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RESUMEN
“ANALISIS DE LA REGULACIDON DE LA ACTIVIDAD DE LA RIBULOSA

BIFOSFATO CARBOXILASA/OXIGENASA EN MAIZ™

Los objetivos fundamentales del presente trabajo son dos:

i-— Analizar bioguimicamente la regulacidn de la RUBISCO @ en
diferentes momentos fisioldgicos del desarrolla de las
plantas de maflz.

2.— Observar si existen posibilidades de que a través del
estudio de la regulacidn de la actividad de la RUBISCO
se puedan obtener criterios que pudieran emplearse en

los trabajos de mejoramiento genético.

l.os madelos experimentales utilizados también fueron dos:

1.— El1 desarrollo de una hoja en plantulas de maiz.

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

Se wutilizaron dos tipos de poblaciones: uwnas gue han
éidn seleccionadas ﬁara aumentar su rendimiento de grano y atra gue
no ha sido modificada genéticamente.

Los resultados muestran que la regulacidn de la actividad de
la RUBISCO en plantulas es diferente de la que se da en plantas
adultas, pues mientras en las primeras la actividad es dependiente
fanto de la capacidad que el tejido tenga para producir nueva
enzima como de la accidén de diversos elementos que pueden cambiar
significativamente su actividad, en plantas adultas no parece

haber sintesis de nuevas moléculas de enzima y los cambios que
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manifiesta 1la actividad de 1la RUBISCOD aparentemente estan
determinados por la accidén de los elementos que se hicieron
evidentes en plintulas, aungue NO puede asegurarse que segan del
mismo tipo.

Se encontrsd que la actividad de 1la enzima en términaos de
actividad especifica y "turnover” (# de recambio de la enzima) es
mayor en plantulas, pasiblemente como resultado de las diferencias
metabdlicas que existen entre este tejido y el de plantas adultas.

For otra parte, se pudo demostrar que los elementos gue son
responsables de los cambios de actividad de la RUBISCO en plantas
adultas son muy sensibles a las condiciones ambientales.

En plantulas a excepcidn del peso fresco/hoja pinguna de las
variables analizadas permitidé diferenciar a los materiales
seleccionados de los que no lo habfan sido. FPor otro- lada, en
plantas adultas ias diferenﬁias entre poblaciones son muy claras,
se aprecian fundamentalmente en 1la actividad de 1a RUBISCO vy
aungue con menaos claridad, también se observaron en la cantidad de
proteina-RUBISCO.

Se observd gque la actividad y la cantidad de RUBISCO tienden
a incrementarse con los ciclos de seleceidn. Sin embargo, la
relacidn entre la cantidad de enzima v la actividad no es
directamente proporcional, 1o cual indica que el aumento en la
cantidad de enzima es solamente uno de las varios factores que
intervienen en el fendmeno y por lo mismo solo da una explicacidn
parcial de las diferencias tan significativas que tiene el

rendimiento de gramno en los materiales usados.
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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 moments of devepment of plants of maizZe.

2.- The analisys- of the possibility to wuse biochemical
regulation of RUBISCO as 'a biochemical parameters for plant
breeding.

We used two models:

1.~ 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
Postranscriptional levels depending on the stage of rlant
development: this activity is olso regulated by the enviroment.

Seedlings from selected and non selected materials’ didn't
show any differences in the parametercs analysed (except the fresh

weight per leaf}.
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In the other hand adult plants show marked differences among

both populations.

It was observed thas bouth RUBISCO activity and RUBiSCO .
protein tend to increase throughout selection, however the rétid"“'
ﬁetween both parameters is not kept proportional, this points auti
that the increase in RUBISCO as protein is énly oné factor ofi"h

: : b
productivity among others. i



I.—~ INTRODUCCION.

La Ribulpsa~-1,5-bifosfato carboxilasa oxigenasa (RUBISCO) no
solamente es la enzima mas abundantg en la naturaleza sino gque
también tiene un papel fundamantal para la wvida de las plantas
pues participa en la conversidén de la energia solar en energia
quimica (proceso de fotosintesis). -

Par otra parte, bajo ciertas cundi:innes ambientales 1#
enzima puede incorporar Dz ; con ello dar origen a la
fotorrespiracidn, la cual es uné via desasimilatoria responsable
de la pérdida de grandes cantidades de fotosintatos.

Desde hace muchos afios esta enzima es estudiada por
diferentes grupos en todo el mundo y con los resultados de esas
investigaciones se ha logrado reunir una captidad muy importante
de infarmacidn que, sin embargo, estaA todavia muy 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
contipuan haciendo esfuerzos para lograr resultados practicos de
la informacidn disponible y puede decirse que actualmente  uno de
los propésitos mas importantes es ocbtener genéticamente plantas mas
productivas ya sea aumentando la eficiencia de la RUBISCO o
disminuyendo la actividad fotorrespiratoria.

El trabajo realizado por nuestro grupo en laos dltimos afios,
puede ubicarse en ésta AaArea de investigqacidn y tiene como
antecedentes los resultados gque Loza-Tavera et al. (1287)

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



los granos.

En ese trabajo, analizando el comportamiento de la a:tividaa
de la RUBISCO, se encontrd que‘coincidiendn con la fuerte demanaa
de fotosintatos que significa para la planta 1la mazorca en
farmacidén, en la hoja inmediatamente superior a la mazorca hay un
incrementoc muy notable en la actividad de la RURISCO.

Este incremento es mavor en las plantas que fueron
seleccionadas para mayor rendimiento de grano, lo cual es5 muy
interesante dadas las posibilidades practicas gue se pueden
derivar de éste conacimiento.

En &ste sentido, 21 presente trabajo esta enfocado a explicar
bioquimicamente las causas del aumento en la actividad de 1la
RUBISCO durante ei periodo de llenado del grano y a entender el
efecto que sobre ese macanismo podrian tener el estado fisioldsgiceo
de la planta v las condiciones ambientales donde é&sta se

desarvrolla.



I1.— ANTECEDENTES EIBLIOGBRAFICDS.

II.1.— La RUBISCO.

La Ribulosa—l,S—Bifusfatq CarboxilasasOxigenasa (RUBISCO ; E.
C. 4. 1. 1. 39) es una enzima localizada en el estroma de los
cloroplastos de todos las organismos que realizan
fotosintesis.Tiene una funcidn dual; la primera consiste en 1la
carboxilacidn de la ribulosa-1,5S-bifosfato (RuBP) formandose dos
moléculas de dcido 3—fosfoglicérico (PGA) y con ello da principio
la fotosintesis. La segunda es la incorporacidn de una molécula de
Dz a otra de RuBF para formar una molécula de PGA y otra de
2-P-fosfoglicolatao, con 1o cual da inicio 1la fotorrespiracion
(Akazawa; 1979).

Durante mucho tiempo no se aclard adecuadamente la presencia
de dos actividades tan diferentes ‘en una misma enzima, pero
finalmente, se demostrd que tanto la actividad de carboxilasa como
la de oxigenasa son llevadas a cabo por la misma enzima. El CDz
actua como inhibidor de la actividad de oxigenasa y el 0z hace lo
mismo con la actividad de carboxilasa (Ryan and Tolbert, 1975).

En el desarrollo normal de las hojas de las ﬁlantas
supe?iores bajo condicignes de iluminacidn continua o en ciclos
dia-noche, los cloroplastos se desarrollan a partir de organéloé
rudimentarios llamados praplast}dins. los cuales son mis pequenos

'QUe los cloroplastos, carecen de clorofila y de tilacoidesi ail

:.EIF iluminados se induce un marcado incremento en la cantidad de

diversas proteinas dentro de las cuales se encuentra la RUBISCO.

" El efecto de la luz sobre la acumulacién de la RUBISCO involucra



la participac:~n de un sistema capaz de detectar y transducir la
sefial de la iu: para cambiar la expresion de los genes (Eliis et
al., 1984).

La RUBISCO esta Tormada por dos tipas de subunidades "~ la
subunidad grande (LS) aue estiA codificada en el DNA del
cloroplasto, es sintetizada alli mismo vy constituve el producto
mas importante del sistema genétiéo del gloroplasto y la subunidad
pequelia (55) gue esta codificada en el DNA nuclear y se sintetiza
en los ribosomas del citoplasma como un precursor gue despuss sSe
transporta al intetior de) cloroplasto (Ellis, 1781).

La translocacion del precursor de 1la 55 al interior del
cloroplaste requiere de ATF. En cloroplastos aislados s ha
observado que el transporte tiene una km aparente para MogATP  de
0.2 M yv que la velocidad maxima se alcanza con 5 oM. (Flugae and
Hinz, 198&). El mecanismo involucrado es aoscure; sin embarao, el
hecho de gue tratamientos con Tosfatasa alcalina impidan el
transporte hace suponer la existencia de un traslocador especifico
que podria estar siendo fostforilado y de esa manera, permitir la
entrada del precursor de la 55 al interior del clotroplasto (Flugge
and Hinz, 128&).

Todo lo anterior plantea problemas muy especiales de
coordinacidn pues debe tomarse en cuenta aque en el cloroplasto
cada circulo de PDNA contiene una copia del gen de la LS, gue los
cloroplastos son poliploides y gue cada célula %Yiene muchos
Cloproplastos. De alli gue en cada célula existan varios cientos de

genes para la LS. Por su parte, en muchos eucariates se ha



ooservado gaue la 55 esta cooiTticada por una peauela tTamilia
multigenica nuclear (Ellis, 1281).

fAnalizando diTerentes etapas en el desarrollo de la seounda
haja de plantulas de trigo se encontrd gue las cantidades de 1loas
meansajes de las dos subunidaaes capaces de ser traducicos
artitTicialmenzte oDor los sSistemas de sintesis de proteinas de
germen ae trico v £. coli, se regulan de manera similar, pues
en ambos casos se nbs;rvé que tienden a disminuir a medida que las
hojas enveijecen. Sin embargo, la relacison de uno can respecto  al
otro fué¢ casi constante (Soeirs and Brady, 1981).

Un estudio paralelo realizado en el mismo modelo sirvic patra
determinar el comportamiento de la proteina. ge entontrsd  due la
tendencia de la holoenzima es muy similar a la de los mensajes ¥y
la evidencia mostrada durante todo el estudio sefala que
aparentemente la cantidad de subunidades no ensambladas es
sumamente peguefia (Brady, 1981).

l.a holoenzima es altamente soluble y puede alcanzar hasta I00

' an el estroma fr vive. La LS cbtenida por el tratamiento

myg ml
de la holeoenzima con detergentes o pH elevado es insoluble en
medios acuosos. 5in embargo, Ir vive es soiuble gracias a que
forma complejos con otra proteina denominada soluhbhilizadora de la
subunidad grande(BFP) (Ellis, 1981), la cual despué¢s de la RUBISCO,
es la proteina mas abundante en el estroma (Hemmingsen and Ellis,
1284) .

l.a BF también esta codificada en el oenoma nuclear y se

sintetiza en el citoplasma como un precursor gue luego es



transoortado al cloroplasto. Ya en 2i, se presenta en forms o=
cpmplejos de peso molecular wvariable los cuales pueden ser
disoregados reversiblemente agregando MaATF S mM. Las subunidades
formadoras de tales complejos tienen un peso molecular de 60 Kd
(Ellis et al., 1984).

Recientemente se ha informado que el peso molecular dce los
complej)os que forma la BP en promedico es de 720 Kd y que en
realidad scn dos tipos de subunicades las gue los estan formando
cada una con pesos moleculares cercanos a 59.8 Kd. Los anticuerpos
contra la BF no crduzan con 1los formados contra la L5 y 1o
contrario tampoco sucede (Hemminosen and Ellis, 19854}).

Una vez formado el complejo entre la BF y al LS, oste puede
romperse reversiblemente con la adicion de ATF 2 mM. No se ha
podido establecer el papel del ATF pero aparentemente en gste caso
no se utiliza para Tosforilar a las proteinas (Hemmingsen and
Ellis, 1984).

l.a RUBISCO purificada de plantas C—-4 es muy similar a 1la
extraida de plantas C-3 como espinaca, papa, calabaza, y lechuga.
El gran parecido en 10 gue se refiere a actividad, peso molecular
de la holenzima y de las subunidades, coeficiente de sedimentacidn
Yy composicidn de aminoacidos, permite sugerir gue esta enzima ha
sido altamente conservada durante 1la evolucidén (Berger et al,

1983).

I1.2.— Regulacidn de la actividad de la RUBISCO.

En suspensiones de lisados de cloroplastos frescos de



espinaca, la actividad osxigenasa de la RUDBISCO tiene un pH <&ptimo
de 8.4 a 8.8 ¥y la Km para ribulosa—~1,5-bifosfato es de 45 uM,
mientras que la Km para D2 es muy grande y probablemente esté
entre 1 y 2 atm. (Bahr and Jensen, 1974). A =su vez, la Km para C02
depende del organismo estudiado, pero en general se ha observado
que oscila entre 250 y 300 pgM {(Miziorkao and Lorimer, 1983).

El efecto del pH sabre las actividades de la enzima cuando
éstas se ensayan a las concentraciones ambientales de CD2 v Dz
sugiere gue el pH del estroma puede ser un punta muy importante
para establecer la magnitud del flujo de C por una u otra via
metabsdlica (Bahr and Jensen, 1774).

Para estudiar la actividad oxigenasa de la RUEISCO de
espinaca, la enzima requiere de una activacidén previa, la cual se
legra incubéandola con CDz b4 NQZ+ Yy es inactivada si éstos sa
remueven por filtracién en gel., La actividad observada es
dependiente de las concentraciones de CDZ Y N92+asl camo del pH a
que se lleva a cabo la activacién, lo cual indica gque en la
activacicén eastiA involucrada la formacién reversible de un
complelo enzima—CDz—MQ. Rado dque el CDZ y el Dz interactuan
competitivamente por el sitio catalsitico, la activacidn
de la oxigenasa con CDz N HQZ+ indica que la molécula de CUz que
participa en la activacidn no es la misma que interviene
en la reaccidn de carboxilacidn (Badger and Lorimer, 1974).

También en espinaca s ha observado gque para medir la
actividad carboxilasa de la RUBISCO al igdal gue para la aetividad

oxiaenasa la enzima tambien requiere de un proceso de
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activacidén con CDz y MQZ+. La activacidn as linealmente
dependiente de la concentracidén de CD2 e independiente de 1la de
M92+. Los anialisis cinéticos indican que la enzima primero
reacciona cocn el an’ que lo hace de manera reversible y qgue éste
es el paso que determina la velocidad de la reaccidén, gue
ensequida y de maneré muy rapida entra el M92+ para formar un
complejo ternario. Ademais, se propone que la activacidén de 1la
RUBISCO acurre por la formacidn de un carbamato en el residuo
de Lys que ocupa la posicidn 201 en las moléculas de la LS
(Lorimer et al. 1976).

En la bacteria Alcaligenes eutrophus se demostrd que la
RUBISCO al ser activada con COz Y MQZ+ experimenta cambios muy
considerables de actividad. La enzima inactiva tiene un coeticiente

de sedimentacién Sz de 17.53 S y a megida gue va siendo activada

[« RV
éste cambia a 14.3 S. Las cambios observados Tueron
reversibles (Bowien and Gottschalk, 1982).

En la actuwalidad muchos trabajos realizados sobre las dos
actividades de la RUBISCO reportan una activacidn previa de 1la
enzima misma que se lleva a cabo de muy diversas maneras 1leocando
a extremos como el reportado para hojas de cilantro en donde 1la

activacidn se da elevando las concentraciones de MgCl2 \Y NaHCDa a

20 @M vy 10 mM respectivamente e incubando 10 min a 30°C (McCurry
et al. 1978).
Un estudio realizado con la tercera hoja de plantulas de
-3,
trigo reporta que el CDZ ambiental al igual qgue el Mg”+ son  muy
impartantes para que la RUBISCO esté activa, sin embargo, en la

c&slula aparentemente existen aotros compuestos como el artofosfato



inorganico que son capaces de estimular la actividad de la RUBISCO
a niveles superiores de los que podrian obtenerse incubandola con
concentraciones saturantes de CDz Y M92+ (Boyle and Keys, 1987).

Otros autores partiendo de calculos acerca de las
concentraciones de CD2 Yy Mgz+ en el cloroplasto pensaran gue éstas
eran muy bajas en relacidén a las que se reguerieren para lograr in
vitro una actividad maxima de la RUBISCO y que probablemente en
las células otros metabolitos podrian ayudar a que 1 proceso
fuera mis eficiente. Algunos compuestos que mostraron efectos
positivos fueron el gluconato—-6—-F, :arbuxiribitnl—Pz, fosfato
inorganico, fructosa—Pz, NADPH vy glicerato—3-F mientras gque otros
compuestos como carbmxiarabinitol—Pz, xilulusa—Pz Y 2—pentanana—Pz
no estimularon la activacidén y se comportaron como inhibidores
competitivos respecto a la RuBP. Los daos grupos de compuestos
parecen interaccionar de manera diferente con la enzima, los
activadores lo hacen ripido y reversiblemente mientras que laos
segundos lo hacen lentamente. De acuerdo con un modelo
elaborado con los resultados experimentales se sugiere gue los
compuestos que tienen un efecto positivo se unen a la enzima Yya
activada por CDz b M92+y estabilizan el complejo ternaric formado
mientras que los que tienen efecto negativo aparentemante
tienen preferencia por formas inactivas de la enzima (McCurry et
ai. 1981).

For otra parte, se ha reportada que la RuBF es un Tuerte
inhibidar de la activacidén paor CDz ¥ H92+. En espinaca se abservdé

. . 2+ ;
gue cuando la holoenzima se incuba con CDZ y Mo en ausencia de
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Rubf eaAa mol de proteina toma 4.5 moles de CD; contra 0.356 que
entran si se incuba en presencia de 1 mM de RuBF (Jordan and
Chollet, 1283).

La inhibicidn por RuBF es menos Ffuerte en Rodospirililus
rubrum cuya RUBISCO estid formada por dimeraos de LS. En laoas dos
casos la inhibicidén sucede porgue aparentemente la RuBF al
reaccionar con la enzima provoca cambios que hacen dificil la
entrada de CO_ y Mg® (Jordan and Chollet, 1983).

Sin embarge in vive los cloroplastos de espinaca  pueden
acumular cantidades muy considerables de RuBF cuando é&éstos se
encuentran en ausencia de CDZ. La desactivaciéq de la enzima
paﬁece estar dada fundamentalmente por la ausencia de Coz, la
presencia de PGA puede estabilizar a la enzima activada y no se
observd correlacicén entire la desactivacicon que la enzima sufre vy
los niveles de RuBP acumulada vy es probable ague las efectos
inhbibitorios gue otros autores han reportado sean orioinados por
compuestos contaminantes de la RuBF utilizada en los ensayos
(Sicher et al. 1981).

En 1982 se reportaron mutantes de‘ Arabidopsis que para
realizar la fotosintesis requerian concentraciones ambientales de
CDz muy superiores a las naormales. No se encontraron diferencias
electroforéticas ni cinéticas en la RUBISCO de las mutantes y se
observo gue ese caracter estaba controlado por un gen nuclear con
herencia mendeliana simple cuyo praducto era muy importante en el
proceso de activacicon de la enzima por lo que se le denomine rca

(regulador de la activacidn de la carboxilasa). Sin embarao, quedd



la duda acerca del papel de este factor: si éste participaba
directamente en la activacidn o si 1o hacia evitando la
acumulacidn de compuestos inhibidores (Somerville et al. 1982).

El analisis electroforético de las proteinas del estroma de
las plantas mutantes reveld la ausencia de dos proteinas de
aproximadamente S50 Kd cada una ¥ con experimentos de
reconstitucidn usande extractos normales de Arabidopsis y de
aespinaca se reforzd la idea oariginal sobre el papel de estos
palipeéptidos. Con estos resultados se propuso gue la activacién que
la RUEBISCO reguiere para ser activa in vive es catalizada par una
enzima a la que se denominé RUBISCO-activasa cuyo mecanismo de
accion permanecia oscuro, pero que por sus reguerimientos (luz vy
membranas tilacoidales), permitia establecet relaciones entre los
procesos productores de energia (transporte de ed) y los que hacen
uso de la misma {(fotosintesis) (Salvucci e¢ al. 19835).

Con preparaciones de RURBISCO activasa de aspinaca
parcialmente purificada se abserva gue la Kact(CDz) de la RUBISCO
activada por este sistema era de 4 gmolar, contra 25-30 uymolar gque
se habia observado en 21 sistema de activacién expontanea de la
RUBISCO con €O, ¥ Ma® (Portis et ai. 1986).

La activacidn de la RUBISCO es independiente del sistema
Fer+redoxina—-Tioredaxina gque cataliza la activacion de varias
enzimas fotosintéticas mediante su  reduccidn con electrones
provenientes del agua y en este caso, la activacién se da atn en
presencia de aceptores artificiales como metil violdgeno "y

piocianina los cuales interrumpen el flujo de electrones (Portis



et al. 198&).

El mismo grupo que descubrid la RUBISCO activasa la purifice de
espinaca, contra la cual se hicieron anticuerpos. Usando &éstoas
glementns se puso de manifiesto la presencia de los dos
polip@ptidos que 1la forman en organismos tan diversos como
Chlamydomonas, Arabidopsis, espinaca, tabaco, soya, Trijol,
chicharo, avena, cebada y maiz. Las cantidades absolutas y las
relaciones entre los dos polipéptidos wvariararon de un organisma a
atro, pero el haberlos aencontradao en especies con origenes Yy
metabolismos tan diferentes, permitié a estas autores plantear la
hipé&étesis de que la participacidn de ésta nueva enzima
posiblemente constituyera un mecanismo general de regulacicn de la
actividad de 1la RUBISCO (Salvucci et al. 1987).

Otros estudios mostraron que en espinaca existe solo un  aen
de RUBISCO agtivasa ¥y gue los dos polipsptidos que normalmente se
observan tienen su origen en un precursor de 351 Kd ei cual
contiene un polipéptido de transito de 58 aminoacidos. Una vez que
el peéeptido ha entrado al cloroplasto, da origen al de 45 Kd y éaste
a su ver al de 41 Kd. Normalmente el de 41 Kd es el mas abundante,
pero hay ejemplos en donde las cantidades deée los dos polipeptidos
son iguales (espinaca) o en donde el de 45 Kd eé el mas
impartante (maiz) (HWerneke et al. 1988).

Sin embargo, sea cual sea la reiacien entre ellaos, esta no
cambia durante =1 desarrollo o en respuesta a factores ambientales
como la luz. For otra parte, en los mutantes rca de Arapidoposis se

sancontro que el mensaje de RUBISCO activasa es de un tamafio



considerablemente mayor (aproximadamente 200 nuclestidos), lo cual
hace pensar gue estos mutantes se originan por corrimiento del
marco de lectura o por alguna otra rcausa que aobstaculiza su
expresisn currecéaA(WErneke et al. 1988).

También se han hecho experimentos para tratar de entender el
mecanismo de accidn de ésta enzima y asi, se demostrd que en las
cloraplastos de los mutantes rca cuando son iluminados, ocurren
165 mismos cambios que se dan en plantas normales como son
aumento del pH y movilizacisn de iones coma M92+ entre otros pues
la actividad de la fructosa—1l,4-bifosfatasa que es afectada por
estas variables fué idéntica en ambos casos (Salvucci ed al. 17984).

Por otra parte, el sistema de RUBISCO activasa es dependiente
de ATP (Streusand and Portis, 1987) y aungque no se ha podido
establecer que papel juega este metabolito, Werneke y coi. (1988)
han identificado en los polipeptidas de RUBISCO 2 activasa dos
sitios que posiblemente tengan afinidad por nucledtidos.

También se ha observado que hay otros metabolitos coma ADFR,
DHAP y PGBA que tienen un etecto iphibitorio muy importante sobre
la actividad de 1la RUBISCD activasa y gue la relacidén qué
establecen con respecto a las éantidades de ATF puede  sar muy
imparténte para entender la regulacidn del sistema (Robinson and
‘'Paortis, 1988).

Partiendo de los antecedentes de gue la actividad de la
RUBISCO es considerablemente mayor en plantas iluminadas, se hizo
un estudic en tabaco vy gé observa gue en la oscuridad

aproximadamente la mitad de los sitios activos de la RUBISCO estan



ocupados por un ihibidor fosforilado de peso molecular peaueﬁa. L.a
unidén del inhibidor a la RUBISCO se da mejor s1 se ehsaya en
presencia de CDz Y H92+, pero el inhibidor puede ser removido con
altas concentraciones de SD‘=. Lo mismo sucede cuando la enzima se
precipita con sulfato de amonio al S0 %, pero la precipirtacidn con
polietilenglicol (PEG) es inefectiva (Servaites, 19835).

En extractos de papa se pudo demostrar que el campuesto
inhibidor antes referido carrespaonde al
2—carboxi—-D—arabinitol—-1-fosftato (CABP). Ademis, se observé que la
aftfinidad del inhibidor por la RUBISCDO no es la misma en todas las
especies en donde se encuentra este compuesto, posiblemente como
consecuencia de 1la ;ompetencia del compuesto con atros esteres
de fasfato (Gutteridoe et al. 198B4).

El CABP es estable en medio Acido ¥y en calor, perao no es
resistente a la accién de fosfatasa alcalina, la cual lo puede
afectar agn cuando esté¢ unido a la enzima. E1 inhibidor se
locali=o en el cloroplasto y se observd que la disminucidn de su
efecto inhibitorio, que se aprecia cldanda los tejidos san
iluminados, es contrarrestado por DCHMU, 10 cual hace pensar gue in
vIivo las cantidades de CABF podrian ser controlados por una
fasfatasa dependiente del fotosistema I1 (Seemann et al. 19835).

Un estudio reciente demostro que e;te tipo de regulacicn de la
actividad de 1la RUBISCO esta ambliamente distribuideo en las
plantas superiores y gue no es exclusiva de un grupo taxonomico.
Sin embargo, s muy importante hacer la aclaracien de que no se

encontro en gramineas como cebada., trigco y mai:z (Sarvaites et



al. 198s&).

La informacién que se ha mencionada hasta ahora peraite
distinguir dos formas de regulacidn de la actividad de la RUBISCO.

La primera involucra la reaccidn reversible de CDZ y MQZ+
para formar un carbamate corn un  residuo de Lys gue ocupa la
posicidén 201 en la LS ¥y no fTorma parte del sitio activo de la
enzima, de tal manera que la actividad maxima de la RUBISCO
puede lograrse incubiAndala con concentraciones saturantes de
CDZ Y MQZ+. Este proceso parece estar controlado por la
RUBISCO—-activasa (Kebza and Seemann, 1988). .

En la segunda, a la encima previamente activada, el CABF se
une en el sitio activo con una Kd= G.1%10° % M con 1o que se torna
inactiva (Seemann et al. 1983). En éste caso, la actividad maxima
de la RUBISCO no se restaura por la incubacion con CDZ y

M92+

(Kobza and Seemann, 1988).
Por la forma como se regula la actividad de la RURBISCO, en
las plantas C—-3 se han identificado los siguientes arupos:

l.—- Phaseovlus La actividad de la enzima es controlada por
los niveles de CABP los cuales responden a la intensidad luminasa
que reciben las plantas- Una wvez removido el inhibidor, para
lograr la maxima actividad de la RUBISCO no se reguiere activacion
con CO, vy 9" (Kobza and Seemann. 1988).

2.~ Beta La actividad de la enzima es controlada tanto por
niveles de inhibidor como por la activacién por an v H92+ {Kobza
and Seemann, 1988).

S.— SpIinacea No se ha demostrado la presencia de CABP, pero
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los experimentos realiz-ados sefialan la posibilidad ae gue existan
otros inhibidores y al igual gue en el arupo anterior, se ha

observado la necesidad de un periodo de activacién por CDz v
M92+ (Kobza and Seemann, 1%88).

Ultimamente se ha propuesto que al momento de pasar a la
oscuridad, las plantas empiezan a sintetizar CABF en tanto que
cuando ocurre lo cantrario da inicio la degradaciéen del mismo. En
éste casa, los datos se interpretaron en $érminos de gque 1la
sintesis de CABFP es considerablemente Mas lenta gue  su
degradacidsn {(Seemann et al. 1988).

La inTormacidén disponible indica gue la activacion por cuz y
M92+ tiene lugar en la L5 y que ademas, es ella la qgue c¢ataliza
las reacciones de carboxilacidn y oxigenacidn. En el caso de la §G
su impartancia no ha podido establecerse con claridad. Se ha
sugerido que pueage ayudar a disminuir el valor de Em (CDZ); ottros
autores opinan que facilita la activacidn por CDz Y H92+ Y hay
también guienes consideran que avuda a disminuir el efecto de
compuestos inhibidores. Sin embargo. laos datos al respecto son
contradictorios y lo tnico gue parece evidente es gue ayuda a la
holoenzima a adguirir y mantener la estructura gue le permite
llevar a cabo sus TfTunciones (Mizierko and Laorimer, 1983) .

Al respecto son interesantes los resultados de Andrews (1988)
quien demostrd que la LS de Synechpcoccus en ausencia de la sS

tiene una actividad apenas apreciable.



II.2.— Regulacidn por lu=z.

Los cambios de luz proporcionan las bases para la regulacicn
de bastantes fendmenos gue ocurren durante el desarrollc de las
plantas. El primer paso en todas las fotorespustas es la absorcidén
de la luz por un fotoreceptor. El fitocromo, un pigmento proteico
que absorbe luz roja es el fotoreceptor mejor caracterizado en las
plantas superiures; De los genes cuya esxpresidén se ha demastrado
que esti reaqulada peor 21 fitocromo destaca el de la §5 de la
RUBISCO, el cual, con experimentos de traduccidén irn vitre de RNA
pnli(ﬁ)+ ha permitido observar que un punto muy importante de ese
control es la velocidad con que se lleva a cabo la transcripcidn
de los genes, al respecto diversos autores han reportada 1la
existencia de una regidn de tamaffio variable pero menor de S0O0 pb
igeralizado antes del inicio de la transcripcisen v que
aparentemente es responsable del reconocimiento del estimuleo
luminoso (Kuhlemier et al. 1987).

De acuerdo con este planteamiento, en Chilorogonium se ha
demaostrado que la sintesis de la RUBISCO estia controlada por  luz
ézul, pues las c¢células, al ser iluminadas. incrementaron
fuertemente las cantidades de RMNAm para las dog subunidades y las
de los respectivos polipeptidos 1o cual indica 1la posible
existencia y participacion de un fotoreceptor diferente al
fitocramo (Roscner and Zetsche, 1986).

En cotiledones de Amaranthus hypocondriacus la sintesis 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 peripdo menar a8 4 h. A
tiempos mayores (12 h) se abserva ademas el incremento en 1los
RNAmM. Los niveles de los mensajes y- de las subunidades bajan
cuando las plantas son nuévamente puesta en oscuridad. For medio
de DCMU (ipnhibidor del transporte de e ) v GCCP (desacoplante de
la fosforilacidn) se observé que la falta de ATP no es la causa de
este fenomeno (Berry et al. 1984).

También en los cotiledones de Amaranthus se observd que en
lags prineras 4 h despues de que las pliantulas son pasadas de luz a
oscuridad, las cantidades de LS y §5 disminuyeron 10 y 20 veces
mas que las del resto de las proteinas. Estos cambios no
correspondieran con los niveles de RNAm funecional para cada
subunidad y se observé que en la oscuridad se increment;
notablemente la cantidad de mensaje funcional asociado a prlisomas
pero gue no se traduce, por lo cual se sugiere gque durante las
primeras horas de ausencia de luz la traducceién de los mensajes de
la LS y 85 es inhibida (Berry et al. 1988).

Sin embargo, parece gue Jla respuesta de las plantas
superiores a la luz no se da en todos los casas de la misma
manera. For ejempla, en cotiledones de calabaza se cbservd gue la
iniciacion de la acumulacicen de ios mensajes de la LS y 55 ocurre
2 0 3 dias despues de la siembra. cogincide con la aparicien de
RNA ribosomal cleoroplastico v son Tenomenos indenendientes a la

recepcicn o no de luz por las plantas {(Walden and Leaver, 1781).



II.4.- Estabilidad de la RUBISCO.

Durante la expansidn de la hoja no. 12 de plantas de arroz,
ia actividad de la RUBISCO se incrementa muy rapido Yy logra su
punte mas alto 10 dias después de gque ésta ha alcanzado su
superficie makima (Makino et al. 1984a ). A medida que la hoija
entra en senescencia se observa que la conductancia de CDZ declina
mas lentamente que la actividad de RUBISCO por lo gue los niveles
de CDz intracelulares se mantienen altos. Esto indica que la
resistencia estomatal aparentemente no es limitante de la
fotosintesis. La pérdida de actividad de la RUBISCO 25 similar a
la desaparicién de la RUBISCO y por otra parte, las propiedades
cineticas de la enzimas no cambian durante toda la vida de 1la
hoja, lo cual les permite proponer que probablemente la RUBISCO se
sintetiza masivamente al inicio y persiste gracias a que tiene un
recambio péqueﬁo {(Makino et al. 1984a).

Un estudio realizado con hojas primarias de plantulas de
cebada mostrd un comportamiento similar (Friedrich and Huffaker,
1984Q).

Otros autores han observado gue los cloroplastos gradualmente
van sutriendo modificaciones importantes lo cual podria
incrementar las resistencias internas a la difusién del EOZ y esto
si podria constituir una fuerte limitante en la capacidad
fotosintetica de los tejidos {(Wittenbach et af. 1i980).

Hasta ahora no se sabe mucho aeerca de la forma como se
degrada la RUBISCO. Sin embargo, analizando la senescencia de 1la

la. haja de plantulas de trigo se observd gue la disminucieon en la



cantidad de RUBISCO se da antes de que desaparezcan los
cloroplastos (Mae et al. 1984). Con estos resultados, los autores
sugieren la posibilidad de que la degradacidén de la enzima pudiera
ocurrir dentro del mismo cloroplasto. Sin embargo, es necesario
considerar gue esos experimentos no son suficientes para descartar
la posibilidad de que la RUBISCO pudiera =salir de los cloroplastaos
y ser degradada en otro lugar.

El esclarecimiento de éste punto es de vital importancia
tanto académica como priactica. Al respecto, cabe mencionar un
estudio en hojas de arroz en donde se encontre gue la cantidad de
RUBISCO sintetizada estaba en relacidén directa con la cantidad de
N de gue la planta disponia. A medida que la hoja envejecid la
RUBISCO disminuye por lo que se suoiaere gue dada la abundancia de
la RUBISCO en la célula y la forma de sus relaciones con el N
ambiental, ¢sta enzima podria constituir un almacsn importante de
N orgadnico que la planta podria reutilizar (Makino et al. 1984h).

Se han realizado diversos estudios utilizando diferentes
modelos experimentales con 21 propeosito de encontrar una
explicacidn a la Torma como ocurre la degradacien de la RUBISCO.

En las hojas de cebada sometidas a envejecimiento (cortadas),
se observd que se incrementa la actividad de dos endopebptidasas
localizadas en la vacuola y gue aparentemente se presentan otrao
tipo de oroteasas cuya laocalizacidon en la celula no fue precisada,
pero gue al igual que las de la vacuola. son  altamente activas
spobtre azpcasina y RUBISCO purificada (Miller and Hut faker,

1985). Estos resultados sugieren gue algunas de estas nuevas
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proteasas podrian estar localizadas en el interior de los -
cloroplastos. Sin embarco, no se pudo descartar la posibilidad de
gue la degradacidn de los mismos y de sus componentes se llevara a
cabo con la participacion de las enzimas wvacuolares.

En las mazorcas tiernas de maiz se aislaron 4 aminopeptidasas
y una endopeptidasa de pesas moleculares de 72, B&.5, B3I, 61 v &7
Kd t+respectivamente. Las aminopeptidasas fueron fuertemente

inhibidas por zn®", cu®’, Ho®*

y p—mercuriobenzcato en tanto gue
la endopeptidasa 1o fue solamente por p—mercuriobenzoato, pero la
localizacidn de todas ellas tampoco Tué establecida (Vaodkin and
Scandalios, 1980).

Aislando cloroplastos intactos de chicharo y usando sustratos
artificiales se demostroe que en el. estroma existen tres
aminopeptidasas coen pesos moleculares de 269, 84 y 42 Kd
respectivamente. A diferencia de las de vacuola, Sstas tienmen un
pH dptimo mayor de 7.0 y son innibidas por DTT, la cual hace
pensar que son mas activas durante la noche. 8Sus caracteristicas
son muy similares en diferentes etapas del desarrollo de las
plantas, lo cual hace suponer gue su Tuncisn Tisioldgica no  se
restringe a la etapa de senescencia. Con el ensavo utilizado na se
encontraron carboxipeptidasas (Liw and JagencorT, 1984).

Tambien en cloroplastos aislados de plantulas de cebada se
identificaron tres aminopeptidasas de pesos moleculares de 66.7,
56.5 ¥ 54.46 Kd distribuidas en proporcilones mas O menos iguales en
el estraoma y en los tilacoides. Las enczimas resultaron sensibles a

inhibidores de tipo sulfhidrilo. La actividad de las mismas
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disminuyé con la senescencia de las hojas, pero no desaparecieron

ni se observaron formas nuevas y con polépéptidos artificiales
demostraron ser selectivas para cierto tipo de aminoicidas, por lo
cual se sugiere que su participacidén podria consistir en
desestabhilizar a las moléculas de RUBISCO para que después
continue su degradacidn (Thaver et al. 1988).

Al respecto, expérimentos hechos en S. cereviceae :uns;stentes
en la expresidn de la fgalactosidasa y la unidn de la ubiquitina
al extremo amin6 terminal de la misma demostraron qﬁe la
degradacidn de la f3-galactosidasa era mas rapida si la ubiﬁuitina
se uni; a Phe, Leu, Asp, Lys, Arg y Pra, razdn por la ﬁual se
propaone que en los sistemas bioldgicos la existenéia de
aminopeptidasas podria ser fundamentail, pues permitirian i1a
exposicidn de algunos de los residuos antes mencionados y de esa
manera controlarfan controlar la wvelocidad de degradacién de las
proteinas (Bachmair et al. 198&).

8in embargo, existen experimentos que muestran gue durante la
senescencia, la degradacidn de la RUBISCO no es mayor o menor que
la que sufren el resto de las protefnas. En un anilisis de las
hajas primarias de plantulas de cebada se observd que el
parcentaje de la RUBISCO en la proteina soluble al principio es de
&0 % y gue a medida que el envejecimienta avanza esta proporcidn
no solo se mantiene sino que incluso 1llega a aumentar hasta un
g0 % aunque finalmente terminaA siendo el 52 % (Friedrich
and Huffaker, 1980).

En la hoja bandera de trigo durante el llenado de los granos
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se observd que aun cuando la proteina  total wva disminuvendo el
porcentaje de RUBISCO con respecto a 1a proteina soluble se
mantiene casi siempre por arriba del 40 % (Wittenbach, 1979).

En muchas plantas y en soya en particular, se ha observado que
los primeros sintomas de la senescencia son la declinacién en la
actividad fotosintética, clorofila y N total de la haja asi como
un incrementoc notable en la actividad proteolitica y gue junto con
estos cambios se ogbserva desorientacidén en las lamelas de los
cloroplastos (Wittenbach et al. 1980},

Sin embargo, estudios realizados en las hojas primarias de
plantulas de cebada mostraron que la perdida de clovrofila es
posterior a la degradacidén de la RUBISCO y que aparentemente Ila
decradacidn de ambas ocurre por mecanismos distintos gue
propablemente tenoan wuwuna regulacidn diterente (Friedrich and

Huffaker, 1280).

II.S5.— La RUBISCO y el mejoramiento de las plantas.

El maiz es ung planta C4 y éstas, a diferencia de las que
tienen el cicla Ca’ realizan la fijacien del CQz con la
participacién de dos enzimas fundamentales: la TfTosToenclpiruvato
carbaxilasa (PEFCasa., E.C. 4.1.1.31) Y la RUBISCO. En al
funcipnamiento de ampas es muy importante la compbartamentalizacicon
gue manitiestan: la PEPCasa se locaiiza mavaritariamente en las
celulas del mesaTilo en tanto gue la RUBISCO lo hace en las del
haz wvascular (Rav and Black, 1979).

La PEPCasa realiza la Tijacién primaria del CD2 mediante la
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carboxilacién del fosfoenolpiruvato, el malato formado pasa a las
céliulas de la vaina del haz vascular en donde es descarbarilado.
E1l CDz producido de esta manera es el que aprovecha la RUBISCO
para llevar a cabo el ciclo de Calvin {(Ray and Black, 127%).

Desde hace mucho tiempo se sabe que ia capacidad de
crecimiento de todos los érganos de la planta esta determinada por
la eficie;cia con que se fija el CD2 y la forma en que se
distribuyen los productaos sintetizados (Gifford and Evans, 1983).

Diferentes grupos de investigadores han abordado el problema
desde varios puntos de vista. Asi, Chtistensen y col. (1981,
mostraron gue el reparto de los productos de la fotosintesis es un
fendmeno muy compledo y observaraon que en maiz cuando la mazorca
se quita tres dias despues de gue fTue polinizada, disminuye
notablemente la vida de las hojas; su metabolismo tambien se
madifica pues aumenta 1la cantidad de azucares y baja la de
compuestos nitrogenados.

En un sigtema similar, Crafts—Brandner vy Foneleit (19870)
encontraron que al guitar la mazorca, ademas de los cambios
hen:ianados, se observa que la actividad Tfotosintetica disminuve
considerablemente como resultado de la perdida de actividad tanto
de la RUBISCO comg de la PEPCasa, sienao esta ultima la que
resulta mas arectada. Los mismos autores sefialan que estos cambios
son independientes de la concentracidén interna ae CDz (la cual
campia muy poco}, por lo gue suaieren gue la FEPCasa padria  tener
un papel regulador muy importante y participar de alguna manera en

el reconocimienta de las seffales gue podria enviar el organo que



recibe los productos.

La importancia de la fotosintesis en la produccien y el hecho
de que en las plantas C‘ ocurra con la participacién de dos
enzimas, ha motivado a muchos investigadores a preguntarse cual de
ellas es la mas importante.

Usuda (1984) encontrd que en plantulas de maiz la tasa
fotasintetica esti estrechamente relacionada con la actividad de
la RUBISCO, 10 cual sugiere que la tregulacidn de ésta enzima puedse
constituir un paso critico en la magnitud de la fotosintesis
realizada. Ademas sefiala que otros autores no han encontrado esa
correlacion, probablemente como resultado de no considerar
adecuadamente la capacidad fotosintetica de cada uno de los
tejidos qgue foman a la planta.

Crafts—-Brandner v Foneleit (19287ai . analizando el
compaortamiento de la actividad Ffotosinteética en diTerentes
poblaciones de maiz durante el periodo de llenado del grano,
encontraron gue la actividad de la RUBISCO estuvo fuercemente
correlacionada con 2@ consumo de CDz en btanto gue la actividad de
la FEFCasa @mostrd una actividad siempre alta ¥ sin relacion
aparente con el consumo de CDz’ por lo cual proponen gque en esta
etapa del desarrollo de las plantas de maiczc tambien es la RUBISCO
y no la PEFEasa la gque limita la fijacion de COZ.

Pe igual forma, analizandg el per:igcao de llenado del grano,
2n nuestra laporatoria (Loza-Tavera et al. 1987) se encontro qgue
en esa etapa, la actividad de Ila RUBISCO sa incrementa

notablemente, siendo los cambios mayores en las pobDlaciones aue
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fueron seleccionadas genéticamente para aumentar su rendimiento ce
grano. For su parte, la actividad de la FEPCasa no presenid
mayares cambins y tampoco fueron evidentes arandes diferencias
entre las poblaciones analizadas.

Los resultados de este Gltimo trabajo hacen pensar que los
avances logrados con la seleccicon para mavor rendimiento de grano
a gue se sometieron las plantas " ham sido posibles gracias a
que s=e modificaron aspectos importantes en la cantidad vy/o
regulacien de la RUBISCO.

Sin embargo las relaciones entre la actividad de la RUBISCO vy
el rendimiento de granao de los cultivos a pesar de haberse
estudiado con cierto detalle en diferentes espe;ies son ambiguas,
ella tal vez se deba a la complejidad del TJeneomeno y a aue
probablemente no se han utilizado los madelos experimentales mas

adecuados (Zelitch, 1982).
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iI1l.—- PLANTEAMIENTO DEL FROBLEMA.

En los antecedentes se ha hecno 4nfasis sobre el papel tan
importante de ia RUBISCO en todos los seres vivos que realizan
fotosintesis y es palpable la necesidad de entender mejor la
regulacidén de su actividad, pues de elle podoritan derivarse
contribuciones a la solucidén de impartantes probolemas agricolas
relacionados con la produccidén.

Con base en lo anterior, el presante trabajo se estructura

buscando dar respuestas a dos cuestiones Tundamentales:

1.- Biogquimicamente: ¢ De que manera se regula la actividad de
la RUBISCO en maiz=? vy iCémo se atecta la regulacien por el

estado Tisioldoico de los tejidos analizados?

Z.—-)Gue posibilidades existen de que a traves del estudio de
la regqulacicdn de la actividad de 1a RUBISCO se puedan
obtener criterios que pudieran emplearse en los trabaJos

de mejoramiento genetico?

Iv.—- 0OBJE7TIVOS.

Sopre 21 particular se hace 1a aclaracion ae gue S@ste fravajo
forma parte de las actividades aue se trealizan dentro de un
provecto interdisciplinario gque tiene como objetivao Tundamental

explicar bicouimicamente las caracteristicas de las plantas de
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maiz que se distinguen por sus altos rendimientos de grano.

Como una consecuancia de lo anterior, se tienen consideradaos
otros objetivos no menos importantes camo es el analizar las
posipbilidades de abtener criterios bioguimicos gue pueacan ser
propuestos para ser utilizados en los programas de mejoramiento
de eésta y otras especies.

Con base en 1o anterior, para este trabajo se planctearon los

siguientes objetivas particulares:

1 .- Analizar =i el incremento en la actividad de la RUBISCAO
que se ha reportado durante el periodo de lienado de los
granos en maiz estid determinado por incrementos en ia

cantidad de la enzima respectiva.

N
!

. Cbservar si el fenomeno repotrtado en plantas adultas as
caracteristico de esa etapa, 0o si es algo que se

manitiesta en otras etapas fisioldoicas de la plansta.

- Explorar las posibilidaaes de cue existan diterencias

ul

gignificativas en la reculacion de la actividad de
la RUBISCO en variedades con rendimientos ae  oranag

contrastantes.

4 .~ Analizar las posibilidages de aue los parzametros aue
muestren esas probables diferencias entre poniaciones
sean recomendados como criterios de seleccion de

nuevos materiales con mavor nivel de rencimiento.
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V.- DISERQO EXFERIMENTAL.
Con el Tin de jurgar la wvalidez de los planteamientos
anteriores y para cumplir con los objetivos planteades con base en

ellos, los experimentos se hicieron usandc dos modelos biglégicos:

1 .~ El desarrollo de una hoja en pléntulas de maiz.
Este periaodo se caracteriza por un crecimiento
vegaetativo muy activo v necesario para que la planta

loore su establecimiento.

2 -— El periodo de llenado de leos granos de la mazorca.
For informacidan en la literatura (Tanaka and Yamaauchi,
1972) en donde se analizd ia contribucicn relativa de’
las difrentes hojas al rendimiento de grano vy paor
investigaciones realizadas por nuestro grupo
{Loza—-Tavera et al. 1987) se decidic¢ que la hola
inmediatamente superior a la mazorca es la mas 1ndicada
para estudiar los campbios que pudiera sutrir la
regulacicen de la actividad de la RUBISCO durante ei

periodo de llenado del orano.

En los dos casos se usaron dos tipos de poblaciones ae mal:z

age la varienad Zacatecas 38B: meJoradas y la ORIGINAL. Las primeras
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provienen de la poblacicn_DRIEINAL de la cual Tueron seleccionadas
por mayor rendimiento de gramno, a traves de 13 y 18 ciclos de
seleccidn masal estratificada v que amaplemente fueron
proporcionadas par el Dr. Jaseé Maolina Galan del Centro de Genetica
del Colegqio de Fosgraduados, Montecillas, Edo. de Méx:ico.

La razdn de utiiizar &stos materiales es gue se dispone tanto
de la poblacién ORIGINAL como de las poblaciones gue hkan sido
derivadas de los diferentes ciclos de seleccién y entre las cuales
existen diferencias significativas en el rendimiento de grano ten
este programa de mejoramiento los incrementos en el rendimiento se
han sostenido en 3.7 %4 /7 ciclo {lLoza—-Tavera et al. 1987)1.

Esto hace que 21 conjunto de materiales sea idéneo para
investigar si la regulacién de la actividad de 1la RUBISCO esta
involucrada con la mayvor capacidad de rendimiento oue Se abserva
en las paoblaciones due han sido mejoradas y al mismo tiempo, daao
que permiten estudiar las modificaciones gque wvan sufriendog 1as
pablaciones a medida que van siendo mejoradas, pueden establecerse
correlaciones entre tales cambios vy el renadimiento de grana, es
decir, se puede explorar la posibilidad de obtener nuevas
criterios para saleccipnar plantas con mavar capacidad ae

rendimiento.



Vi.— MATERIALES Y METADDS.

VI.l.— MATERIAL EBIOLOGICO.

En éste estudio se utilizarcon plantas de maiz de 1la
variedad Zacatecas S8 ORIGINAL y de poblaciones derivadas de 1la
mismas btenidas después de 13 y 18 ciclos de seleccicn masal para
rendimiento de grano (SM-13 y SM—-18 respectivamente}). Se usaron
plantas en dos etapas de desarrolio: plantas adultas y plantula;.

En ei caso deplantas adultas, los materiales fueron sembrados
por el Dr. Jose Molina Galin en 1los terrenos del Colegio de
Posgraduados en Montecillos, Edo. de México bajo condiciones de
riego.

Para los analisis de planvculas, éstas se obtubieron en
invernadero y se tomaron diferentes etapas del desarvollo de la

segunda hoja {cuadro 12).

VIi.2 — MUESTREODS.

VI.2.1.—- FLANTARS ADULTAS.

Para el analisis de las plantas adultas se hicieron
muestreos semanales d& ia hoja inmediatamente superior a la
mazorca en siete plantas tomadas al azar durante el per:iodo de
llenado del grana el cual se consideras como el comprendido
desde el mamento en gque hubo floracidn masculina en el S50 X de la
poblacian hasta que los grangs de la mazorca alcanzaron la madurez

fisiologica (dicho periodo tuvo uwuna auracicn aproximada de SO

dias).



Frimeramente las hojas se pesatran, se lavaron con
deteraente y s=Se enjuagaron con abundante agua destilada.

Despues se les cortaron los extremos y la nervadura central.
Hecha lo anterior, se combinaron las siete hoajas vy buscando que
guedaran igualmente representadas se hicieron paguetes de S a los

cuales se guardaron en N liguido. Los analisis se hicieron por

triplicado en estas muestras.

VI.Z2. 2. - PLANTQLAS.

En el caso de plantulas, el analisis se limité a diferentes
edades fisioldagicas en el desarrollo de la sagunda hoja
(cuadro 1).

Fara esto a las hojas seleccionadas se les corte la vaina vy
de mamnera indiwvidual a cada hoja se le hicieron las

determinaciones gue se reoortan. Las determinaciones se reoitieran

entre 8 y 10 veces.

VIi.2.3.—- DETERMIMNACION DE PESD SECQ.
Las muestras se pusieron en calor seco a &0°C hasta cue al

peso ae las mismas se mantuvo constante.

VI.2.4.— DETERMINACION DE CLORDFILA.

Sa hizo a partir de .3 g de hojas, las cuales se
homogoeneizaron con 7 mi de acetona ai BO W, Las 1lecturas ge
hicieran 2n un espectrofotemetro Pyve Unicam SP&6-350 segun 1lo

reportado por Bruinsma (1943).
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CUADRO 1
EDADES FISIOLOGICAS SELECCIONADAS FRRA EL
ANALISIS DE LA SGUNDA HOJA EN FLANTULAS DE MALIZ DE
LAS VARIEDADES ZACATECAS S5 ORIGINAL Y =M-15.

ETAPA DESCRIFCION

1 LA SEGUNDA HOJA APENAS EE VISIBLE EN TANTO QuE
LA HOJA COTILEDOMAR PERMANECE EMNRROLLADA s AUN
NG SE LE DISTINGUE LA LIGULA.

2 LA SEGUNDA HOJA CONTINUA ENRROLLADA.
LA LAMINA FOLIAR DE LA HOJA COTILEDRDO N AR SE HA
EXTENDIDO Y SU LIGULA ES VISIBLE PEROQ AUN NO
SE ENPONE.

- LA SZEGUNDA HOJA EMPIEZA A DESEMNRROLLARSE, LA
PRIMERA TIENE LA LIGULA BIENM ENPUESTA Y SE
MISTINGUE UNA PEQUERNA PARTE DE LA LAMINA DE LA
TERCER HOJA.

4 LA SEGUNDA HOJA NO =F HA DESENRROLLADO
COMPLETAMENTE. TIENE UN TaMAFO CASI IGUAL AL
DE LA HOJA COTILEDONAR
LA TERCER HOJA YA ES CLARAMENTE VISIBLE PERO

PERMANECE ENRROLLADA.

3 TANTO LA PRIMERA COMO LA SEGUNDA HOJAS TIENEN
LA LICULA EXPUESTA. SON VISIBLES Las LAMINAS
DE LA TERCERA ¥ CUARTA HOJAZS.
EN ESTE MOMENTO LA SEGUNDA HOJA HA ALCANZADO
suU TAaMANO MAXIMO Y DEJA DE CRECER.

& = DIAs DESPUES DE QuUE A SEGUNDA HOJA HaA
ALCANZADO sSuU Tasmallo smaxivo.

7 Z DIAS DESPUES DE QUE LA SEGUNDA HOJA HA
ALCANZARO st TaMmMallo sMaNIMO.

e —— e —— ———— ]
e e
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VI1.2.5.-DETERMINACION DE PROTEINAS.

La medicién de ¢stas se hizo en el extracto de las hojas,
para 1o cual se tomaron alicuotas de 150 nl gue se precioitaron
cén-TEﬁ al 72 % a n°% por 30 min., se centrifuge a 2520 g par S
min. ¥y 2l precipitado se resuspendid en agua y se ajuste el pH a
8.0. La determinacian final se hizo sioguiendo el metodo de
Peterson (1%277), la absorbancia se leyd en un esoectrofotometra
Pye Unicam SP&-550,. Con albimina de bovino se elaboré una curva

patron de 0 a SO0 po.

Vi.2.6.— PURIFICACION DE RUBISCO DE ESFINACA.

Se siauid el método de Wishnick and Lane (19271) al cgual se
hicieron alogunas moditicaciones. Todos los pasos se llevaron a
cabo a 0°C.

Se homoaeneizaron 40 a de hNojas de espinaca sin nervadura con
S0 ml de amortigurador Tris—HCL 25 M con pH 7.5 .

Se filtrd con 4 capas de gasa y se centifugo 30 min a 10,0000
(centr:i:fuga Beckman JZ-21 rotor JA-Z0). Al sobrenadante se le
agrego sultTato ge amonio hasta alcanzar una concentracién de 35 %
Yy sé centrifuge atras 15 min a 10,000a. Al sobrenadante sa le
affadic mas sulfato de amoniao hasta que la concentracicon fTfinal fue
S5 %4 ¥ se volvid a centriTugar 19 min a 10,000a.

El precinitado se resuspendic en un volumen minimo de Tris—HCl
25 oM, EDTA 0.1 mM, RCI ©.1 M v pH 7.85.

El nuevo extracto se pasd por una columna de Sephaacer G—L100

de la que se eluye con el amartiguacor uJdsado para la
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reéuspensidn que sé hizo después de la precipitacién.':mn ‘sulfato
de amonio al 955 %.

L.a proteina se sicuid por su  absorbancia a 280 mm vy las
fracciones gue contenian el primer gtran pice de proteina se
reunieraon y se dializaron contra un amortiguador compuesto de
Tris—-HC1l 25 mM, EDTA O.1 mM yv pH de 7.5

El dializadao se pasd par una columna de DEAE-celulasa y se
lavéd exaustivamente con el amortiguador de dialisis. La muestra se
eluyd con un gradiente de NaCl de O a 0.5 M. La proteina se siguis
por su absaorbancia a 280 nm y las fracciones que cantentian el pico
de proteina se reunieron y se precipitaron con sulfato de amonio
al S5 “. El precipitado se recuperd centritugando 30 min a 10,000qg
y se resuspendid en un volumen minimo de amortiguador de dialisis.

Ei siguiente paso cansistie en dializar contra el mismo
‘amortiguador para quitar el exceso de sales.

El dializado se pasdé por una columna de DEAE-Sephadex A—-59,
de donde se eluyé con un gradiente de NaCl de © a 0.5 M, la
proteina se recuperd de la misma manera como s& menciong antes.

La proteina obtenida de este ultima paso al s&r analizada por
electroforesis en celes de acrilamida nativos y. desnaturalizantes
con SDS mostrc las bandas esperadas de una muestra pura de RUBISCO
con pesos moleculares que son muy sSemejantes a Los reportaagos  en

la literatura (Wishnick and Lane, 1971).
VI.Z2.7.— OBTENCION DE ANTICUERPDS CONTRA RUBISCO.

Con 1a RUBISCO de espinaca purivicasa por el asguema

descrito., se inocularon coneJjos de un mes Ae s2asd. La suspensicn
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inyectada se obtuvo mezclanado partes iguales de la solucién
proteica con el adyuvante completo de Freund. El esauema utilizado
es 21 que a continuacidén se presenta, mismo que fueé utili=zado por
Yamez—Estrada (1982) para la optencion de anticuerpas contra la

deshidrogenasa glutamica.



Esguema utilizadu'para la. obtencién de anticuerpos contra

RUBISCO.
mezcla
antigeno—advuvante
dias valumen antigeno via
mi CoMg
O Q.4 100 cojinetes plantares
=] 0.4 100 subcutanea dorsal
36 1.0 250 w "
4= 1.0 280 " "
Si 1.5 300 " "
a9 1.0 [-1vle] - "
70 1.5 1300 subcutanea abdominal
76 sanagrado de prueba
8& 1.5 1300 subcutanea abdominail
2?7 2.0 1500 " u
104 sanorado - de .. prueba
103 puncicn carcdiaca
o o o — — — e ——
e — N I R —

f— PR . : o —— D

LLa sanare obtenida se dejd coagular ¥y se incube 1 h a 377C.
. - . e E

Después se centrifuad 10 min a 40000 a 4°C.

El titulo de 1l1los anticuerpos se obtuva determinanac la
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capacidad del suerg para formar precipitados con la maxima
dilucidn del antigeno. Fara este propdsito se prepard una solucion
de RUBIECO al 1 %L ¥ el titulo obtenido fué de 1: 146000, El suera
aotenido se dividid en alicuotas y se almacene a -70°C. Despues se

usd para la determinacion de RUBISCO por inmunoelectrotoresis.

VI.Z2.8.- INMUNGCELECTRGFORESIS (Laurell, 1272).
Soluciones amnleadas:

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

Amortiocuador de corrida: Tris-HC1l 30 mM, glicina 15 mt a pH
de 2.0

Solucidén para teffir: Azul de comassie 0.1 %4, alconol etilico
30 %y Acido acetico 10 4.

Solucison para destefiir: Alcohol etilico SO %L y acido acetico

Solucidn conservadora: fAcido acetica S %

Fracedimiento.

Para elaborar las placas se preparan 14 ml de una solucien
con 1 % de agarosa y se pone e2n bafio maria.a 92°C hasta que se
funda. Se toman 2 ml, se distribuyen sabre toda la placa v se
deja secar.

El testo de la solucien se deja enfriar hasta s0°C Y antonces

s acregan 150 ul de la sgiucién ae anticuerpos evitanao Jque se

4}
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fTormen burbujas e inmediatamente se paone sobre la primera caba.
debe tenerse especial cuidado en que la gistribucieon sea unitorme.
Una vez que esta ultima ha solidificaoo, se pone en una camara
humeda y se deja entriar a 4°c.

Finalmente se hacen los oriTicios para las muestras. se panen
éstas (19 ul) y sobre ellas se colocan S pl de de una solucidén de
azul de bromoftenol al 0.1 4L gue se usa como indicador oe la corrida.

Las placas se colaocan en el eguipo (LEB Z117 Multiphor) y el
circuito se cierra estableciendo un puente con papel Tiltra.

La corrida se hace a 10°C., con voltaije constante a 10 V em *
y 2n egas condiciones tarca aproximadamente 8h en alcanzar el
extremo opuesto.

Desoues de =ssto, las piacas se humegacen con agua, s€ cubren
con una capa de papel Tiltro humeooc v S =zecas, se coloca una placa
de vidrio sobre ellos v se prensan con aleun objeto aue pese
apraoximadamente 1 kg. La presion se repite - veces a intervalos de
2 a 3 min.

Fosteriormente las placas se lavan con una salucicn age NaCl
D.1 M 2n 1a gque permanecen 1S min v oespues se prensan. El lavadao
con Nacl y el orensado posterior se repiten una vez mas.

Fara tefir las olacas se colgcan en la solucicon de azul de
Comassie durante T min.

- -
-

Finalmente. las placas se lavan con agua corriente por a I
min y despuss se ponen =N l1a soluczon para gestefiir en donae

permanecen por 4 o 3 h.

En estas condiciones el metoda permitico cuanTiTicar la
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‘cantioad de proteina—RUBISCO en sniuciones“q@é.cuh;en#én'de-D a 1

mg de proteina—RUBISCO/ml.

VI.2.92.- MEDICIGON DE L& ACTIVIDAD DE LA RUBISCO (Fike, 1957).

lLas hojas de plantulas (o del material al que se le va a
medir la actividad), se pesaron y se tom& una parte para la
determinacién de cloratila. El resto se homogenizcd en un  mortera
frio con 1 ml de amortiguador de extraccidcén compuesto por N;zEDTA
0.25 mM, DTT S mM, ascorbato de sodio Q.1 My icida

"dietiltiocarbamico 0.35 mM, HEFES 100 mrt y pH de 7.8.

El extracto =& microfuod S min (Microfuga Beckman B) y el
sobrenadante se use para hacer las determinacicones de actividad,
proterna solunle y proteina—-rUBISCO.

El1 ensayo se llevd a csbo en viales de cristal que
normaimente se usan para contar liguido de centelleo a los gue se
les aaregaron 50 gl de amortiguador de ensavo (comouesto de DTT
SmM, NgClz 20 mM, HEFES 100 mM v pH 8.2), S 121 de

ribulosa—1,5-bifostato 20 miM. S5 ul de l‘~!a\H]"q'l:‘.l:I:_I 0.5 M con actividad

egpecrtica ae O.1 uCi ymula_1 (Amersham) y 35 i1 del extracto
enzimatico.

En casi todos los experimentos se hizo una activacidn previa
de la RUBISCO; para ello el extracto se mezcle comn uwna solucian
concegntrada ge ngClz v NaHCDa hasta alcanzar una concentracisn
final de 10 mM y 15 mM respectivamente y se ihRcubg a ZI0°C por 2.5

min. v con asta preparacicon enzimatica se orocedid a  hacer la

medicien de la actividad.
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En algunogs exparimentos no se realizgd esva activacidng an
estos casos las concentraciones TfTinales de HgClz v NaHCD3 se
mantubieron vy solamente se suprimid el tiemoo de activacién.

fara hacer 2l ensayvo, en lag viales se pusieron todas los
compaonentes, se incubaron a 30°C gor 2 min. e inmediatamente se
inicid la reaccién agrepando 21 extracto enzimitica.

Fara cada extracto se hicieron cuatro puntos: O, 20, 40 y &0
seg. al término de ios cuales la reaccidn se para agrecando 109 ul
de una solucicn de HCl 3 N en metanol.

El siguiente paso fue evaporar las muestras en bafo maria
para aquitar el CDZ radioactivo que no Tué incorporado por la
reaccidn.

£i1 precipitado se resuspendio en 75 wl de agua ¥ se mezclé
con 7 mi de ligquido de Bray.

Fara cuantificar la cantidad de radioactividad incorporacda
las muestras se dejarcn reposar en oscuridad al menos 2 h ¥ se
analizaron en un contador de centelleo (Packard MINAXI 7 SERIE

4003) .

VI.Z2.10,—- LIQUIDD DE BRAY (Brav, 1%760).

Este se preparc de la siguiente manera FFO Z2a, POPOFP O.lo,
nattaleno 30 o, evilenalicol 10 ml, metanaol S50 ml y se ators con
diaxano a 300 ml.

€e agitge hasta gue deJsaron ae opsarvarse _crxstales y sea

guardo a temperatura ambiente protegido de la lu=z.
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VI.2.11.— Analisis estadistica.

Los resultados presentados en el caso de plantulas son
promedios de 8 a 10 repeticiaones inhdependientes y de I para el de
piantas adultas, en las graficas cama punto se presenta con la
desviacidn estandar obtenida.

Por otra parte, los promedios se caompararon mediante la
prueba de t (Snedecor and Cochran, 1980C) y cuando las diferencias
entre ellas fueron mayores a las calculadas con una p=9.05 se les
menciocna como significativas, en tanto gque s1 fueron mavores a las

obtenidas con p=0.01 se les reTtiere como altamente significativas.
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VII.- RESULTADOS.

Los resultados obtenidos se desalozan en los sicuientes
puntos y al mismo tiempo se sefialan las poblaciones usaocas en caaa

caso:

VII.1l.-"Fliantulas (poblaciones ORIGINAL v SM—18).
VII.Z2.- FPlantas adultas (poblaciones ORIGINAL y SM—18).
VII.3.= Analisis de la actividad de la RUBISCO.
VII.3.1.— Efecto del tiempo de activacion (poblacien
SM—-18).
QIi.S.Z.— Experimentos cruzados {(pobiacicn SM-18).
VII.#.— Efecto ambiental en plantas adultas (poblaciones

ORIGINAL v SM-13).

Y a continuacisn se presentan con detalle:

VII.1l.- PLANTULAS.

El crecimiento de la segunga hoja 2n las paoblaciones ORIGINAL
¥y SM—18, se siguic miogiendo aiTerentes parametros.

En las figuras 1 y 2 se presentan las tendencias ague en las
etapas seleccionagas para @ste estudio nmastraron los wvalarez ge
nesc Tresco (P.F.) v peso seco (F.3.) paor noja respectivamente.

Como puedes verse en las graticas,., =21 crecimiento aqaue eastan
expetrimentando las hajas se retiejga =2n =1 campartamiento de las

variables.
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de plantulas de maiz en las poblacliones
Ooriginal (O) y SM-18 (®).
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En eilas se ve que las hDJaS—de la poblacicn SM—iB Eﬁn mas
pesadas gque las de la poblacién ORIGINAL, la éﬁal al final tiene
una caida gue no se observa en la pablacicn mejorada.

Tambien puede apreciarse que en el P.F./hoja (fig. i1} en casi
todas las etapas hayv diferencias altamente significativas entre
las dos poblaciones y que la sianificancia desaparece si estas se
comparan por su P.S./hoja (fig. 23,

La caida que al final aue para las dos variables muestra la
poblacion ORIGIMNAL tiene su origen en la pérdida de materia seca
(fig. 2) y puede haberse ocasionado por una traslocacien muy
activa ao por un fenomeno de descompensacidn metabpclica
en el cual, al ser mavores las necesidades metabdolicas qgue
la capacidad del tejido para sintetizar nueveos matzeriales,
pudo tensr lugar la degradacicon de materia acumulada can
aterioridad., Dado gque todos los meseriales se crecieron 20 1as
mismas condiciones. las diferencias tan claras dque se obsarvan
entre las poblaciones ORIGINAL y SM—15, puege ser un indicadaor de
aspectas gue ias pueden distinauir, pera aue
desafortunadamente, las caracteristicas del estudio realizaoco no
permiten hacer mavores consideraciones al respecto.

forr otra parte., en la fTigura 3T se presenta el compaortamiento
de ls relacien P.S./P.F., la cual es una medida de la praopaorcien
del P.F. gue es FP.5. y cama pueae verse, no hay cambios bruscos,
pero se ooserva gue la poblacidn ORIGINAL tiene siemore valores
mas altos, algunos de 2llos estadisticamente diferentes a los ae la

poplacien SHM=18. 1o cual indica aue la poplacien SHM—18 tiende a
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tener menos materia seca por unicad de Tejido que i1a presente. en
ia poblacidén ORIGINAL. Esto pueae deberse a que por alguna razdng
la poblacidn SM-18 tiene un mavor contenido de agua, pera tTambien
puede deperse a diTerencias en la capacidad de traslocacicn, la
cual si fuera superior en la poblacicn SiM—-186, podria explicar las
diferen;ias aque con respecto a la paoblacizn ORIGINAL se abservan
en la produccidén de materia seca.

En la figura 4 se muestra la cantidad de clorofilarsg F.F. vy
en este - caso, las diferencias entre poblaciones no san
significativas, es decir, en.ambas casos el cantenido de clorofila
se incrementa en la misma proparcidn a medida gque se desatrgilan
las hojas. La caida gque se agoserva al final, sin tener signiTticado
estadistico, revleja los deterioros gque empiezan a sutrir las
hojas por envejecimiento.

La fioura S presenta la cantidad total de prateinarsg F.F. ¥y
COmo puede vetrce, este valor sigue una tendencia inversa al
desarrollo de la hoija. Esgsta indica que durante el crecimieto
de las hojas la acumulacidn de agua vy de otros materiales
{foto=sintatos, clorotila, etec.) es mas rapida que 1la acumulacicn
e proteina.

La Tigura 6 muestra la cantidad de proteina-rRUBISCO/a F.F.,
se observa un compoartamiento muy parecido en las dos ponlaciones
hnasta la Sa. etapa del desarrollo ge la hoja v basicamente =5 de
constante incremento. A partir de alll, empieza una disminucicn de
la RUBISCO =n Torma lenta perc notable.

Es importante seflalar aue salvo n ia etana Qe las
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diferencias entre las dos poblaciones no son significativas. Sin
embargo, se abserva que en las tres ultimas etapas, existe una
tendencia en la que la poblacidn ORIGINAL muestra wvalores mayores
que los de la poblacien mejorada.

El peso de las hojas considerablemente mayor en la poblacién
SM—18 v .la cantidad de RUBISCO (figs. 1 y &), hacen pensar que las
plantas de esta Gltima pooblacidén son mas eficientes dado que
aparentemente necesitan una cantidad de proteina-RUBISCO por
unidad de tejido menor que la gue muestra la poblacidn ORIGINAL.

En la figura 7 aparece el comportamiento de la fraccicn
proteina-RUBISCO/praoteina soluble durante el desarrollo de la
hoja. Como puede verse, €2 claro el aumento de esta relacidén
conforme las hojas incrementan su peso. Sin embargo,salve en  1la

etapa &, las diferencias entre las dos poblaciones no so

n
estadisticamente significativas.
Es importante resaltar que a medida que las hojas

desarrollan, la composicién de la proteina totail presente sufr
cambios cualitativos muy importantes. En este casa, puede vers
que el % de proteina—RUBISCO en 1la 'campusicidh de la protein

total se incrementd y durante el tiempo de vida de 1la hoja as

expresada en pmolas de Cﬂzmin-1, fijadas por: g de F.F.,

del S al 50 %.
Las figuras 8, ? y 10 muestran la actividad de la enzim
protetna y ma de proteina-RUBISCO respectivamente.

d

En la figura 8 se ve que la actividad de la enzima por unida

de tejido no muestra diferencias significativas entre las
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poblaciones, pero es claro que en los dos casogs la actividad se
incrementa; esta era de esperarse, pues ya en las figuras & y 7 se
habfian mostrado los aumentos tan notables que en terminos
absolutos y relativos tiene la cantidad de proteina-RUBISCO. Sin
embargo, cuando se compara esta figura con la No. & en donde a su
vez, se presenta la cantidad de proteina-RUBISCO/g P.F. huede
verse que la enzima deja de acumularse en la Sa. etapa, en tantao
que la actividad tiende a estabilizarse en la 4a.

Esta situacidén da la impresidén de gue a partir de la 4a.
etapa existe un exceso de proteina—-RUBISCO.

La figura 9 muestra el comportamiento de la actividaad
especi{fica de la enzima y se observa que ésta se incrementa
considerablemente duéante el crecimiento de las hojas, al mismo
tiempo que se ha incrementadeo la proteina—-RUBISCO vy cambia la
composicidn de la proteina total, como s pusde apreciar en ias
figuras S y 7.

En la figura 10 se ve gue la actividad de la enzima expresada
por mg de proteina—-RUBISCO no es constante durante las etapas
estudiadas y es evidente que duarante las primeras 3 etapas los
cambios gque se dan en las dos peblaciones son muy similares, pero
a partir de alli, la poblacién mejorada supera significativamente
a la poblacien ORIGINAL. Este hecho puede interpretarse como
consecuencia de mavor estabilidad en la enzima o de las
condiciones que n la literatura se han mencionado como
fundamentales para mantener su actividad (Wittenbach et ai. 1980).

Sin embarao, =2stos resultados y la gran semejanza gque hasta
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ahara se ha mostrado en las dos poblaciones sugieren que
probablemente los cambios observados a lo largo del estudio s0on
praducidas por efectos ajenos a la enzima misma.

La expresidn de los resultados por unidad de tejida permite
comparatr a las dos poblaciones. S5in embargo, los datos manejados
de esta manera ocultan la importancia de las diferencias- que
consistentemente se aobservaron en el peso de las hojas de las dos
pahlaciones.

La figura 11 presenta la cantidad de protetitna—-RUBISCO/hoja.
Las diferencias entre las poblaciones no son significativas, pero
contrario a lo gue se observd en la figura &6 en donde la misma
variable se expresd por unidad de tejido, aqui los valares de la
pablacién mejorada son ligeramente superiores durante todo el
desarrollo de la hoja y no solo eso, sino que ademas, la poblacidén
mejorada alcanza un poco antes el punto miximo.

La caida posterior que ambas poblaciones sufren también es
menes brusca en la pagblacidn mejorada y eso como ya se menciond
antes, puede interpretarse como resultado de mayor estabilidad de
ila enzima.

La figura 12 muestra la actividad de la enzima expresada pot
haja y al igual que en los casos anteriares, aqui también 1las
diferencias entre poblaciones no soan significativas, sin embargoao,
se aprecia una tendencia de la poblacidn SM—18 de superar a los
~valores de la poblacidn ORIGINAL. En la grafica se ve que en las
dos poblaciones las tendencias son idénticas, localizandose 1la

diferencias mis importantes en las etapas & y 7 en donde los
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valores de la poplacisn mejorada Son m2s altos que ios oe 1a
ORIGINAL. Esto podria ser una consecuencia de mayarr duracizsn 2n
las condiciones gue permiten ei Tuncionamiento ae lé SN iM&. puses
como se recordara en la figura & se mOsSTroe aque en  85as  M1sSmas
evapas la cantidad de proteina—-RUBISCO por unidad de telido es
mavar en la poblacidn ORIGINAL.

Es importante remarcar que a diferencia de lo mosirado en las
graficas & y¥ 8, las Tiguras (1 v 12 muestran que gracias ai mayor
peso de ias hojas, las diTerencias aunaue pegueflas ahora se
establecen en favor de la poblacion mejoarada, Yy sSJdponiendo una
estrecns relacion entre 1 pesa.y la area TfToliar, lo anterior

parece indicar gue la poblaci¢én SM-18 tiene una relacien funcional

proteina-rIUBISCO/superTticie Toliar mas etTiciente.

VII.Z2.— PLANTAS ADULTAS.

En es=ste punto se presentan los resultades ael analisis de la
noja inmediatamente superior a la mazorca en las dos poplaciones
de marc=: ORIGINAL v SMM—-18, durante =1 periodo de llenaga del
grano. Antes de pasar & la descripcicon ae ios resultados debe
nacerse la siguiente aclaracicon:

lL.Los experimentos con Plantas agultas se nicireran en das
ciclos aagricolas, el primero en donde =e utiiizaran las
poplaciones OURIGINAL v  EM-12 resulte atectado por una Tuerse
seguia v aun cuando se hicieron tedos los anzlisis. Tue necasar:io
astabDlecsr otro experimento con las poolac:zones ORIGIMAL v Sht—18

ahora bajo condic:ones meJor conttrolzgas an el ague por
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complicaciones diversas no. fue posible | realizar el primer

muestreo. ' . ;_;:f°2;f:

Fara facilitaf iafegpasiﬁiéh;';efﬁé inQéftiéd:el arden Vy se
presenta primero el experlmenta.reaLizadb En'céndicianes donae ei
agua no fueé limitante.

La Tigura 1% muestra los valores de la relacion entre P.S. vy

b,

F.F. obtenidos =en las poblaciones ORIGINAL v SH—l@. Como pueae
abservarse, la relacién no manifviesta cambigs importantes
durante todos ios muestreos.

Ademas, NO se aprecian diferencias signifticativas entre los
valores de las dos poblaciones. Esto puede deberse a que
eTectivamente 1l1a cantidad de agua en los tejidas permanece
constante durante todo el pericoo estugiado, 1o cual puede i1ndicar
gque =21 periodao de estudio no comorenas ls evana de ssnescencila
franca. Sin embaroco. tambien cabe la posibilidad de aque laos
valores de las variables consiasradas bavan camoiaago en la misma
propotcicn vy por ez=0,. 1la relacicn sa& mantuvo.

En la Tigura 14 se presentan los wvalores de la cloroftiia
durante el -estudia y puUusge verse qua las diTerencias entre
paplaciones spn poco impbortantes. Sin embargo, amoas poblaciones a
partzir del tercer muestreo muestran una cailda vy aue pars 2@ septimo
muestrea se hna reguc:do a la mitad ia cantidad de cloroTtila
inicialmente presente en la hoja. lo cual =i constituve una sefal
avidente de agafios graousies perao SaguPraments impartantes 2n ia
capacidad Totosintetica.

En la fTigura 15 se muestra la cantidad de proteina  sSolubleso
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P.F. En este caso, la mayoria de las diferencias entre las
poblaciones son estadisticamente significativas. Las graficas
sefialan que la paoblacidn mejorada tiene mas proteina que 1la
ORIGINAL. Sin embarga, las caracteristicas de las curvas son muy
similares aunque la tendencia a disminuir que se observa al final
del estudio es mas fuerte en la poblacicn ORIGINAL.

La figura 16 presenta la cantidad de proteina—RUBISCO/g P.F.

Se ve que durante los tres primeros muestrecs hay diferencias
impqrtantes a favor de la poblacidén mejorada comao cansecuencia de
una disminucidn aceletada de la cantidad de proteina-fRUBISCO en la
poblacidn 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 Ila
fraccidn proteina-RUBISCO/proteina soluble, el anidlisis de estos
resultados indica la existencia de diferencias estadisticamente
significativas entre paoblaciones: en la poblacian ORIGINAL  los
cambios a Io largo del estudio son minimos, se tiene un valor de
0.5 v sclo hasta el dltimo muestreo sube a 0.565. A su vez, en 1la
poblacién 8M—-182 se identifican dos niveles el primero con un valor
promedio de 0.4, comprende los primeros 4 muestreos Yy a partir del
S0. muestreo, el valor baja a cerca de 0.4 en promedio.

Esta aparente superioridad de la poblacidan ORIGINAL @ es
consecuencia de la disminucidn antes mencionada de 1la proteina
total de ésta poblacien (fig. 15), pues camo puede verse en la
figura 14, emn los tres Jdltimes muestreos no se obsarvan

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 enzimatica de
la RUBISCO exptresada por g P.F., mg de proteina soluble y mg de
proteina-RUBISCO respe:tivamen%e y tcomg puede observarse, falta la
actividad correspondiente al muestreo 7 de la poblacidn SM—18. Sin
embargo, los wvalores gue se presentan son suficientes para dar una
buena idea de las caracteristicas del fendmeno analizado.

ll.a figura 18 muestra que la actividad de l1a RUBISCO/g FP.F. es
mucho mayor en la pablacidn SM—18 a 1leo largo de casi todo el
perfodo de llenado del grano. En las dos poblaciones se abserwvan
incrementos durante el inicio del perfodo: en el casa de 1la
poblacidn mejorada los aumentos son cercanos al 400 Z  ambos
valores calculados caon respecto a la actividad del segundo
muestreon. |

Otro hecho muy importante gue se observa en la grifica es el
relacionado con la distribucidén de la actividad en el tiempo. La
poblacidén SM—-18 presenta el valor mas alto de actividad en el 3er.
muestreo, en tanto que la poblacién OQRIGINAL lo hace en el Se.
Esto puede ser muy significativo si se consideran las condiciones
agricolas del pais, que se caracterizan porgque las &pocas con
condiciones ambientales adecuadas para el crecimiento y desarrollo
de las plantas son limitadas por fTactores como la falta de agua vy
la presencia de heladas. Estos elementos, dependiendo del maomento
en que llegaran a presentarse, podrian atectar de manera diferente
a cada poblacidna

En la figura 1?2 se presenta el comportamiento de la actividad
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de la RUBISCO/mg de proteina soluble y como puede verse, el patrdén
descrito en la figura anterior basicamente no se maodifica y tal
vez, agquil sea mias fTacil apreciar las diferencias gue existen entre
poblaciones en lo gue se refiere a la distribucién de la actividad
en el tiempo.

Finalmente la figura 20 muestra a la actividad de la RUBISCO
en funcidn de la cantidad de proteina—-RUBISCD y puede verse que a
lo largo del estudio experimenta cambios comparables a los que
sufre la actividad total.

Este punto es muy interesante pues demuestra que a pesar de
que la cantidad de proteina—RUBISCO/q P.F. esta diéminuyendu
durante el periodo de llenado del grano (fig. 16), la actividad de
la enzima se incrementa tal vez como resultado de cambios
endégenbs qﬁe la afectan.

En la grifica 20 también puede apreciarse que la actividad de
la RUBISCO en ambas poblacianes tiene dos puntas maximos, para 1la
poblacidn 5M—-18, son de magnitud similar y claramente pueden verse
en los muestreos 3 y 5, en tanto que para la poglacién ORIGINAL,
aunque estan menos definidos, puede observarse que se presentan en
los muestreos S y & y que el primero es aproximadamente la mitad

del segundo.

VII.3.—- ANALISIS DE LA ACTIVIDAD DE LA RUBISCO.
VII.3.1i.—- EFECTO DEL TIEMPO DE ACTIVACION.

Para analizar la capacidad de activacidn de ia RUBISCO por
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COz Yy Hg+z in vitro se disefid un experimento que consistid en
medir la actividad de la RUBISEO con vy sin el <tratamiento de
activacidn con I:Clz Y Mg'z para de ésta manera obtener vy caomparar
la actividad debida al estado de activacién endsgenoc y 1la
resultante de un estado de activacidn mAaximo logrado
artificialmente in vitro. Este tipo de experimentos se realizdé
tanto en el estadio de plantas adultas ({(poblaciaones ORIGINAL vy
SM—-18) como en el de plaintulas {(poblacidn SM—-18).

En las figuras 21, 22 yv 23 se analizan 1los resultados de
plantas adultas de las poblaciones ORIGINAL. Se compara la
actividad medida con y sin el tratamiento de activacidn Iin vitro y
se expresa como pmolas de CDz m:’.n-1 fijadas por: a PaFay mg de
proteina soluble y mg de proteina-RUBISCO respectivamente.

Lo primero que se abserva es que los patrones que se obtienen
con los tres parametros son muy parecidos. También se observa que
la actividad medida sin el tratamiento de activacidn iIn vitro
supera en aproximadamente 150 Z a la gue se obtuve cuando los
extractos fueron activados.

Las Tiguras 24, 25 y 26, en el mismo orden presentan laos
resultados del analisis gque se hizo en plantas adultas de la
poblacidén SM—-18. En ellas se ve que al igual que en la poblacién
ORIGINAL, la actividad de 1la enzima cuando ésta se mide sin
recibir at tratamiento de a:tiQacicn artificial es mayor que la
que se tiene si éste se da. Sin embargo, en ¢ste caso, las
diferencias entre los dos sistemas son menores gue 2n 1la pobhlacisn

ORIGINAL, aun cuando 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 poblacidén SM-18 en
la etapa de plintula. Las grificas en todos los cases muestran un
efecto positivo del proceso de activacidén iIin vitro. Esta es
especialmente claro en las figuras 28 y 29 en donde se comparan
las actividades en funcidn de la cantidad de proteina solubie y
enzima respectivamente y allf{ puede verse gque hasta la etapa 5 no
hay cambios significativos en los valores obtenidos con las dos
formas de medir la actividad de la RUBISCO. En cambio, en las
etapas & y 7 se pone de manifiesto un fuerte efecto positivo del
tiempo de activacidn, que hace que las mediciones hechas de ésta
manera superen hasta en 150 % a los valores abtenidos sin dicho
tratamiento.

Este grupo de experimentos muestra que en las plantas adultas
la activacidn artificial con CD2 Yy MQZ+ no estimula 1la 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 poblacidén ORIGINAL la que sufre los efectos de inhibicidén mas
saeveros mientras que en plantulas al menos en las dos etapas

finales sucede lo cantrario.

VII.3.2.— EXFERIMENTOS CRUZADOS.

Los experimentos anteriores mostraron gue en plantas adultas
el comportamiento que exhibe la actividad de 1la RUBISCO podria
estar determinade por’ cambios internos que afecten directamente a

la actividad de la enzima. Sobre ésto, en 1la 1literatura se ha
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mencionado la posibilidad de que diversos compuestos estén
participando como inhibidores y/0 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 perfiodo de 1llenado
del granao, la actividad enzimAtica potencialmente medible se
alteraria. Para explorar esta posibilidad, se hicieron una serie
de experimentos que consistieron en medir la actividad de 1la
enzima en extractos preparados a partir de hojas de plantas
adultas de la poblacién 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
cuadroc 2 y como puede observarse, no se detecta la presencia de
este tipo de compuestos ya que si &stos fueran responsables de 1la
baja actividad observada en el muestrea 2, al aumentar la
participacidn de éste en las mezclas, el fenémeno de inhibicidn se
ogbservari{a con claridad, 1lo cual no ocurre. Tampoco sucede 1o
contrario, que seria el resultado 1ldgico si el extracto del

muestreo 3 tuviera un activadar.

VIl.4.— EFECTO AMBIENTAL EN PLANTAS ADULTAS.

Un experimento establecido con las poblaciones ORIGINAL @y
EM—13 (poblacidén obtenida después de 13 ciclos de seleccidn masal)
diseffado para analizar la actividad de la RUBISCO durante el
periodo de llenado del gramo se wvidéd afectado por una fuerte

sequia. Los efectos mis severos ocurrieron entre los muestreas 3 vy
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TABLA 2
PRESENCIA DE INHIBIDORES Y ACTIVADORES

DE RUBISCO

EN HOJAS DE MAIZ EN EL PERIODO DE LLENADD DE GRAND

MEZCLAS
% de extracto pmoles CDz miﬂ—1 qQ F'.F._1
A B TEORICO OBTENIDO Y desviacidén
o 100 0.747 0.747 0
1S 85 0.4&86 Q. 697 + 1.8
30 70 O, 626 0.612 - 2.2
S50 50 0.545 0.526 - 4.9
70 30 0.4464 0.451 - 2.5
100 o 0.343 0.343 0
Extracto A @ 14 dias despues de antesis, con baja actividad
de RUBISCO.
Extracto B : 21 dias despues de antesis, con alta actividad
de RUBISCO.
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4. No cbstante, se hicieron todas las mediciones planeadas con el
objeto de aprovechar la informacidn para cobhservar el efecta de 1la
falta de agua en este periodo del crecimiento de la planta que es
'una limitante que se presenta con frecuencia en los campos de
nuestro pais.

En las figuras 30 y 31 se muestra el comportamiento de la
relacién P.S./P.F-. ¥y clarofilasg P.F. de las dos poblaciones
mencionadas. En ambaos casos se ve que no hay diferencias entre las
poblaciones, como acurrid en los experimentos sin efecto de
seqguia.

Sin embargo, en el 4o0. muestreo el efecto de la seguia se
manifestd aumentando 1la relacidn P.S./P.F. y disminuyenda 1la
cantidad de clorofila.

En términos generales también se puede observar que los
valaores de éstos parametros son mas bajos en este experimento que
los obtenidos en el que se llevé a cabo en buenas condiciones de
irrigacidn {figs. 13 y 1i4), 1o 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 proteina total. A
diferencia de las variables anteriores, ésta no manifiesta el
efecto ambiental. Tampoco se aprecian grandes diferencias entre
pablaciones y posiblemente lo mas importante sea que en este caso
se observd una caida mas moderada al final del perfiodo gue la que
se presentd en el expéerimento con irrigacidn constante (fig-. 15).

Sin embargo no debe olvidarse que agui la composicidn de 1los
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materiales se vid seriamente afectadas: la figura 30 gue muestra la
relacién P.S./P.F. indica gue la proporcidén de materia
seca/materia fresca se incrementd y que por lo mismo, la proteina
puede estar sobre estimada.

Las figuras 33 v 34 presentan la cantidad de
proteina—-RUBISCO/g P.F. y el comportamento de la fraccidn
prateina—RUBISCO/proteina soluble y al igual gque en las wvariables
anteriores en las dos paoblaciaones puede wverse el efecta de 1ia
sequia consistente fundamentalmente en una caida estadisticamente
significativa en los valores de las dos variables.

Aparentemente los dafos fueron un poco mas severas en la
paoblacidén mejorada sobre teodo en lo que se refiere a 1la cantidad
de proteina-RUBISCO/g P.F. (fig. 33) pues mientras la poblacidn
mejorada manifiesta una caida estadisticamente significativa, en
la poblacién ORIGINAL no se observan cambios considerabies.

Por otra parte, en 1la figura 3I4 se wve que despudés del
muestreo 4 hay wuna aparente recuperacidén en la cantidad de
proteina-RUBISCO, sin embargo, analizando las figuras 32 y 353 en
daonde se presenta la cantidad de proteina soluble v de
proteina—-RUBISCO/ g F.F. respectivamente, puasde verse que esa
aparente recuperacidn que se observa en la segunda parte de‘ la
griafica 34 se debe fundamentailmente a gue la proteina solublé cae
mucho maAs ripido gque la protei{ina-RUBISCO.

En la figura 35 sgse muestra 1la actividad de 1la enzima
expresada por unidad de tejido y resulta claro que se presentan

cambios estadisticamente muy significativos: primero aumentd la
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actividad coﬁu era de esperarse y alcanzd un maximo en el segundo
muestrea, para luego caer bruscamente en los muestreos 3 vy 4.

Cuando la sequia dej¢ de observarse, la actividad se recuperé
y alcanzd un Zo. mauimo (méncr que el primero) en el muestrea &
para fTinalmente quedar con niveles ligeramente menores a los
iniciales.

FPor su parte, en las figquras 36 y 37 aparece la actividad
expresada por mg de proteina soluble y por mg de protelina-RUBISCO
respectivamente. Se wve dque 1la caida que se wabserva en los
muestreos I y 4 es real puesto que se manitiesta en estos
parametros con la misma intensidad. Llama la atencidén la fTigura
37, la cual muestra gue la poblacién ORIGINAL sufre los efectos de
la sequia en los muestreos 3, 4 ¥ 3 mientras que en la poblacidn
me jorada solo se abservan en los muestreos 3 y 4. Esto suoiere que
la poblacidn mejorada tiene la capacidad de recuperarse mas
rapidamente.

Los resultados muestran que a diferencia del experimento
llevado a cabo en buenas condiciones ambientales, en <ste caso,
los incrementos en actividad fueron menores, sglo se dieron al
inicio y al final del periodo probablemente porque la sequia dafia
el mecanismo respaonsable de activar a la RUBISCO durante el
periodo de llenado del grano.

Tambien cape la posibilidad de gque la sefal responsable del
incremento en la actividad de la RUBISCO haya dejado de producirse
y en este sentido, la recuperacion que sSe observa en los

siguientes muestreos (4—-7) se podria explicar como consecuencia de
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gue la planta al reencontrarse en las cnndiciqnes ambientales
favorables, vuelve a adquirir la capacidad de producir seffales o
de respander 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
granao, los datos muestran que el mecanismo tiene flexibilidad vy

capacidad de recuperacidn muy considerables.
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VIII-DISCUSION.

1 .- Regulacidn "in vivo de la actividad de la RUBISCO.

Los resultados mostrados seffalan que la reéulacién de la
actividad de la RUBISCO en mafiz es dependiente del estado de
desarrollo de las plantas analizadas y del estadao fisioldgico en
que se encuentren. Ademis, los mecanismos implicados son muy

afectados por el ambiente.

a).— En las plantulas pueden distinguirse dos formas de
regulacidn:

l.a primera Comprende'de las etapas 1 a 4 segan se puede
apreciar en las figuras 6 y B que muestran los aumentos en 1la
cantidad y actividad de la enzima respectivamente. Se abserva que
los aumentos que manifiesta la actividad de 1la RUBISCO estan
determinados fundamentalmente por el incremento en la cantidad de
proteina—-RUBISCO. Paor otra parte, los datos presentados en la
figura & permiten observar que el método empleado para cuantificar
la enzima es adecuada y aunque al final la proporcidn de
proteina-RUBISCO en la proteina total es elevada (en la fig. 7 se
aprecia que llega al 53 %), en la literatura (Rocher et al. 1989)
g2 ha mencionado que utilizando un modelo similar la proporcidn de
proteina-RUBISCO en 1; proteina total va de 346 al 47 % dépendiendo
de la variedad utilizada, por lo cual se considera que estos

resultados no estan dentro de los limites esperarados.
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La otra forma de regulacidén se aprecia con mayor ciaridad en
la poblacién SM-18 en las etapaé S48 y 7 y como puede observarse
en las mismas figuras, la relacidn entre la cantidad de
proteina-RUBISCO y su actividad no es lineal es decir, en esas

etapas en la figura & se ve que la cantidad de proteina—RUBISCO

tiende a disminuir, en tanto que la actividad (figura 8)
manifiesta un incremento importante Y estadisticamente
significativo.

Los resultados de la primera parte concuerdan con otros que
ya han sido descritos (Makino et al. 1984b), los cuales sefalan que
muy probablemente durante la primera parte del desarrollo de las
hojas la prateina—RUBISCO se sintetiza masivamente y que puede
persistir durante toda la vida de las hojas gracias a que tiene un
recambio pequefio que segun Humprey and Davies (1973) corresponde
aun t 1/2 de 7.79 +/— 0.92 dias.

Sin embargo, también se ha mencionado que en esas condiciones
no se observan diferencias en las caracteristicas cinégticas de 1la
enzima {(Makino et al. 1584b) y ante eso, los resultados que
comprenden a las etapas 5, 6 ¥ 7 estan en aparente contradiccidn ya
que los cambios tan notables que se observan en la eficiencia de
la RUBISCO probablemente involucran modificaciones en las
caracteristicas cinéticas de la enzima (fig. 10). Mis adn analizando
la figura 10 en donde se muestra la actividad en funcién de 1la
cantidad de enzima puede verse que durante todo el desarrollo de
la segunda hoja, l1la enzima experimenta cambios significativos en

su numero de recambio, 1l0s cuales son faciles de confundir durante
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la primera parte del desarrollo debido a la activa sintesis de
enzima que ocurre en esos momentos.

Tado estﬁ demuestra que durante el desarrollo de la segunda
hoja en mafiz, la actividad de la RUBISCO es producto tanto. de la
sintesis de nuevas meoléculas de enzima (en la primera etapa) como
de cambios én la regulacidn de la actividad de 1las mismas

{(probablemente en relacidn a su estado de activacidnl.

bY.~ En cuanto a la regulacién de la enzima en las plantas
adultas, en 1la figura 17 ge aprecia que la proporcion de
proteina-RUBISCO de la proteina taotal es cercana al &0 %.

Puesto que en las mediciones de ésta proteina se utilizs el
mismo método que se empled en el caso deplantulas, hace pensar que
efectivamente, en plantas adultas la cantidad de proteina-RUBISCD
par unidad de tejido es superior a la gue se encuentra en
plantulas.

For otra parte, los datos indican que en plantas adultas la
regulacidn de la actividad de la RUEBISCO es independiente de 1la
cantidad de enzima, pues como puede verse en las figuras 14 y 18
que muestran el comportamiento de la proteina-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 1la
RUBISCO experimenta cambios muy significativos independientes de
la concentracison de proteina-RUBISCO (fig. 20).

Con los resultados'aqui reportados no es posible establecer
en forma definitiva si las causas de estas diferencias son las
mismas aué ariginan los cambios observados en plAantulas. Sin

embargo, los datos presentados sugieren que hay diferencias muy
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significativas en los mecanismos que regulan la actividad de 1la
RUBISCO, 1los cuales parecen estar relacionados caon el estado
fisioldgico de los tejidos.

Comparando los valores de unidades de actividad enzimatica
- por unidgd de proteina RUBISCO, obtenidos en iguaidad de
circunstancias {(con activacién previa con CDz Yy MQZ+), se observa
aue en la poblacidn ORIGINAL en plantas adultas se tiene un
intervalo de 0,019352 +/— 0.0017 a 0.0903 +/- 0.013 umaolas CDz mg
RUBISCO *min * mientras que en plantulas estos migmas valares
oscilan entre 0.16 +/— 0.030C y 0.3B0Q0 +/— 0.012 umelas de CDZ mg
RUBISCO * min * (cuadro 3a). En la poblacidn 5SM—18 sucede algo
similarz en plantas adultas la actividad varfa de 0.037%9 +/— 0.009
a 0.15372 +/- 0.0335 en tanto que en plantulas leos valores wvan de
0.2304 +/— 0.0237 a0.3&74 +/- 0.,0828 umolas de CD2 mg
RUBISCO min *(cuadro 3b), lo cual indica gue probablemente el
estado de activacidn de la enzima en los dos modelas es diférente;
y/0 que la estabilidad en ambos casos no es la misma.

For aotra parte, los experimentos realizados con las
poblaciones que sufrieron un periodo de segufa durante el llenado
del grano muestran también esta falta de correlacidn entre
‘actividad enzimatica y cantidad de enzima. E£n efecto cuando se
analiza el modelo de plantas adultas bajo condiciones ambientales
adversas, se observa que la seqgufa evité el incremento de la
actividad mostrado en experimentos anteriores durante el llenado
del grano. .

Las figuras 33 y 3I5 muestran el comportamienta de la

proteina—RUBISCO v el de su actividaa respectivamente en el
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TABLA 3Za

COMPARACIONES DE LA ACTIVIDAD DE
POBLACION ORIGINAL.

LA RUEBISCO.

ADULTAS

d. d. a.

-1 =1
Mmolag cozmg RUBISCO min

Cr/A

SrA

EFECTO DE LA

-
ACTIVACION

i3
Z1
ze
as
4Z

40

PLANTULAS.
.
ETAPAS B

1

4 0 & & @ N

0. 01932+ /~0, OC17
0,03524 +/-0.0157
Q. 0433 +-/-0, 0183
0. 0?%8 +--0.0223
a. 0903 +--0, 013

Q0. 0834 +/-0, 03

0. 24T 4= O, 018
Q. 019 +-/- 0. 010
0.208 +-- 0.0350
Q. 038 +7— 0.012
0. 183 +-/= 0O, 013
0. 203 +-— 0O, Q30

.10 +/~ 0O, O30

Q. 0330+/-0. 00J
0. 1018+/=0. 01430
0.10353+/~-0. 0OZB7
O. 4231+--0. 0134
Q. 1355+-~0, 0148

O.1Z01+/-0, GZ28

30. 21
T1. 47
44. 23
(-2 -y
&S, 30
1. 43
X= 1. 902

+/=-11. O8

d.d.a. dias después de antesis.

C/A actividad medida con activacidén.
S/A actividad medida sin activacidn.
* % de la actividad medida sin activacisén.

#e 13 descripcidn de las etapas esta en el cuadro 1.



..TABLA 3b
COMPARACION DE LA ACTIVIDAD DE LA RUBISCO.
. .POBLACION SH-18. .. - N

-1, i
ADULTAZ Hmolas cozmg RUBISCO min EFECTO DE

Tovw

-
d. d. a. [ F S-A ACTIVACION
14 0. 0A70+/—0, DOP 0. 0SS+ /-0, 00 87, 85
24 0. 1572+/-0. 08385 ©O. 2000+/~0. 042 78. GO
26 O. 0002+./=0, 018 OC. 1406+7-0. O14 70. 8%
s 0. 1435+/-0, D054 O. 1812+/~0. 012 a0, 2o
-2 0. O856+--0, 0054 0. 1044+7=0, G2 B8, 25
M= a8, 11
T T
PLANTULAS
L L
ETAPAS
1 O, 874+/-0. 028 O. 4401+/=-0, 08 83. 48
2 O. 1996+/=0. OPGR O. 1244+/-0. 047 155, 52
: | 0. 2490+/-0, 04163 O, 22%4+/-0, 022 107, 95
4 0. 2004+/~0, OIS O, 2088+ -0, 027 4290, 189
] O, 1571+ ~0, D150 n. d,
S 0. 3984+--0. 0S0F O, 2252+--0, O1p 140. 04
? 0. 2540+/-0, 0237 ©O.O0DZ2+/-0, O1P 2%9. 7p

d.d.a. di as después de antesis.

c/A actividad medida con activacidn.

S/A actividad medida sin activacien,.

* % de la actividad medida sin activacidén.
- la descripcidn estid en el cuadro 1.



experimento dg sequia y como puede verse, hay una caida importante
en la cantidad de enzima (sobre todo en la poblacidn SM—13). Sin
embarqgo, la pérdida de enzima y la de actividad no s0N
proporcionales, mientras que la disminucidn de la actividad es de
& a 7 veces, a la de RUBISCO proteina solo corresponde un factor
de 2. De aqui puede deducirse que la disminucidn en la cantidad de
enziﬁa no es el dWdYnico factor implicado en 1la pérdida de 1la
actividad y tal vez tampaoco s el mas importante porgue
seguramente la RUBISCO proteinalesté en exceso.

El fendmena incremento en la actividad de la RUBISCO durante
el pericdo de llenada del grano ya ha sido reportado caon
anterioridad a este trabajo {(Loza-Tavera et al, 1987). Sin
embargo, No ha sido explicado satisfactoriamente Yy sobre el
particular se han mencionado varias posibilidades gque deben ser

tomadas en cuenta.

A).— Regulacidén por contenido endégeno de CDz v H92+.

La primera se refiere a que los niveles de CUz intracelulares
podrian ser los responsables del cambio de actividad en la enzima
ya que éste no solo es utilizado como sustrato, sino que ademés,
se le ha mencionado junto con el M92+ y otros compuestos camo
responsables del estado de activacidn de la enzima (Boyle and
Keys, 1987}.

Los resultados de los experimentos en donde se midid la

+
actividad bajo condiciaones de activacison por CDz y Ngz

son contrastantes con los valores de los controles en gque nao se
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hizo esta activacidén previa (figs. 23, 264 y 29, tablas 3a y 3b)

En plantulas, durante la la. parte del estudio del periodo de
crecimiento de la hoja no se aprecian diferencias significativas
en 1; actividad de RUBISCO medida en cualquiera de las das
condicicnes . Sin embargo, en las etapas‘finales hay un marcado
efecta positivo de la activacidn por CDz v M92+ (fig. 29).

Para plantas adultas sucede lo contrario: Ia activacidén iIn
vitro en lugar de estimular, causa una disminucidén muy
significativ; en la actividad de la RUBISCO de 1las poblaciones
analizadas, lo cual es consistente a todo lo largo del periodo de
llenado del grano (figs. 23 y 2&6, cuadros 3a y 3b).

Estos resultadaos parecen indicar que ( salva en la Ultima
parte del desarrollo de las hojas de plantulas), tanto en el
crecimiento de la hoja como en hojas de plantas adultas el CDz Yy
el M92+ intracelulares no son limitantes de 1la actividad de 1a
RUBISCO. Por lo tanta, el incremento en actividad durante el
llenada de grano no parece ser debido a modulaciones generadas par
cambics'endégenos de estus metabolitos.

Un aspecto que llama la atencidn es el efecto negativo que el
procesa de activacidn tuvo scobre los extractos de plantas adultas
y que en ningyn momento se observd en plantulas.

Este fendémeno puede ser consecuencia de la accidn de diversas
proteasas que al encontrarse en condiciones adecuadas Lno se
usaron inhibidores de'prnfeasas y la activacidén se llevd a cabo a
30% por 2.5 min (Randall et al, 19771, podrian ser capaces de

dafiar la enzima.
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En plantulas se ha demostrado la existencia de diversas
proteasas (Mae et al, 19845 Miller and Huffaker, 1985) y el hecho
de que no se abserven los efectos negativos que la activacidn
causd en plantas adultas puede indicar que en plantulas las
proteasas son menos abundantes o bien, gue son diferentes a las
que se encuentran en plantas adultas. Esto podria explicar por que
la actividad de la RUBISCO es mayor en plantulas (cuadros 3Ia y Sbh).

Sin embargo, se realizaron algunos experimentos preliminares
con inhibidores de proteasas y diferentes tiempos -de activacidn
(cuyos datos no se muestran) y los resultados senalan que
aparentemente el efecto negativo que el periodo de activacién
tiene sobre la actividad de la RUBISCO en plantas adultas no es
producto de la accidn de proteasas. Sin embarga deben realizarse

estudios mas cuidadosos para descartar tal posibilidad.

B)..— Regulacién por inhibidares y activadores.

Otra posibilidad que podria ayudar a entender las causas que
determinan los cambhios de actividad que la RUBISCO experimenta se
reléciona 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 demastrado ser activadores o
inhibidores de esta enzima (McCurry et al, 1981; Boyle and Keys,
19873 .

Al respecto, los resultados gue se presentan en el cuadro 2
corresponden a experimentos consistentes en maedir 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 compuestos con tales caracteristicas, a no ser que
éstos estuvieran unidos a la enzima con una Kd excesivamente baja;
Esta posibilidad aunque parece poco prabable de momento no es
posible descartarla con el tipo de experimentacidn que se llevé a

cabo.

Cl.— Requlacidn por RUBISCO-activasa.

La tercera posibilidad que canviene analizar para explicér
los cambios que experimenta la actividad de la RUBISCO se refiere
a la participacidén de una enzima denominada RUBISCO-activasa
{Somerville et al. 1982) y que segdin diversos autores (Portis et
al. 198463 Robinson et al. 1788), controla el estado enddgena de
activacidn de la RUBISCD con el consiguiente incremento de enzima
funcional.

Se ha observado gue en espinaca ia RUBISCO—activasa
constituye el ZZ de la proteina total de la hojay que eﬁ un
sistema reconstituido caon RUBISCO purificada, la inhibicidén del
proceso de activacidn espontanea con CDZ Yy M92+ gue provoca ia
RUBF puede ser eliminada si se agrega ATP y RUBISCO-activasa, cuya
actividad a su vez, es inhibida por ADP (Rabinson et al. 1988).

Con base a lo anterior, se ha propuesto el siguiente esguema
de accidn de la RUBISCO-activasa (Robinson et al. 178B8):

En la os:uridad; la relacién ATP:ADFP es baja e inhibe
fuertemete a la RUBISCO-activasa, pero 1los niveles de RuBFP son

tambien bajos por lo cual el estado de activacidn de la RUBISCO
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es dependiente de la concentracisn de CDz Y H92+. A su wvez, en

luz, los niveles de RubBP san lo suficientemenée altos para evitar
la activacién espontianea de la RUBISCO e inclusa, pueden
desactiyar a las moléculas vya activadas por CDzy ngn
ApaPEDf;mente la RUBISCO—activasa en estas condiciones en que
tiene un suministro constante de ATP puede activar a los compleijos
RUBISCO-RuBf ¥y eﬁ este caso, la activacién esencialmente depende
de la RUBISCO-activasa.

Por otra parte, es probable que el modelo anterior tenga
otras complicaciones pues Parry y col. (1988), sefalan que para
estudiar a la RUBISCO-activasa saon necesarios compuestos Eumo la
fructuosa-i,46-bifosfato, ATP y FPi que normalmente se presentan
como contaminantes de la RuBP comercial. Los autores proponen que,
fisioldgicamente tales compuestos también podrian ser importantes
pues en la célula tal vez ayuden a remover a la RuBF y eviten atl
menos parte de la inhibicidédn que ésta puede provocar en el procesoc
de activacidn.

Como puede apreciarse, la posible partieipacisén de la
RUBISCO-activasa en la regulacisdn de la actividad de 1la RUBISCO
permite hacer nuavas planteamientos para futuras
investigaciones.

En cuanto a lo que agqul{ se presenta, y por las evidencias que
en los (ltimos afios se han acumulado en la literatura, no seria
rarao que esta enzima tuviera una funcién muy activa en los cambiaos

que experimenta la actividad de la RUBISCH durante el periodo de

lienado del grano. FPara investigar esta posibilidad podrfan
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utilizarse los maodelos experimentales agui empleados, haciendo
énfasis en la relacidén que esta enzima aparentemente tiene con los

niveles de pozas enddgenas de otros compuestos importantes como es

la RuBPF.
Los resultadas obtenidos en esta investigacidn no son
suficientes para sugerir que alguna de las pasibilidades

analizadas pudiera ser la responsable del cambio de actividad que
experimenta la RUBISCD durante el periodo de llenado del grano vy
que aparentemente también se manifiesta en plantulas, sabre tado
en las etapas mAs avanzadas del desarrollo de la segunda hoja. Sin
embargo, la existencia del fendmeno ha sido plenamente demostrada
¥ su esclarecimiento constituye, como ya se ha mencionado antes,
temas de investigaciones futuras qgque seria muy interesante

realizar.

2)«— Marcadaores bioquimicos de productividad.

Otro objetivo fundamental del presente trabajo fue analizar
la posibilidad de que a través del estudio de la regulacidn de la
actividad de la RUBISCD se pudieran generar criterios adecuados
para seleccionar en la etapa de plantulas plantas de mayor
capacidad de rendimiento de grano.

Los datos sefialan que en la etapa de plantulas la cantidad de
proteina-RUBISCO (fig: 7)Y noa permitiria distinguir en la poblacidén
ORIGINAL a plantas potencialmente mas productivas ya que no hay

diferencias en esta variable entre la poblacién ORIGINAL y las que
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han sido seleccionadas durante 18 ciclas de seleccidn 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 poblacidén SM—-18 supetra
significativaemete a la ORIGINAL. Sin embargo, en la practica
puede resultar un criterio dificil de manejar por lo elaborado de
las determinaciones en grandes pablaciones de mafz.

Por su parte, iIa variable Peso Fresco/hoja (fig. 1Y muestra
que el peso de las mismas en la poblacidn SM—-18 'es
significativamente superior a las de 1la poblacidn DRIGIﬂAL.
Seguramente esas diferencias en la capacidad de crecimiento tienen
una explicacidn bioguimica, pero mientras ésta no se conozca con
detalle, la apiicacidn de 1la wvariable P.F./hoja como criterio
unico de seleccidn seri 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 capatctes de sequir creciendo. En las figuras 1 vy 2 se aprecia
que las hajas de la poblacidn SM-18 tienen una vida pramedio mas
larga que las de la paoblacién ORIGINAL, sin embarge, la utilidad
de este criterio puede ser tan criticable como el anterior.

En las plantas adultas las diferencias entre wuna y otra
poblacidn son mas claras. Las figuras 16 y 33 muestran que en la
proteina—-RUBISCO tanto &n buen ambiente como en ambiente adverso
hay diferencias estadisticamente significativas en fawvor de las
poblaciones mejoradas. En los experimentos llevados a cabo en

buenas candiciones ambientales cuando se analiza el comportamiento
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de la actividad de la enzima (fig. 1B y 20) las diferencias entre
poblacianes son evidentes. Esta diferencia sin embargce, no guarda
proporcidén con las gue se pbservaron en relacidén a la cantidad de
enziﬁa, la cual durante la primera parte del periogdo de 1llenado
del grano mostrd cambios estadisticamente significativos a favor
de la poblacién SM-18 (Fig. 16), pero no as{ en la siguiente parte
del analisis. ‘

Esta situacidn indica que en el transcurso de la seleccidén a
que han sido sometidas las poblaciones mejoradas una parte de 1la
respuesta lograda podria ser explicada por incrementos en ia
cantidad de enzima, pero aparentemente esta no es la causa mas
impaortante, sino los otros mecanismos que rergulan su actividad.

En la literatura se sefiala que el rendimiento de granoc es un
caracter que depende de la participacidn de diferentes procesos
fisiolégicos y por lo tanto, que esti controlado por una
diversidad de genes (Aallard, 1978). Los datos que aqui se
presentan apuntan en el mismo sentido.

Algunos de los procesos que podrian estar involucrados en

el rendimiento son los siguientes =z

A) .— Caracteristicas de la relacidén gue se establece

entre la fuente de fotosintatos (thojas) y los

érganos gue los demandan {(mazorca en formacidn).

Al respecto se ha mencionado que 1los d<drganos que demandan

fotosintatos ejercen una profunda influencia sobre el metabolismo
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de las hojas que las producen (Crafts—Brandner and Foneleit,
1987b). En este sentido cabe 1la posibilidad de que 1la mayor
actividad de RUBISCO gque se observa en las plantas mejoradas sea

una consecuencia de que en ellas la mazorca haya adguirido 1la

capacidad de mandar a la hoja seflales cualitativa o
cuantitativamente diferentes a las que envia la poblacidn
ORIGINAL.

Otra posibilidad también relacionada con este punto es la que
se refiere a la capacidad de las hojas para respander a las
seffales que la mazorca envia y de acuerdo con ésto, la mayor
actividad que muestra la poblacién SM—18 podria deberse a que el
mejoramiento genético realizado haya hecho mas eficiente el
sistema responsable de la respuesta.

. Algunos aspectos que seria conveniente analizar dada que
podrian ser responsables de esa mayor capacidad de respuesta son

los siguientes:

— Mayor sensibilidad a los estimulos.

Esfa situacion es dificil de analizar dado que no se sabe
cuales podrian ser las sefales implicadas, pero independientemente
de eso, cabria la posibilidad de que siendo de la ﬁisma naturaleza
y magnitud, la mayor respuesta que sSe observa en la paoblacién
SM—-18, sSea 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 +/— 0.22 dias (Humprey and Davies, 1975). Sin embarga,
datos obtenidos de experimentos recientamente realizados en este
laboratoria (resultados no mostrados) hacen pensar gque en las
plantas adultas dicho wvalor es mas alto que el mencionado
(Loza—-Tavera, cCcomunicacién personal). Por otra parte, varios
autores han demostrado la exiﬁten:{a de proteasas en el
cloroplasto (Miller and Huffaker, 1985) y esta situacidn aunada a
la larga vida de la molécula, cbliga a considerar 1la posibilidad
de que dutrante ese tiempo la enzima sufra dafinos diversos que
podrian hacerla menos activa.

En ese sentido y Jjuzgando por la sensibilidad que las
poblaciones mostraraon a la activacidn por COZ 4 M92+in vitro
(tablas 3Za y 3b) y aun cuando los experimentos preliminares que se
mencionaron antes indican gue aparentemente dicho fendmeno no se
relaciona con la actividad de proteasas, de momento no es posible
descartar por completo esa posibilidad, es decir, es probable gque
la poblacidn SM—18 tenga una actividad de proteasas menor que la
que se detecta en la poblacidén 0ORIGINAL. De ahi que sea
interesante analizar que efecto ha tenido el mejoramiento gengtico

sobre las caracteristicas ¥y la actividad de tales enzimas.

- RUBISCO~activasa.

Aunque ya se meciond antes, no esti por demas remarcar
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la importancia de analizar el efecto que ha tenido la seleccidn a
gue 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 poblacidn ORIGINAL sea cualitativamente diferente a
la de las poblaciones mejoradas. La figura 20 muestra gue al
principio del periado de llenado del grano, cuando aparentemente
no se han establecido las condiciones que caracterizan el
fendmeno, la actividad de la RUBISCDO en la poblacidn E§M-18 es el

doble de la de la observada en la ORIGINAL.

B) .,— Traslocacidn y reparto de los fotosintatos.

Laos datos aquf{ mostrados indican que las variables
analizadas estan de alguna manera relacionadas con la
praoductividad de 1las plantas. Sin embarge, como ha padido
cbservarse, la ralgcién no es directa. Ello indica gque las
variables manejadas no son suficientes.

A propdsito de esto, en la literatura hay reportes
en dande se sefMala que la capacidad de crecimiento de los &érganos
de las plantas esti determinada tanto por la eficiencia con que se
fija el Cuz coma por la forma en gue se distribuyen los productos

sintetizados (Gifford and Evans, 1983).
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Sobre la traslocacidén de fotosintatos se sabe que
l1a sacarosa fosfato sintasa (SPS) es la enzima que controla este
procesn, al respecto, recientemente aparecid una comunicacidn en
donde se seflala que la actividad de esta enzima estiA directamente
correlacionada con la gapacidad que tienen las plaintulas de
diferentes variedades de mafz para crecer con mayor o 2 menotr
rapidez (Rocher et al. 1989). FPor lo anterior se considera que a
fin de comprender mejor lo que sucede en las plantas de maiz
durante el crecimiento y en el periado de 1llenado de grano, e
incrementar con ello las posibilidades de encontrar marcadores
biogquimicos que pudieran ser usados como critaerios de seleccidn en
programas de mejoramiento, deberin hacerse otras investigaciones
tendientes a esclarecer las interpretaciones gue agufi se han
presentado y donde el estudio de 1la RUBISCO-activasa y de la 5PS
deberi ser considerado.

Dada la cantidad de variables que es necesario econtempliar, el
estudio del fendémeno desde el punto de vista bicquimico es
bastante complicado y no seria sorprendente que las explicaciones
que Tinalmente pudieran encontrarse tuvieran serios inconvenientes
para su uso en grandes poblaciones, por lo cual se sugiere gue en
la medida en que se realicen estos estudios se incorporen otras
variables de tipo fisiotecnico como podrian ser el indice de
cosecha, el anjilisis de la arquitectura de la planta y otras que
ademis de dar una nueva dimensidén al estudia, junto con los
resultados biaguimicos podrian ahora si  proporcionar criterios
adecuados desde todos los puntos de wvista para ser usados con

éxito en los programas de mejoramiento.
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IX.— CONCLUSIONES.
Con base en los datos que se han mostrado y el analisis
que de elles se ha hecho, el trabajo realizado permite

llegar a las siguientes conclusiones:

l.— La regqulacidn de la actividad de la RUBISCO en la
etapa de pléntulas es diferente a la que Se observa
cuando é&éstas se encuentran en el perfiodo de llenado

del grano.

2.— En plantulas, durante la primera parte del desarraollo
de la segunda hoja, la actividad esti determinada
por la velocidad con que se acumula la enzima.
Después, la actividad de la enzima gueda sujeta a

otro tipo de regulacion.

3.— En plantas adultas durante el periodo de llendo del
grano ta regulacién de la actividad de la RUBISCO
es independiente de la cantidad de 1la enzima vy
los mecanismos responsables del incremento
en la actividad de ia RUBISCO san
prnpablemente de origen metabdélico. Ademas, estos
mecanismos Son altamente afectados por las
condiciones ambientales (sequia)d en que se

desarrollan las plantas.
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__4;—.En pléntulas, el anilisis de la regulacidn de la
a:fividéd de la RUBISCO y de los parametros
Eelacionados con su crecimiento, no permiten distinguier
entre poblaciones de plantas que pertenecen a
variedades agendticamente relacionadas pero can
diferencias muy significativas en su

cépacidad de produccidn.

9.— En plantas adultas, durante el perioda de 1llenado
del gramo la actividad de la RUBISCO es signifiga-
tivamente superior en las poblaciones mejoradas
por lo gue si parece factible poder distinguir en
este estadio a4 plantas con diferencias en su

capacidad productiva.

6.— En plantas adultas se observa que las poblaciones
mejoradas durante la primera parte del periodo de
ilenado del grano tienen cantidades de proteina-RUBISCO
ligeramente superiores {aunque estadisticamente
significativas) a las que se encuentran en la

poblacién ORIGINAL.

7 .= Aun cuando se abserva que el contenido de RUEBISCO

es una variable que se increm

paoblacién ORIGINAL de las mejoradas.
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Fara investigaciones posteriores aparte de las
variables contempladas en este estudio, el nmodelo
deberid incluir aproximaciones a los elementas que
regulan los cambios de actividad de la RUBISCO v a

los gque determinan de que manera se reparten los

fotosintatos producidos.
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