución ce antic:ueroos evitan o o que se 
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formen burbujas e inmeoiatamente se pene sobre la primera c:aoa. 

debe tenerse espeC:l.al C:Ltidadc en que la aistribuc:ion sea uni.fcrme .. 

Una vez que esta última ha solidific:aao, se 

humeda y se ceja enfriar a 4°C. 

con e en una e.amara 

Finalmente se hacen los ot .. tfic:ios par·a las muest:ras, se ponen 

éstas <1? µl) y sobre ellas se colocan 5 µl ce oe una soluc:ién de 

azul de bromofenol al 0.1 % que se usa c:omo indicador ce la corrida. 

Las placas se colocan en el eou100 (L}:~B '.:.117 MultipMor) y el 

circuito se cierra est:ableciendo un puent:e con papel filtro. 

La corrida se hace a 1oºc .. con volta.ie constante a 10 V 

y en esas condiciones tarea 

extremo opuesto. 

aoro~:imadamente 8h en alcan:::.ar 

-· cm 

el 

Oesoues de esto, las placas se humecec:en con agua, se cubren 

con una capa de paoel· filtro h'..!meoo y 5 secas. se coloca una placa 

de vidrio sobre el los y se orensan con alg•...?n objeto oue pese 

aoroximadamente 1 kg. La presion se recite 3 veces a intervalos de 

2 a 3 m1n. 

Posteriormente las olacas se lavan con una soluc:ién 

O .. 1 M en la que permanecen 15 min y oespues se prensan .. El 

con NaCl y el orensado pos"t:erior se reciten una vez mas. 

Para teñir las ola.c:as se colocan en la solucicn 

Comassie duran't:e 5 m1n. 

de 

ce NaCl 

lavado 

azul ce 

Finalmen;;:e. las clac:as se lavan con a.Qua c:orrience cor 2 o .;:.. 

min y aesoues se ponen en 

permanecen por 4 o 5 h. 

En es"Cas condic:iones 

la. solucicn 

el me todo 
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cantioad·de prote.ina-RUBISCO en soiuc:iones ~~e co~tenian de O a 1 

mg de pro"Ceina-RUBISCO/ml. 

VI.2.9.- MEDICION DE LA ACTIVIDAD DE LA RUBISCO <Pike. 1987). 

Las hojas de plántulas (o del material al QLte se 

medi·t:. la ac:-cividad), se pesaron y se -como una parte 

determinaci6n de clorofila. El reste se homogeni:;::6 en un 

frie con 1 ml de amortiguador de e>;tracción compuesto por 

le va. a 

para la 

mot"tero 

Na EDTA 
2 

1).25 ml1, OTT 5 mM, ascorbato de sodio o. 1 M, ácido 

· dietiltioc:arbámic:o 0.35 mM, HEF·ES 100 mM y pH de 7.8. 

El extracto se microTugó 5 min <Micrcfuga Beckman Bl y el 

sobrenadante se use para hacer las determinaciones de actividad, 

pro~eina soluole y proteína-RUBISCO. 

El ensaye se llevó a cabo en viales de cristal que 

normalmente se usan para contar liouido de c:en-celleo a los cue se 

les agregaron 50 µl de amortiguador de ensayo (comouesto de DTT 

5mM, MgC1
2 

20 mM, HEF'ES 

ribulosa-1, 5-bi fosfato 20 ml1, 

espec:.!. Ti.ca oe 1). l µCi ,1-1mola -s. 

enzimatic:o. 

10<) mM y pH 8. 2)' 

5 µl de NaH 14co 0.5 M • 
<Amershami y 5 µl 

5 µl de 

c:on actividad 

del e:{ tracto 

En casi todos les experimentos se hizo una activación previa 

de la RUBISCO; para ello el extracto se mezclo con 

concentrada ce MaCl y - z NaHCO hasta • alcanzar una 

una solución 

concentracion 

final de 10 ml1 y 15 mr·t resoec-civamente y se incubé a 30::-C por 9.5 

m1n. y con esta preoarac1on enzima.tic.a se orocedió a hacer la 

medición de la actividad. 
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En algunos e:-:per1mentos no se realizó esi;a act1vac1én; 

estos casos las concentraciones finales de 11gC1
2 

y NaHCD • 
mantubieron y solamente se SLtpr1mi6 el tiemoo de activación. 

Para hacer el ensayo., en los viales se pusieron todos 

componentes., se incubaron a 30~C por 2 min. e inmediatamente 

inició la r-eacc1ón agr-egando el e:<tracto enzimd.tico. 

en 

se 

los 

se 

Para cada extracto se hicieron cuatro puntos: O, 20, 40 y 60 

seg. al término de los cuales la reacci6n se paro agrei;aando 100 µl 

de una solución de HCl 3 N en metanol. 

El siguiente paso fue evaporar las muestt"'as en baiío mar l. a 

para aui'Car el C0
2 

radioactivo que 

r-eacción. 

no iué incoroorado por la 

El prec:icitado se resuspendi6 en 75 µl de agua y se mezclo 

con 7 ml de liquido de Bray. 

Para cuantificar la cantidad de radioac~ividad incorporada 

las muestras se deJaron reposar en oscuridad al menos 2 h y se 

anal izaron en un contador de cen~el leo. MINAX I p. SERIE 

4000). 

VI.2.10.- LIQUIDO DE BRAY CBray, 1960). 

Este se pr-eparo de la siguiente manera PPO 2g, 

naftaleno 30 g., e'Cilenglicol 10 ml., metano! 50 ml y se 

dio:<ano a 50') ml. 

POPOP O.lg., 

afore con 

Se agite has-ca oue de Ja.ron ce ocservarse cristales y sa 

guar'c:io a temoeratura ambiente orocegido de la luz. 
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VI.2.11.- Analisis es~adistico. 

Los resultados presentados en el caso de plantulas son 

oromedios de 8 a 10 reoeticiones independientes y de 3 para el de 

plantas adultas, en las gráficas cada punto 

desviación estándar obtenida. 

se presenta con la 

Por otra parte, los promedios se compararon mediante la 

prueba de t \Snedecor and Cochran, 1980) y cuando las diferencias 

entre el las fueron mayores a las calculadas c:on una p=c). 05 se les 

menciona como signif ic:ativas, en tanto que s1 fueron mayores a las 

obtenidas con p=').01 se les refiere como altamente significativas. 
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VII.- RESULTADOS. 

Los resultados obtenidos se desglo::::an en los siguientes 

puntos y al mismo tiempo se seRalan las poblaciones usaoas en caca 

caso: 

VII.1.-··p1ántulas <poblaciones ORIGINAL y SM-18). 

VII.2.- Plantas adultas Cpoolaciones ORIGINAL y SM-18). 

VII.3.- Análisis de la actividad de la RUBISCO. 

VII.3.1.- Etec"t;o del 

511-18). 

tiempo de activacion <poblacion 

VII.3.2.- EHperimentos cru::ados (.poolacién SM-18). 

VII.4.- Efecto amoien"t;al 

ORIGINAL y SM-13). 

en plantas adultas 

Y a continuaciCn se presentan con deealle: 

VII.1.- PLANTULAS. 

(.Poblaciones 

El c:recimieneo de la segunaa hoja en las poblaciones ORIGINAL 

y SM-18. se siguic mioiendo aiferen"t;es par·~me"Cros. 

En las figuras 1 y 2 se presentan las tendencias oue en las 

etapas selec:c:ionacas para est;e es"tudio mas-eraren les valeres oe 

oese fresco <P.F.) y peso sec:e \P.3.) por noJa resoec:tivamen'te. 

Como ouede verse en las Qrafic:as! el 

experimen"Cando las nejas se refleJa en el 

variables .. 
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En ellas se ve aue las hojas -de la poblacion SM-18 

pesadas que las de la poblaci6n ORIGINAL, la cUal al 

una ca1da que no se observa en la población meJorada. 

final 

mas 

tiene 

Tambien puede apreciarse que en el P.F./hoJa (fig. 1> en casi 

todas las etapas hay diferencias altamen~e significa~ivas entre 

las dos poblaciones y que la significancia desaparece si estas se 

comparan por su P.S./hoja (fig. 2>. 

La caida que al final C1Ue para las dos variabl.es mues~ra la 

poblacion ORIGINAL tiene su orioen en la pérdida de materia seca 

(fig. Z> y puede haberse ocasionado por una traslocacicn muy 

activa o por un fenómeno de 

las 

descompensaci6n metabolica 

en el cual, al ser mayores necesidades metabólicas que 

la capacidad del tejido para sintetizar nuevos ma~eriales,. 

pudo tener lugar la degradac·ion de ma'teria acumulad.a con 

las aterioridad. Dado que todos los me~er1ales se crecieron en 

mismas condiciones. las diferencias tan claras que se observan 

entre las poblaciones ORIGINAL y SM-16, puece ser un inelicadot"' de 

aspectos que las pueoen distinguir, 

desafor~unadamente,. las caracteristicas del estudio 

perm1'ten hacer mayores consideraciones al respecto. 

Por otra parte. en la "figura 3 se presenta ei 

de la relacicn P .. S./P.F., la cual es una medida de 

pero que 

reali=aoo no 

comoortamiento 

la prooorciCn 

del P.F .. que es P.S. y como pueoe verse. no hay cambios bruscos, 

pero se ooserva que la pobl.ación ORIGINAL tiene siemore valores 

mas altos, algunos de ellos·estadísticamen'te diferentes a los oe la 

poolacicn 511-18~ lo cual indica aue la poolacicn 511-18 'tienoe a 
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tener menos materia seca por un1cad de i::ejido que la present:e. en 

la población ORIGINAL. Est:o pueoe deberse a que por alguna razón, 

la población Sl1-18 tiene un mayor contenido de agua, pero t:amoien 

puede deberse a diferencias en la caoacidad de traslocacicn, la 

cual si Tuera suoerior en la poblacicn 511-18, podria explicar las 

diferencias oue con respecto a la ooblacicn ORIGINAL 

en la producción de materia seca. 

se observan 

En la figura 4 se muestra la cantidad de clorofila/g P.F. y 

en este · caso, las diferencias entre poblac:.iones no son 

significativas~ es decir, en ambos casos el contenido de clorofila 

se incrementa en la misma prooorc1ón a medida que se desarrollan 

las hojas. La caída que se observa al final, sin tener significado 

estadistico, reTleja les deterioros que empiezan a 

hojas por envejecimien'Co. 

sufrir las 

La figura 5 presenta la c:ant:idad total de proteina/g P.F. y 

como puede verse, este valor sigue una -cendencia 

desarrollo de la hoja. Esto in~ica que durante el 

de las hojas la acumulación de agua y de otros 

(fotosintatos. clorofila, etc.) es más rápida que 

de proteina. 

la 

inversa al 

crec:imieto 

materiales 

acumu l ac i én 

La figura 6 muestra la cantidad de prote~na-RUBISCO/g P.F., 

se observa un comoortamient:o muy parecido en las dos oob l ac i enes 

hasta la Sa. etapa del desarrolle oe la hoJa y basicament:e es de 

cons-cante increment:o. A partir de all!, empieza una disminuc:icn de 

la RUBISCO en Terma lent:a pero notable. 

Es importante señalar aue salvo en la et:ao a las 
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diferencias entre las dos poblaciones no son signiTicativas. Sin 

embargo, se observa que en las tres Ultimas etapas, ex is te una 

tendencia en la que la población ORIGINAL muestra valores mayores 

que los de la población mejorada. 

El peso de las hojas considerablemente mayor en la población 

SM-18 y la cantidad de RUBISCO (figs. 1 y 6>, hacen pensar que las 

plantas de esta última p·ooblaci6n son más eTicientes dado que 

aparentemente necesitan una cantidad de proteina-RUBISCO por 

unidad de tejido menor que la que muestra la población ORIGINAL. 

En la figura 7 aparece el comportamiento de la 'fracción 

proteina-RUBISCO/proteina soluble durante el desarrollo de la 

hoja. Como puede verse, es claro el aumento de esta relación 

conforme las hojas incrementan su peso. Sin embargo, salvo en la 

etapa 6, las di-ferencias entre las dos poblaciones no son 

estadísticamente significativas. 

Es importante resaltar que a medida que las hojas s 

desarrollan, la composiciOn de la proteina total presente su-fr 

cambios cualitativos muy importantes. En este caso, 

que el 'l. de proteína-RUBISCO en la composición de 

total se incrementó y durante el tiempo de vida de 

del 5 al 50 %. 

la 

puede vers 

la proteín 

hoja paSl 

Las -figuras a, 9 y 10 muestran la actividad de la enzim 

expresada en µmolas de ca min-~, fijadas por: g 
2 

de P.F., mg d 

proteína y mg de proteína-RUBISCD respectivamente. 

de tejido no 

En la figura B se ve que la actividad de la enzima por unidad 

entre l Is muestra diferencias significativas 
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poblaciones,, pero es claro que en los dos casos la actividad se 

incrementa; esto era de espet"'arse,, pues ya en las figut"'as 6 y 7 se 

habian mostrado los aumentos tan notables que en terminas 

absolutos y relativos tiene la cantidad de proteina-RUBISCO. Sin 

embargo, cuando se compara esta figura con la No. 6 en donde a su 

vez,, se presenta la cantidad de proteina-RUBISCO/g 

verse que la enzima deja de acumularse en la 5a. etapa, 

que la actividad tiende a estabilizarse en la 4a. 

P.F. 

en 

puede 

tanto 

Esta situación da la impresión de que a partir de la 4a. 

etapa existe un exceso de proteína-RUBISCO. 

La figura 9 muestra el comportamiento de la actividad 

especifica de la enzima y se observa que ésta se 

considerablemente durante el crecimiento de las hojas, 

incrementa 

al mismo 

tiempo que se ha incrementado la proteina-RUBISCO y cambia la 

composición de la proteina total,, como se puede apreciar en las 

figuras 5 y 7. 

En la figura 10 se ve que la actividad de la enzima expresada 

por mg de proteina-RUBISCD no es constante durante las etapas 

estudiadas y es evidente que durante las primeras 5 etapas los 

cambios que se dan en las dos poblaciones son muy similares, pero 

a partir de all1,, la población mejorada supera significativamente 

a la población ORIGINAL. 

consecuencia de mayor 

condiciones que en la 

Este hecho 

estab i 1 id ad 

literatura 

en 

se 

puede 

la 

han 

interpretarse 

enzima o de 

mencionado 

como 

las 

como 

fundamentales para mantener su actividad CWittenbach et al .. 1980). 

Sin embargo, estos resultados y la gran semejanza que hasta 

54 



ahora se ha mostrado en las dos poblaciones sugieren que 

probablemente los cambios observados a lo largo del 

producidos por efectos ajenos a la en:?ima misma. 

estudio son 

La expresión de los resultados por unidad de 

comparar a las dos poblaciones. Sin embargo, los 

de esta manera ocultan la importancia de las 

tejido permite 

datos manejados 

diferencias que 

consistentemente se observaron en el peso de las hojas de las dos 

poblaciones. 

La figura 11 presenta la cantidad de prote1na-RUBISCO/hoja. 

Las diferencias entre las poblaciones no son significativas, pero 

contrario a lo que se observó en la figura 6 en donde la misma 

variable se expresó por unidad de tejido, aqui los valores de la 

población mejorada son ligeramente superiores durante todo el 

desarrollo de la hoja y no solo eso, sino que además, la población 

mejorada alcanza un poco antes el punto máximo. 

La caida posterior que ambas poblaciones sufren también es 

menos brusca en la población mejorada y eso como ya se mencionó 

antes, puede interpretarse como resultado de mayor estabilidad de 

la enzima .. 

La figura 12 muestra la actividad de la en;;:ima expresada por 

hoja y al igual que en los casos anteriores, a qui también las 

diferencias entre poblaciones no son significativas, sin embargo, 

se aprecia una tendencia de la población SM-18 de superar a los 

valores de la población ORIGINAL. En la gráfica se ve que en las 

dos poblaciones las tendencias son idénticas, 

diferencias más importantes en las etapas 6 
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valores oe la ooolacl.ón mejoraaa son altos aue los oe la 

ORIGif·JAL. Es-co podria ser una consecuencia de mayor durac::.cn en 

las condiciones que permiten el funcionamiento oe la enzima, OU2S 

como se recoroar:a. en la figura 6 se mosi:;ro aue en esas mismas 

ei:;apas la cantidad tie proi::eina-RUBISCO por 

mayor en la población ORIGINAL. 

unidad oe te.J ice es 

Es importante remarcar que a diferencia de lo mostrado en las 

graficas ó y 8, las figuras 11 y 12 muestran que gracias al mayor 

peso de las ho3as, las diferencias auno Lle oeauef!as ahora se 

establecen en favor de la ooblacion meJorada, y suponienoo una 

estrec:na. relacicn eni::re el peso y la are a foliar, lo anterior 

parece indicar oue la ooblaciCn St'1-18 tiene una relacicn funcional 

oroteina-RIUBISCO/suoerficie foliar mas eficien-ce. 

VII. 2. - F'LANTAS ADULTAS. 

En este pUn"CO se presentan los resultados oel analisis de la 

hoja inmediatamente suoet"ior a la mazorca en las 

de mai=: ORIGINAL y SM-18, durante el perieco 

grano. Antes de pasar a la oesc:rioc::icn oe los 

nacerse la siguiente aclarac:1cn: 

Los e}:oerimentos con plani:as 

ciclos agricolas, el o rimero en 

adultas 

donde 

se 

se 

ooolac1ones ORIGINAL y Si·1-1::;. res=ultó afectado 

dos 

de 

poolaciones 

l lenaao 

resultados 

nic::1eron en 

utilizaron 

del 

de!:le 

dos 

las 

por una fuer-.:e 

seou!a y aun cuanoo se hicieron ~caos los anal1sis. fue necesario 

esi::aoiecer o'tro e!'~oer1mento con las ooolac:::.ones ORIGINAL y 511-18 

ahor3. oa.Jo condic:ones me.1or c:ontrolaa.=.s en el oue por 
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como l ic:aciones diversas no fue posible realizar el primer 

muestreo. 

Para faci 1 i tar la e):posic:ión, · se ha invertido el ardan y se 

presenta primero el experimento realizado ·en conaiciones donae el 

aQua no fué limitante. 

La figura 13 muestra los valores de la relación entre F'.S. y 

P.F. obtenidos en las poblaciones ORIGINAL y SM-18. Como pueae 

observarse, la relación no manifiesta cambias importantes 

durante todos los muestreos. 

Además, no se aorec:ian diferencias siQnif icativas ent:re los 

valores de las dos poblaciones. Esto pueoe deoerse a que 

efectivamente la cantidad de agua en los tejidos permanece 

constante durante todo el periooo estuciado, lo cual puede indicar 

que el per~iodo de e;:tudio no comorenoe la e'Caoa de senescencia 

franca. Sin emoarQo, tambien cace la posibilidad de 

valores de las variables consioeradas hayan camoiaoo en 

proporción y por eso, la reiacicn se man'Cuvo .. 

En la figura 14 se presen'l:an los valores ce la 

aue los 

la misma 

clorofila 

durante el ·est:udio y pueoe ver-.= e que 1 a;; di ferenc J. as entre 

poolaciones son aoco imoortantes. Sin embargo. amoas poolaciones a 

partir del tercer mues'treo muest:ran una caida y aue para el septimo 

muest::t"eo se ha recuc::.do a la mitad la can't: id ad de .::lorofila 

inicialmente presen't:e en la hoja, lo cual si cons't:i't:uye una señal 

evident:e de caños graouales cero 

caoacidad fo'tosin'tetica. 

seQuramen'l:e imoortan't:es "n la 

En la figura 15 se muestra la c.s.nt:idao de pt"Ot:e1na :.oiuble/g 
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P.F. En este caso, la mayoria de las diferencias entre las 

poblaciones son estadisticamente significativas. Las gráficas 

seRalan que la poblaci6n mejorada tiene más proteina que la 

ORIGINAL. Sin embargo, las caracteristicas de las curvas son muy 

similares aunque la tendencia a disminuir que se observa al final 

del estudio es más fuerte en la población ORIGINAL. 

La figura 16 presenta la cantidad de proteína-RUBlSCO/g P.F. 

Se ve que durante los tres primeros muestreos hay diferencias 

importantes a favor de la población mejorada como consecuencia de 

una disminución acelerada de la cantidad de proteina-RUBISCO en la 

población ORIGINAL. En el So. muestreo las diferencias entre ellas 

son minimas y continuan en la caida en forma paralela. 

La figura 17 por su parte muestra,el comportamiento de la 

fracción proteina-RUBlSCO/prote1na soluble, el análisis de estos 

resultados indica la existencia de diferencias estadisticamente 

significativas entre poblaciones: en la población ORIGINAL los 

cambios a lo largo del estudio son mínimos, se tiene un valor de 

0.5 y solo hasta el último muestreo sube a 0.65. A su vez, en la 

población SM-18 se identifican dos niveles el primero con un valor 

promedio de 0.6, comprende los primeros 4 muestreos y a par~ir del 

So. muestreo, el valor baja a cerca de 0.4 en promedio. 

Esta aparente superioridad de la población ORIGINAL es 

consecuencia de la disminución antes mencionada de la proteina 

total de ésta población Cfíg~ 15), pues como puede verse en la 

figura 16, en los tres últimos muestreos no se observan 

diferencias significativas en la cantidad de proteina-RUBISCO por 
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gramo de P.F. entre las·dos poblaciones. 

Las figuras 18, 19 y 20 presentan la actividad enzimática de 

la RUBISCO expresada por g P.F., mg de proteína soluble y mg de 

proteina-RUBISCO respectivamente y como puede observarse, falta la 

actividad correspondiente al muestreo 7 de la población SM-18. Sin 

embargo, los valores que se presentan son suficientes para dar una 

buena idea de las caracteristicas del fenómeno analizado. 

La figura 18 muestra que la actividad de la RUBISCO/g P.F. es 

mucho mayor en la población SM-18 a lo largo de 

periodo de llenado del grano. En las dos poblaciones 

incrementos durante el inicio del periodo: en el 

casi todo el 

se observan 

caso de la 

población mejorada los aumentos son cercanos al 400 % ambos 

valores calculados 

muestreo. 

con respecto a la actividad del segundo 

Otro hecho muy importante que se observa en la gráfica es el 

relacionado con la distribuci6n de la actividad en el tiempo. La 

población SM-18 presenta el valor más alto de actividad en el 3er. 

muestreo, en tanto que la poblaci6n ORIGINAL lo hace en el 5o. 

Esto puede ser muy significativo si se consideran las condi~iones 

agrícolas del país, que se caracterizan porque las épocas con 

condiciones ambientales adecuadas para el crecimiento y desarrollo 

de las plantas son limitadas por factores como la falta de agua y 

la presencia de heladas. Estos elementos, dependiendo del momento 

en que llegaran a presentarse, podrían afectar de manera diferente 

~ a cada población. 

En la figura 19 se presenta el comportamiento de la actividad 
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de la RUBISCD/mg de proteina soluble y como puede verse, el patrón 

descrito en la figura anterior básicamente no se modifica y tal 

vez, aqui sea más fácil apreciar las diferencias que existen entre 

poblaciones en lo que se refiere a la distribución de la actividad 

en el tiempo. 

Finalmente la figura 20 muestra a la actividad de la RUBISCO 

en función de la cantidad de proteina-RUBISCO y puede verse que a 

lo largo del estudio experimenta cambios comparables a 

sufre la actividad total. 

los que 

Este punto es muy interesante pues demuestra que a pesar de 

que la cantidad de proteina-RUBISCO/g P.F. está disminuyendo 

durante el periodo de llenado del grano (fig. 16), la actividad de 

la enzima se incrementa tal vez como resultado de cambios 

endógenos que la afectan. 

En la gráfica 20 también puede apreciarse que la actividad de 

la RUBISCO en ambas poblaciones tiene dos puntos máximos, para la 

población SM-18 1 son de magnitud similar y claramente pueden verse 

en los muestreos 3 y 5, en tanto que para la poblaci6n ORIGINAL, 

aunque están menos definidos, puede observarse que se presentan en 

los muestreos 3 y 6 y.que el primero es aproximadamente 

del segundo. 

VII.3.- ANALISIS DE LA ACTIVIDAD DE LA RUBISCO. 

VII.3.1.- EFECTO DEL TIEMPO DE ACTIVACION. 

la mitad 

Para analizar la capacidad de activación de la RUBISCO por 
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ca y Mg +z in v i-tro se disef'\6 un 
z experimento que consistió 

medir la actividad de la RUBISCO con y sin el tratamiento 

en 

de 

activación con CD y Mg+z para de ésta manera obtener 
z y comparar 

la actividad debida al estado de activaci6n end6geno y la 

resultante de un estada de activación má.ximo 

artificialmente in vitro. Este tipo de experimentos se realizó 

tanto en el estadio de plantas adultas <poblaciones ORIGINAL y 

SM-18> como en el de plántulas (poblac:i6n SM-18). 

En las figuras 21, 22 y 23 se analizan los resultados de 

plantas adultas de las poblaciones ORIGINAL. Se compara la 

actividad medida con y sin el tratamiento de activación in vitro y 

se expresa como µmolas de C0
2 

min-1 fijadas por: g P .. F .. • mg de 

proteina soluble y mg de proteina-RUBISCO respectivamente. 

Lo primero que se observa es que los patrones que se obtienen 

con los tres parámetros son muy parecidos. También se observa que 

la actividad medida sin el tratamiento de activación in vitro 

supera en aproximadamente 150 7. a la que se obtuvo cuando los 

extractos fueron activados. 

Las figuras 24, 25 y 26• en el mismo orden presentan los 

resultados del análisis que se hizo en plantas adultas de la 

población SM-18. En ellas se ve que al igual que en la población 

ORIGINAL• la actividad de la enzima cuando ésta se mide sin 

recibir el tratamiento de ac:tivaci6n artificial es mayor que la 

que se tiene si éste se da. Sin embargo. en éste caso. las 

diferencias entre los dos sistemas son menores que en la poblaci6n 

ORIGINAL, atin c:uando también son estadisticamente significativas. 
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En las figuras 27, 28 y 29 con un. orden similar, muestran los 

resultados que se obtuvieron al analizar a la población SM-18 en 

la etapa de plántula. Las gráficas en todos los casos muestran un 

efecto positivo del proceso de activación in vitro. Esto es 

especialmente claro en las figuras 28 y 29 en donde se comparan 

las actividades en función de la cantidad de proteína soluble y 

enzima respectivamente y allí puede verse que hasta la etapa S no 

hay cambios significativos en los valores obtenidos con las dos 

formas de medir la actividad de la RUBISCO. En cambio, en las 

etapas b y 7 se pone de manifiesto un fuerte efecto positivo del 

tiempo de activación, que hace que las mediciones hechas de ésta 

manera superen hasta en 150 Y. a los valores obtenidos sin dicho 

tratamiento. 

Este grupo de experimentos muestra que en las plantas adultas 

z+ . la activación artificial con C0
2 

y Mg no estimula la actividad 

de la enzima sino que al contrario, los datos indican que bajo las 

condiciones en que se da~ el tratamiento resulta negativo siendo 

la población ORIGINAL la que sufre los efectos de inhibición más 

severos mientras que en plántulas al menos en las dos etapas 

finales sucede lo contrario. 

i . 
VII.3.2.- EXPERIMENTOS CRUZADOS. 

Los experimentos anteriores mostraron que en plantas adultas 

el comportamiento que exhibe la actividad de la RUBISCO podria 

estar determinado porº cambios internos que afecten directamente a 

la_ actividad de la enzima. Sobre ésto~ en la literatura se ha 
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1' 1. 
>d 

mencionado la posibilidad de que diversos compuestos estén 

participando como inhibidores y/o activadores de la RUBISCO 

(McCurry et al.1981). 

De esto se desprende que si los niveles de estos reguladores 

cambiaran por aumentar o disminuir durante el periodo de llenado 

del grano, la actividad enzimática potencialmente medible se 

alteraria. Para explorar esta posibilidad, se hicieron una serie 

de experimentos que consistieron en medir la actividad de la 

enzima en extractos preparados a partir de hojas de plantas 

adultas de la población SM-18 en los muestreos 2 y 3 los cuales se 

caracterizan por tener baja y alta actividad de RUBISCO 

respectivamente. Los resultados obtenidos se presentan en el 

cuadro 2 y como puede observarse, no se detecta la presencia de 

este tipo de compuestos ya que si éstos fueran responsables de la 

baja actividad observada en el muestreo 2, al aumentar la 

participación de éste en las mezclas, el fen6meno de inhibición se 

observaría con claridad, lo cual no ocurre .. Tampoco sucede lo 

contrario, que seria el resultado lógico si el extracto del 

muestreo 3 tuviera un activador. 

VII.4.- EFECTO AMBIENTAL EN PLANTAS ADULTAS. 

Un experimento establecido con las poblaciones ORIGINAL y 

SM-13 <población obtenida después de 13 ciclos de selección masal> 

dise~ado para analizar la actividad de la RUBISCO durante el 

periodo de llenado del grano se vió afectado por una fuerte 

sequia. Los efectos más severos ocurrieron entre los muestreos 3 y 
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TABLA 2 
PRESENCIA DE INHIBIDDRES V ACTIVADDRES DE RUBISCD 
EN HOJAS DE MAIZ EN EL PERIODO DE LLENADO DE GRAND 

MEZCLAS 

% de extracto 

A 

o 
15 

30 

50 

70 

100 

B 

100 

85 

70 

50 

30 

o 

-1 -1 
µmoles C0

2 
min g P.F. 

TEDRICD OBTENIDO 

0.747 

0.686 

0.626 

0.545 

0.464 

0.343 

o.747 

0.697 

0.612 

0.526 

0.451 

0.343 

'i'. desviación 

o 

+ 1. 8 

2.2 

4.5 

2.5 

o 

Extracto A : 14 dias después de antesis, con baja actividad 

de RUBISCD. 

Extracto B : 21 dias después de antesis, con alta actividad 

de RUBISCD. 
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4. No obstante, se hicieron todas las mediciones p~aneadas con el 

objeto de aprovechar la información para observar el efecto de la 

falta de agua en este periodo del crecimiento de la planta que es 

una limitante que se presenta con 

nuestro pais. 

frecuencia en los campos de 

En las figuras 30 y 31 se muestra 

relación P.S./P .. F. y clorofila/g P.F. 

el comportamiento de la 

de las dos poblaciones 

mencionadas. En ambos casos se ve que no hay diferencias entre las 

poblaciones, como 

sequia .. 

ocurrió en los experimentos sin efecto de 

Sin embargo, en el 4o. muestreo el efecto de la sequi.a 

manifestó aumentando la relación 

cantidad de clorofila. 

En términos generales también 

P.S./P.F. y disminuyendo 

se puede observar que 

se 

la 

los 

valores de éstos parámetros son más bajos en este experimento que 

los obtenidos en el que se llevó a cabo en buenas condiciones de 

irrigación (figs. 13 y 14), lo cual hace pensar que las 

condiciones desfavorables afectaron a las plantas desde antes de 

la etapa identificada como de sequia severa <muestreos 3 y 4>. 

La figura 32 presenta la tendencia de la prote1na total. A 

diferencia de las variables anteriores, ésta no manifiesta el 

efecto ambiental. Tampoco se aprecian grandes diferencias entre 

poblaciones y posiblemente lo más importante sea que en este caso 

se observó una caída más moderada al final del periodo que la que 

se presentó en el experimento con irrigación constante <fig. 15). 

Sin embargo no debe olvidarse que aqui la composición de los 
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materiales se vi6 seriamente afectada: 

relación P.S./P.F. indica que la 

la figura 30 que muestra la 

proporción de materia 

seca/materia fresca se incrementó y que por lo mismo, la proteína 

puede estar sobre estimada. 

Las figuras 33 y 34 presentan la cantidad de 

proteina-RUBISCO/g P.F. y el comportamento de la fracción 

proteina-RUBISCO/proteina soluble y al igual que en las variables 

anteriores en las dos poblaciones puede verse el eTecto de la 

sequia consistente fundamentalmente en una caida estadísticamente 

significativa en los valores de las dos variables. 

Aparentemente los daNos fueron un poco más severos en la 

población mejorada sobre todo en lo que se refiere a 

de proteina-RUBISCO/g P.F. (fig. 33> pues mientras 

la cantidad 

la población 

mejorada maniTiesta una caida estadísticamente significativa, en 

la población ORIGINAL no se observan cambios considerables. 

Por otra parte, 

muestreo 4 hay una 

en la figura 34 se 

aparente recuperación 

ve 

en 

que después del 

la cantidad de 

proteina-RUBISCO, sin embargo, analizando las Tiguras 32 y 33 en 

donde se presenta la cantidad de proteina soluble y de 

proteina-RUBISCO/ g P.F. respectivamente, puede verse que esa 

aparente recuperación que se observa en la segunda parte de la 

gráfica 34 se debe fundamentalmente a que la proteína soluble cae 

mucho más rápido que la proteina-RUBISCO. 

En la figura 35 se muestra la actividad de la enzima 

expresada por unidad de tejido y resulta claro que se presentan 

cambios estadísticamente muy significativos: primero aumentó la 
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actividad como era de esperarse y alcanzó un máximo en el segundo· 

muestreo, para luego caer brusc:amente en los muestreos 3 y 4. 

Cuando la sequia dejó de observarse~ la actividad se recuperó 

y alcanzó un 2o. má.::imo <menor que el primero) en el muestreo 6 

para finalmente quedar con 

iniciales ... 

niveles ligeramente menot"es a los 

Por su parte, en las figuras 36 y 37 aparece la actividad 

expresada por mg de proteina soluble y por mg de 

respectivamente. Se ve que la caida que se 

prote1na-RUBISCO 

observa en los 

muestreos 3 y 4 es real puesto que se manifiesta en estos 

parámetros con la misma intensidad. Llama la atención la figura 

37, la cual muestra que la población ORIGINAL sufre los efectos de 

la sequia en los muestreos 3, 4 y 5 mientras que en la población 

mejorada solo se observan en los muestreos 3 y 4. Esto sugiere Que 

la población mejorada 

rápidamente. 

tiene la capacidad de recuperarse más 

Los resultados muestran que a diferencia del experimento 

llevado a cabo en buenas condiciones ambientales, en éste caso, 

los incrementos en actividad fueron menores, solo se dieron al 

inicio y al final del periodo probablemente porque la sequia dañó 

el mecanismo responsable de activar a la RUBISCO durante el 

periodo de llenado del grano. 

Tambien cabe la posibilidad de que la se~al responsable del 

incremento en la actividad de la RU9ISCO haya dejado de producirse 

y en este sentido, la recuperacion que se observa en los 

siguientes muestreos (4-7) se podria explicar como consecuencia de 
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que la planta al reencontrarse en las condiciones ambientales 

favorables, vuelve a adquirir la capacidad de producir se~ales o 

de responder a ellas. Esto es muy importante pues 

independientemente de cual sea la causa que origina el incremento 

en la actividad de la RUBISCO durante el periodo de llenado del 

grano, los datos muestran que el mecanismo tiene flexibilidad y 

capacidad de recuperación muy considerables. 
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Vlll-DISCUSION. 

1 >.-Regulación.in vivo de la actividad de la RUBISCO. 

Los resultados mostrados se~alan que la regulación de la 

actividad de la RUBISCO en maíz es dependiente del estado de 

desarrollo de las plantas analizadas y del estado fisiol6gico en 

que se encuentren. Además, los mecanismos implicados son muy 

afectados por el ambiente. 

a).- En las plántulas pueden distinguirse dos formas de 

regulación: 

La primera comprende de las etapas 1 

apreciar en las figuras 6 y 8 que muestran 

a 4 

los 

según se puede 

aumentos en la 

cantidad y actividad de la enzima respectivamente. Se observa que 

los aumentos que manifiesta la actividad de la RUBISCO están 

determinados fundamentalmente por el incremento en la cantidad de 

proteína-RUBISCO. Por otra parte, los datos presentados en la 

figura ó permiten observar que el método empleado para cuantificar' 

la enzima es adecuado y aunque al final la proporci6n de 

proteína-RUBISCO en la proteína total es elevada <en la f ig. 7 se 

aprecia que llega al 55 'l.>, en la literatura <Rochar et al. 1989) 

se ha mencionado que utilizando un modelo similar la proporción de 

proteína-RUBISCO en la proteína total va de 36 al 47 7. dependiendo 

de la variedad utilizada, por lo cual se considera que estos 

resultados no están dentro de los limites esperarados. 
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La otra forma de regulación se aprecia con mayor claridad en 

la población SM-18 en las ' etapas 5 9 6 y 7 y como puede observarse 

en las mismas figuras 9 la relación entre la cantidad de 

proteina-RUBISCO y su actividad no es lineal es decir 9 en esas 

etapas en la figura b se ve que la cantidad de proteina-RUBISCO 

tiende a disminuir 9 en tanto que la actividad <figura Bl 

manifiesta un incremento importante y estadísticamente 

significativo. 

Los resultados de la primera parte concuerdan con otros que 

ya han sido descritos <Makino et al. 1984b) 9 los cuales se~alan que 

muy probablemente durante la primera parte del desarrollo de las 

hojas la proteina-RUBISCO se sintetiza masivamente y que puede 

persistir durante toda la vida de las hojas gracias a que tiene un 

recambio pequefio que según Humprey and Oavies <19751 corresponde 

a un t 1/2 de 7.79 +/- 0.92 dias. 

Sin embargo 9 también se ha mencionado que en esas condiciones 

no se observan diferencias en las características cinéticas de la 

enzima (Makino et al. 1984bl y ante eso., los resultados que 

comprenden a las etapas 5., 6 y 7 están en aparente contradicción ya 

que los cambios tan notables que se observan en la eficiencia de 

la RUBISCO probablemente involucran modificaciones en las 

características cinéticas de la enzima (fig. 10). Más aún analizando 

la figura 10 en donde se muestra la actividad en función de la 

cantidad de enzima puede verse que durante todo el desarrollo de 

la segunda hoja., la enzima experimenta cambios signiTicativos en 

su numero de recambio, los cuales son fáciles de confundir durante 
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la primera parte del desarrollo debido a la activa s~ntesis de 

enzima que ocurre en esos momentos. 

Todo esto demuestra que durante el desarrollo de· la segunda 

hoja en ma1z, la actividad de la RUBISCO es producto tanto. de la 

síntesis de nuevas moléculas de enzima <en la primera etapa) como 

de cambios 
, 
en la regulación de la actividad de las mismas 

<probablemente en relación a su estado de activación>. 

b).- En cuanto a la regulación de la enzima en las plantas 

adultas., en la figura 17 se aprecia que la proporcion de 

prote!na-RUBISCO de la proteína total es cercana al 60 7.. 

Puesto que en las mediciones de ésta proteína se utiliz6 el 

mismo método que se empleó en el caso deplántulas., hace pensar que 

efectivamente, en plantas adultas la cantidad de proteina-RU815CO 

por unidad de tejido es superior a la que se encuentra en 

plántulas. 

Por otra parte, los datos indican que en plantas adultas la 

regulaci6n de la actividad de la RUBISCO es independiente de la 

cantidad de enzima, pues como puede verse en las figuras 16 y 18 

que muestran el comportamiento de la proteína-RUBISCO y de la 

actividad de la misma respectivamente., no hay paralelismo entre 

ellas y resulta muy claro que en ese periodo la actividad de la 

RUBISCO experimenta cambios muy significativos independientes de 

la concentración de proteína-RUBISCO (fig. 21)). 

Con los resultados aqui reportados no es posible establecer 

en forma definitiva si las causas de estas diferencias son las 

mismas que originan los cambios observados en plántulas. Sin 

emoargo, los datos presentados sugieren que hay diferencias muy 
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significativas en los mecanismos que regulan la actividad de la 

RUBISCO, los cuales parecen estar relacionados con el estado 

fisiológico de los tejidos. 

Comparando los valores de unidades de actividad enzimática 

por unidad de proteína RUBISCO, obtenidos en igualdad de 

z+ circunstancias (con activación previa con C0
2 

y Mg >, se observa 

que en la población ORIGINAL en plantas adultas se tiene un 

intervalo de 0.01952 +/- 0.0017 a 0.0903 +/- 0.013 µmolas co
2 

mg 

RUBISC0-1min-1 mientras que en plántulas estos mismos valores 

oscilan entre 0.16 +/- 0.030 y 0.380 +/- 0.012 µmolas de ca 
z mg 

RUBISC0-1 min-1 <cuadro 3a). En la población SM-18 sucede algo 

similar: en plantas adultas la actividad varia de 0.0379 +/- 0.009 

a 0.1572 +/- 0.0335 en tanto que en plántulas los valores van de 

0.2304 +/- 0.0237 a0.3674 +/- 0.0828 -· - ... RUBISCO min (cuadro 3b), lo cual indica 

µmolas de ca 
2 

que probablemente 

mg 

el 

estado de activación de la enzima en los dos modelos es diferente; 

y/o que la estabilidad en ambos casos no es la misma. 

Por otra parte, los experimentos realizados con las 

poblaciones Que sufrieron un periodo de sequia durante el llenado 

del grano muestran también esta. falta de correlaci6n entre 

actividad enzimática y cantidad de enzima. En efecto cuando se 

analiza el modelo de plantas adultas bajo condiciones ambientales 

adversas, se observa que la sequía evitó el incremento de la 

actividad mostrado en experimentos anteriores durante el llenado 

del grano. 

Las figuras 33 y 35 muestran el comportamiento de la 

proteina-RUBISCO y el de su actividac respectivamente en el 
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TABLA 3a 

COMPARACIONES DE LA ACTIVIDAD DE LA RUBISCO. 

POBLACION ORIGINAL. 

µmolo.a 
-1 -1 

ADULTAS co zmg R.UBJ:SCO m•n 

d. d. a.. C/A S/A 

14 O. 01V.:SZ+/-O. 0017 o. 0:539+/-0. ooc:s 

21 o. 0!524 +/-O. 01'!!57 o. 1018+/-0. 0100: 

za º·º'°" +/-O, 0183 O. 10::13+/-0. OZ87 

.,, o. 07::18 +/-O, OZZ3 o. 1231+/-0. 01::14 

.. z o. OP03 +/-O, 013 O. 13'!SG+/-O. 014-8 

"' O. O<Sd4 +/-O, 03 o. 12Pi.+/-o. ozze 

PLANTULAS • 

•• ETAPAS 

1 o. 21!5 +.r- o. 01.:S 

z O. OSP +/- o. 010 

" o.z~ +/- o.o::so 

4 o. 038 +/- o. 012 

" o. 18:S +/- o. 01:S 

CI o. zo::s +/- o. 030 

7 0.100 +/- o. 030 

d.d.a. dias después de antesis. 

C/A actividad medida con activaci6n. 

S/A actividad medida sin activación. 

* % de la actividad medida sin activaci6n. 

EFECTO DE LA. 

• ACTIVACION 

so.21 

'!11. 4.7 

••.z:s 
di. !!57 

:S1. 43 

X= :St.. PZ 

+/-11. 08 

•• la descripción de las etapas esta en el cuadro 1 • 



• 

ADULTAS 

d. d. o. 

Zl 

28 ... 
•• 

Pl.ANTULAS 

•• ETAPAS 

• 
2 

a 

• 
" .. 
? 

d.d.a. 

C/A 

S/A 

* 
•• 

.TABLA 3b 
COMPARACION DE LA ACTIVIDAD DE LA RUBISCO • 

. . POBLACION SM-18. 

C/A S/A 

O. 0870'+/-0. 000 O. 06!5!5•/-0 0 OOd 

O. t.!5?2+/-0. 088!5 o. Z000+/-0. 048 

O. OoP2+/-0. 018 O • .&406+/-0. Ot4 

O. 1.455+/-0. 00!54 O. t.•t.Z+/-0. O.t.2 

o. Bd7•+/-0. 0828 o. •4oi.+/-O. 08!5 

O. 2480+/-0. OSCS9 O. 2251.+/-0. 022 

o. ZOP:l.•/-0. 088d O. 2088+/-0. 027 

O. t!57t.•/-O. OtcSO n. d. 

O. 888,+/-0, 080!5 O. 221!12+/-0. Ot.t> 

O. 2840+/-0. 0287 O. 0022+/-0. OSP 

dlas después de antesis. 

actividad medida con activación. 

actividad medida sin activación. 

EFECTO DE 

• AC:TIVAC:%0N 

!57. •es 
78.CSO 

70. !5!5 

ao. z9 

., •• 25 

x= cm.s.s 

+/-t.2 ... , 

••. 'ª 
t.!5!5. dZ 

S.07. J)!S 

azo • .ta 

ª'ª· º' 
2!59.71) 

~ de la actividad medida sin activación. 

la descripción está. en el cuadro 1 • 
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experimento de sequia y como puede verse, hay una caida importante 

en la cantidad de enzima (sobre todo en la población SM-13>. Sin 

embargo, la pérdida de enzima y la de actividad no son 

proporcionales, mientras que la disminución de la actividad es de 

6 a 7 veces, a la de RUBISCO proteina solo corresponde un factor 

de 2. De aqu! puede deducirse que la disminución en la cantidad de 

enzima no es el único factor implicado en la pérdida de la 

actividad y tal vez tampoco es el más importante por-que 

seguramente la RUBISCO proteina está en exceso. 

El fenómeno incremento en la actividad de la RUBISCO dur-ante 

el periodo de llenado del grano ya ha sido reportado con 

anterioridad a este trabajo <Loza-Tavera et al, 1987>. Sin 

embargo, no ha sido explicado satisTactoriamente y sobre el 

particular se han mencionado varias posibilidades que deben ser 

tomadas en cuenta. 

z+ A).- Regulación por contenido endógeno de CD y Mg • z 
La primera se refiere a que los niveles de C0

2 
intracelulares 

podr!an ser los responsables del cambio de actividad en la enzima 

ya que éste no solo es utilizado como sustrato, sino que además, 

se le ha mencionado junto con el Mgz+ y otros compuestos como 

responsables del estado de activación de la enzima. <Boyle and 

Keys, 1987>. 

Los resultados de los experimentos en donde se midió la 

actividad bajo condiciones de activac.i6n por y Mgz+ 

son contrastantes con los valores de los controles en que no se 
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hizo esta activación previa (f igs. 23, 26 y 29, tablas 3a y 3b) 

En plántulas, durante la ta. parte del estudio del periodo de 

crecimiento de la hoja no se aprecian diferencias significativas 

' en la actividad de RUBISCO medida en cualquiera de las dos 

condiciones • Sin embargo, en las etapas finales hay un marcado 

efecto positivo de la activación por CO y Mg 2+ (fig. 29>. 
z 

Para plantas adultas sucede lo contrario: la activación 

vi'tro en lugar de estimular, causa una d isminuc i6n 

in 

muy 

significativa en la actividad de la RUBISCO de las poblaciones 

analizadas, lo cual es consistente a todo lo largo del periodo de 

llenado del grano (figs. 23 y 26, cuadros 3a y 3b>. 

Estos resultados parecen indicar que ( salvo en la última 

parte del desarrollo de las hojas de plántulas>, tanto en el 

crecimiento de la hoja como en hojas de plantas adultas el CD z y 

z+ -
el Mg intracelulares no son limitantes de la actividad de la 

RUBISCO. Por lo tanto, el incremento en actividad durante el 

llenado de grano no parece ser debido a modulaciones generadas por 

cambios endógenos de estos metabolitos. 

Un aspecto que llama la atención es el efecto negativo que el 

proceso de activación tuvo sobre los extractos de plantas adultas 

y que en ningún momento se observó en plántulas. 

Este fenómeno puede ser consecuencia de la acción de diversas 

proteasas que al encontrarse en condiciones adecuadas [no se 

usaron inhibidores de proteasas y la activación se llevó a cabo a 

3o0 c por 9.S min <Randall et al, 1977>J, podrian ser capaces de 

daRar la enzima. 
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En plántulas se ha demostrado la existencia de diversas 

proteasas <Mae et al, 1984; Miller and Huffaker, 1985) y el hecho 

de que no se observen los efectos negativas que la activación 

causó en plantas adultas puede indicar que en plántulas 

proteasas son menos abundantes o bien, que son diferentes a 

las 

las 

que se encuentran en plantas adultas. Esto podria explicar por que 

la actividad de la RUBISCO es mayor en plántulas <cuadros 3a y 3b>. 

Sin embargo, se realizaron algunos experimentos preliminares 

con inhibidores de proteasas y diferentes tiempos de activación 

(cuyos datos no se muestran> y los resultados senalan que 

aparentemente el efecto negativo que el periodo de actiVaci6n 

tiene sobre la actividad de la RUBISCO en plantas adultas no es 

producto de la acción de proteasas. Sin embargo deben 

estudios más cuidadosos para descartar tal posibilidad. 

B>.- Regulación por inhibidores y activadores. 

realizarse 

Otra posibilidad que podria ayudar a entender las causas que 

determinan los cambios de actividad que la RUBlSCO experimenta se 

relaciona con reportes que han aparecido en la literatura y que 

mencionan que la actividad de la RUBISCO puede modificarse por 

efecto de compuestos que han demostrado ser activadores o 

inhibidores de esta enzima (McCurry et al, 1981; Boyle and 

1987). 

Keys, 

Al respecto, los resultados que se presentan en el cuadro 2 

corresponden a experimentos consistentes en medir la actividad de 

mezclas de estractos de hojas de maiz con actividad de RUBISCO 
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de niveles contrastantes. Como puede observarse, no se detecta la 

presencia de compue~tos con tales caracteristicas, a no ser que 

éstos estuvieran unidos a la enzima con una Kd excesivamente baja. 

Esta posibilidad aunque parece poco probable de momento no es 

posible descartarla con el tipo de experimentación que se llevó a 

cabo. 

C).- Regulación por RUBISCO-activasa. 

La tercera posibilidad que conviene analizar para explicar 

los cambios que experimenta la actividad de la RUBISCO se refiere 

a la participación de una enzima denominada RUBISCD-activasa 

<Somerville et al. 1982> y que según diversos autores <Portis et 

al. 1986; Robinson et al. 1988>, controla el estado endógeno de 

activación de la RUBISCO con el consiguiente incremento de enzima 

funcional. 

Se ha observado que en 

constituye el 2% de la proteína 

espinaca la RUBISCD-activasa 

total de la hojay que en un 

sistema reconstituido con RUBISCO Purificada, la inhibición del 

proceso de activación espontánea con C0
2 

y Mg2 + que provoca la 

RuBP puede ser eliminada si se agrega ATP y RUBISCO-activasa, cuya 

actividad a su vez, es inhibida por ADP <Robinson et al. 1988). 

Con base a lo anterior, se ha propuesto el siguiente 

de acción de la RUBISCO-activasa CRobinson et al. 1988): 

En la oscuridad 9 la re1aci6n ATP:ADP es baja e 

fuertemete a la RUBISCO-activasa, pero los niveles de 

también bajos por lo c.Ltal el estado de ac.tivaci6n de la 
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es dependiente de la concentración de CO y Mg2+. 
z A su vez, en 

luz. los niveles de RuBP son lo suficientemente altos para evitar 

la activación espontánea de la RUBISCO e incluso. pueden 

desactivar a las moléculas ya activadas por M 
Z+ 

g • 

Aparentemente la RUBISCO-activasa en estas condiciones en que 

tiene un suministro constante de ATP puede activar a los complejos 

RUBISCO-RuBP y en este caso. la activación esencialmente depende 

de la RUBISCO-activasa. 

Por otra parte, es probable que el modelo anterior tenga 

otras complicaciones pues Parry y col. (1988>. sef'ialan que para 

estudiar a la RUBISCO-activasa son necesarios compuestos como la 

fructuosa-1.6-bifosfato, ATP y Pi que normalmente se presentan 

como contaminantes de la RuBP comercial. Los autores proponen que, 

fisiológicamente tales compuestos también podrían ser importantes 

pues en la célula tal vez ayuden a remover a la RuBP y eviten al 

menos parte de la inhibición que ésta puede provocar en el proceso 

de activación. 

Como puede apreciarse, la posible participación de la 

RUBISCO-activasa en la regulación de la actividad de la RUBISCO 

permite hacer nuevos planteamientos para futuras 

investigaciones. 

En cuanto a lo que aqui se presenta. y por las evidencias que 

en los Ultimes afies se han acumulado en la literatura. no seria 

raro que esta enzima tuviera una función muy activa en les cambios 

que experimenta la actividad de la RUBISCO durante el periodo de 

llenado del grano. Para investigar esta posibilidad podrian 
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utilizarse los modelos experimentales aqui empleados, haciendo 

énfasis en la relación que esta enzima aparentemente tiene con l~s 

niveles de pozas endógenas de otros compuestos importantes como es 

la RuBP. 

Los resultados obtenidos 

suficientes para sugerir que 

en esta 

alguna 

investigación no son 

de las posibilidades 

analizadas pudiera ser la responsable del cambio de actividad que 

experimenta la RUBISCO durante el periodo de llenado del grano y 

que aparentemente también se manifiesta en plántulas, sobre todo 

en las etapas más avanzadas del desarrollo de la segunda hoja. Sin 

embargo, la existencia del fenómeno ha sido plenamente demostrada 

y su esclarecimiento constituye, como ya se ha mencionado antes, 

temas de 

realizar. 

investigaciones futuras que seria muy 

2>.- Marcadores biaquimicos de productividad. 

Otro objetivo fundamental del presente trabajo 

interesante 

fue analizar 

la posibilidad de que a través del estudio de la regulación de la 

actividad de la RUBISCO se pudieran generar criterios adecuados 

para seleccionar en la etapa de plántulas plantas de mayor 

capacidad de rendimiento de grano. 

Los datos se~alan que en la etapa de plántulas la cantidad de 

proteina~RUBISCO Cfig. 7) no permitiría distinguir en la población 

ORIGINAL a plantas potencialmente más productivas ya que no hay 

diferencias en esta variable entre la población ORIGINAL y las que 
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han sido seleccionadas durante 10 ciclos de selección masal. 

El valor de la actividad de la enzima ("fig. 10) en teoria 

podria ser utilizado, pues en las etapas 6 y 7 (sobre todo en la 

primera) permite observar que la poblaci6n SM-18 supera 

signif icativaemete a la ORIGINAL. Sin embargo, en la práctica 

puede resultar un criterio dificil de manejar por lo elaborado de 

las determinaciones en grandes poblaciones de maiz. 

que 

Por su parte, 

el peso de 

la variable Peso Fresco/hoja (fig. 

las mismas en la poblaci6n 

1> muestra 

511-18 es 

significativamente superior a las de la población ORIGINAL. 

Seguramente esas diferencias en la capacidad de crecimiento tienen 

una explicación bioquímica, pero mientras ésta no se conozca con 

detalle, la aplicación de la variable P.F./hoja como criterio 

único de selecci6n será muy limitada pues es poco confiable. 

Otro aspecto en el que pueden diferenciarse las dos 

poblaciones utilizadas es en el tiempo durante el cual las hojas 

son capaces de seguir creciendo. En las figuras 1 y 2 se aprecia 

que las hojas de la población SM-18 tienen una vida promedio más 

larga que las de la población ORIGINAL, sin embargo, la utilidad 

de este criterio puede ser tan criticable como el anterior. 

En las plantas adultas las diferencias entre una y otra 

población son más claras. Las figuras 16 y 33 muestran que en la 

proteina-RUBISCO tanto en buen ambiente como en ambiente adverso 

hay diferencias estadísticamente significativas en favor de las 

poblaciones mejoradas. En los experimentos llevados a cabo en 

buenas condiciones ambientales cuando se analiza el comportamiento 
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de la actividad de la enzima (fig. 18 y 20> las diferencias entre 

poblaciones son evidentes. Esta diferencia sin embargo, no guarda 

proporción con las que se observaron en relación a la cantidad de 

enzima, la cual durante la primera parte del periodo de llenado 

del grano mostró cambios estadísticamente significativos a favor 

de la población SM-18 <Fig. 16), pero no a~i en la siguiente parte 

del análisis. 

Esta situación indica que en el transcurso de la selección a 

que han sido sometidas las poblaciones mejoradas una parte de la 

respuesta lograda podría ser explicada por incrementos en la 

cantidad de enzima, pero aparentemente esta no es la causa más 

importante, sino los otros mecanismos que rergulan su actividad. 

En la literatura se senala que el rendimiento de grano es un 

caracter que depende de la participación de diferentes procesos 

fisiológicos y por lo tanto, que está controlado por una 

diversidad de genes (Allard, 1978). Los datos que aquí se 

presentan apuntan en el mismo sentido. 

Algunos de los procesos que podr!an 

el rendimiento son los siguientes : 

estar involucrados en 

A>.- Caracteristicas de la relación que se establece 

entre la fuente de fotosintatos <hojas> y los 

órganos que loS demandan <mazorca en formación>. 

Al respecto se ha mencionado que los órganos que demandan 

fotosintatos ejercen una profunda influencia sobre el metabolismo 
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de las hojas que las 

1987b>. En este sentido 

producen 

cabe la 

<Crafts-Brandner 

posibilidad de 

actividad de RUBISCO que se observa en las plantas 

una consecuencia de que en ellas 

capacidad de mandar a 

cuantitativamente diferentes 

ORIGINAL. 

la 

a 

la mazorca haya 

hoja sef"{ales 

las que env!a 

and 

que 

Ponelei t, 

la mayor 

mejoradas sea 

adquirido la 

cualitativa o 

la población 

Otra posibilidad también relacionada con este punto es la que 

se refiere a la capacidad de las hojas para responder a las 

se"ales que la mazorca envía y de acuerdo con ésto, la mayor 

actividad que muestra la población SM-18 podría deberse a que el 

mejoramiento genético realizado haya hecho más eficiente el 

sistema responsable de la respuesta. 

Algunos aspectos que seria conveniente analizar dado que 

podrían ser responsables de esa mayor capacidad de 

los siguientes: 

Mayor sensibilidad a los estimules. 

respuesta son 

Esta situación es dificil de analizar dado que no se sabe 

cuales podrían ser las sef"i.ales implicadas, pero independientemente 

de eso, cabria la posibilidad de que siendo de la misma naturaleza 

y magnitud, la mayor respuesta que se observa en la poblac:i6n 

SM-18, sea debida a la existencia de un sistema que las detecta y 

traduce con mas eficiencia. 
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- Estabilidad de la enzima. 

En plAntulas se ha reportado que la vida media de la RUBISCO 

es de 7.79 +/- 0.92 dias <Humprey and Oavies, 1975). Sin embargo, 

datos obtenidos de experimentos recientemente realizados en este 

laboratorio <resultados no mostrados) hacen pensar que en las 

plantas adultas dicho valor es más alto que el mencionado 

<Loza-Tavera, comunicación personal). Por otra parte, varios 

autores han demostrado la existencia de proteasas en el 

cloroplasto <Miller and Huffaker, 1985) y esta situación aunada a 

la larga vida de la molécula, obliga a considerar la posibilidad 

de que durante ese tiempo la enzima sufra da~os diversos que 

podrian hacerla menos activa. 

En ese sentido y juzgando por la sensibilidad que las 

poblaciones mostraron a la activación por co
2 

y z+. Mg in vitro 

<tablas 3a y 3b) y aún cuando los experimentos preliminares que se 

mencionaron antes indican que aparentemente dicho fenómeno no se 

relaciona con la actividad de proteasas, de momento no es posible 

descartar por completo esa posibilidad, es decir, es probable que 

la población SM-18 tenga una actividad de proteasas menor que la 

que se detecta en la población ORlGINAL. De ahi que sea 

interesante analizar que efecto ha tenido el ~ejoramiento genético 

sobre las caracterlsticas y la actividad de tales enzimas. 

RUBISCO-activasa. 

Aunque ya se mecionó antes, no está por dem~s remarcar 
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la importancia de analizar el efecto que ha tenido la selección a 

que se han sometido estas plantas sobre el sistema 

RUBISCO-activasa. 

Caracteristicas de la RUBISCO. 

Tampoco puede dejarse de lado la posibilidad de que la 

RUBISCO de la población ORIGINAL sea cualitativamente diferente a 

la de las poblaciones mejoradas. La figura 20 muestra que al 

principio del periodo de llenado del grano, cuando aparentemente 

no se han ~stablecido las condiciones que caracterizan el 

fenómeno, la actividad de la RUBISCO en la población SM-18 es el 

doble de la de la observada en la ORIGINAL. 

B>.- Trasloca~i6n y reparto de los fotosintatos. 

Los datos aquí mostrados indican que las variables 

analizadas están de alguna manera relacionadas con la 

productividad de las plantas. Sin embargo, como ha podido 

observarse, la relaci6n no es directa. Ello indica que las 

variables manejadas no son suficientes. 

A propósito de esto, ~n la literatura hay reportes 

en donde se senala que la capacidad de crecimiento de los órganos 

de las plantas está d~terminada tanto por la eficiencia con que se 

fija el ca como por la forma en que se distribuyen los z 
sintetizados <Gifford and Evans, 1983>. 
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Sobre la traslocaci6n de fotosintatos se sabe que 

la sacarosa fosfato sintasa <SPS) es la enzima que controla este 

proceso, al respecto, recientemente apareció una comunicación en 

donde se se~ala que la actividad de esta enzima está directamente 

correlacionada con la capacidad que tienen las plántulas de 

diferentes variedades de ma!z para crecer con mayor o menor 

rapidez <Rocher e~ al. 1989). Por lo anterior se considera que a 

fin de comprender mejor lo que sucede en 

de 

las plantas 

llenado de 

de maiz 

grano, e durante el crecimiento y en el periodo 

incrementar con ello las posibilidades de encontrar marcadores 

bioquímicos que pudieran ser usados como criterios de selección en 

programas de mejoramiento, deberán hacerse otras investigaciones 

tendientes a esclarecer las interpretaciones que aquí 

presentado y donde el estudio de la RUBISCO-activasa y de 

deberá ser considerado. 

se han 

la SPS 

Dada la cantidad de variables que es necesario contemplar, el 

estudio del fenómeno desde el punto de vista bioquímico es 

bastante complicado y no seria sorprendente que las explicaciones 

que finalmente pudieran encontrarse tuvieran serios inconvenientes 

para su uso en grandes poblaciones, por lo cual se sugiere que en 

la medida en que se realicen estos estudios se incorporen otras 

variables de tipo fisiotecnico como podrian ser el indice de 

cosecha, el análisis de la arquitectura de la planta y otras que 

además de dar una nueva dimensión al estudio, junto con los 

resultados bioquímicos podrían ahora si proporcionar criterios 

adecuados desde todos los puntos de vista para 

éxito en los programas de mejoramiento~ 
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IX.- CONCLUSIONES. 

Con base en los datos que se han mostrado y el análisis 

que de ellos se ha hecho, el trabajo realizado permite 

llegar a las siguientes conclusiones: 

1.- La regulación de la actividad de la RUBISCO en la 

etapa de plántulas es diferente a la que se observa 

cuando éstas se encuentran en el periodo de llenado 

del grano. 

2.- En plántulas, durante la primera parte del desarrollo 

de la segunda hoja9 la actividad está determinada 

por la velocidad con que se acumula la enzima. 

Después, la actividad de la enzima queda 

otro tipo de regulación. 

sujeta a 

3.- En plantas adultas durante el periodo de llendo del 

grano la regulación de la actividad de la RUBISCO 

es independiente de la cantidad de la enzima y 

los mecanismos responsables del incremento 

en la actividad de la RUBI5CO son 

probablemente de origen metabólico. Además, estos 

mecanismos son altamente afectados por 

que 

las 

condici.cnes 

desarrollan 

ambientales 

las plantas .. 
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4.- En plántulas, el análisis de la regulación de la 

actividad de la RUBISCD y de los parámetros 

relacionados con su crecimiento, no permiten distinguir 

entre poblaciones de plantas que pertenecen a 

variedades genéticamente relacionadas pero c:on 

diferencias muy significativas en su 

capacidad de producción. 

5.- En plantas adultas, durante el periodo de llenado 

del grano la actividad de la RUBISCO es 

tivamente superior en las poblaciones 

significa­

mejoradas 

por lo que si parece factible poder distinguir en 

este estadio a plantas con diferencias en su 

capacidad productiva. 

6.- En plantas adultas se observa que las poblaciones 

7 

mejoradas durante la primera parte del periodo de 

llenado del grano tienen cantidades de prcteina-RUBISCO 

ligeramente superiores (aunque estadísticamente 

significativas> a las que se encuentran en la 

población ORIGINAL. 

Aún cuando se observa que el contenido 

es una variable que se increm 

población ORIGINAL de las mejoradas. 
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8.- Para investiga~iones posteriores aparte de las 

variables contempladas en este estudio, el modelo 

deberá incluir aproximaciones a los elementos ~ue 

regulan los cambios de actividad de la RUBISCO y a 

los que dete~minan de que manera se reparten los 

fotosintatos producidos. 
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