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I. RESUMEN

Se analizdé la regulaclidén de la expresién de los genes que codifican
la ribulosa-1, 5-bifosfato carboxilasa/oxigenasa (RUBISCO; E.C.
4:1.1.39) en maiz, durante el desarrollo de la segunda hoja de
plantulas y en la hoja superior a la mazorca en plantas adultas durante
el llenado de grano. En plantulas se escogieron siete estadios de
desarrollo de la hoja, en adultas se hiclieron seis muestreos semanales.
Se cuantificaron los transcritos de las dos subunidades de la RUBISCO
comparéandolos coh la actividad y la proteina RUBISCO. Se realizaron
también experimentos de pulso y segulmiento para determinar la sintesis
y degradacién de esa enzima. En plantulas los niveles de los dos RNAs
mensajeros aumentaron paralelamente hasta el tercer estadio; después el
de la subunidad grande disminuyé lentamente mientras que el de la
subunidad pequefia lo hizo abruptamente 4desaparec1endo en el sexto
estadio. La actividad y la proteina RUBISCO aumentaron hasta el quinto
estadio y luego permanecleron estables., Estos resultados indican que en
el desarrollo temprano de la hoja el aumento coordinado de esos
pardmetros es regulado a nivel transcripcional, mientras que a partir
del tercer estadio parece que un control postranscripcional entra en
Juego ya que disminuyen los RNAs mensajeros pero no la proteina. En el
quinto estadio 1la velocidad de sintesis de la RUBISCO disminuye
notablemente por lo que se suglere que la gran estabilldad de la enzima
explica su presencia hasta el final del estudlo (regulacién
postraduccional). En plantas adultas el RNA mensajero de la subunidad
grande mostré una tendencia a disminuir paralelamente al comportamiento
de la protefina RUBISCO. Aunque el mensaje de la subunidad pequefia se
detecté en escasas cantidades durante todo el muestreo, en los
experimentos de pulso se observé marca radiactiva en las dos
subunidades de la enzima, lo cual Implica que para formar la hploenzima
RUBISCO la regulacién debe ocurrir a nivel traduccional. En conclusién
parece ser que diferentes nlveles de regulacién de la expresién de los
genes de la RUBISCO actuan en los distintos momentos del desarrollo de

la planta para dar cuenta del funcionamiento adecuado de las hoJjas.



SUMMARY

The regulation of ribulose -bisphosphate carboxylase/oxygenase
(RUBISCO; E.C. 4.1.1.39) genes in maize was studied in the second leaf
of seedlings and in the leaf above the ear of adult plants during the
grain filling period. In seedlings seven stages of development were
selected, while in adult plants six samples‘ were taken weekly.
Transcripts of the two genes codifying RUBISCO polypeptides were
measured and they were compared with the activity and RUBISCO-proteln
levels. Pulse and chase experiments were also made to determine the
synthésls and degradation of the enzyme. In seedlings the levels of the
two mRNAs increased up to the third stage. After that, the large
subunit message diminished slowly while the small subunit message did
it sharply, disappearing at the sixth stage. The activity and
RUBISCO-protein levels increased to the fifth stage and then remained
stable. These results suggest that at early stages of leaf development
the coordinated increase of these parameters is regulated at
transcriptional level. From the third stage forward, .it seems that a
post~transcriptional control plays an important role in regulating
RUBISCO genes expression, since the mRNAs decreased but RUBISCO-protein
remains constant. At the fifth stage RUBISCO synthesls decreased
notably, suggesting that the great stability of the enzyme may account
for its presence until the end of the study (post-translational
regulation). In adult plants thé large subunit message trended to
decrease, as did it RUBISCO-protein. Although the small subunit message
was detected in scarce amounts over the whole period of sampling, in
the pulse experiments radioactive mark 1in the two subunits of the
enzyme was cobserved, implying that to produce RUBISCO holoenzyme the
regulation must be at translational level. In conclusion, it seems that
in RUBISCO gene expression several levels of regulation act at
different moments during plant development to account for the correct

function of the leaves.



I1. INTRODUCCION

El estudio del proceso fotosintético ha sido de gran importancia
ya que ha permitido conocer los mecanismos fislolégicos y blogquimicos
que se llevan a cabo para que los compuestos lnorgéanicos se transformen
en materia organica por accién de 1la energia radlante. Este
conocimiento ha brindado la posibilidad de efectuar manejos adecuados
de los cultivos con el objeto de aumentar la produccién de bilomasa,
principalmente en plantas de interés econémico.

La ribulosa-1,5-bifosfato carboxilasa/oxligenasa (RUBISCO;
E.C.4.1.1.39) es una de las enzimas clave en la produccién de
carbohidratos por las plantas a través del proceso fotosintético. Es la
primera enzima en el ciclo de reduccién fotosintética del carbono y su
funcién es tomar el COz2 y fijarlo en la ribulosa bifosfato (RuBP), para
producir un compuesto Iinestable de sels dtomos de carbono que al
escindirse produce dos moléculas de &clido 3-fosfoglicérico (3-PGA).
Este compuesto sufre una serie de transformaciones para producir, a
partir de la entrada de varlas moléculas de COz al ciclo, sacarosa y
RuBP, con lo cual el sustrato de la RUBISCO se regenera (Fig. 1, Benson
et al., 1950). La RUBISCO es la proteina vegetal mas ampliamente
estudiada y se ha propuesto que su actividad podria ser uno de los
pasos limitantes en el proceso fotosintético (Hageman et al., 1967).

La RUBISCO estid constituida por 16 subunidades (Jensen y Bahr,
1977) de dos tipos diferentes y en cantidades iguales, las cuales estan
codificadas en dos genomas distintos: la subunidad grande en el genoma
cloroplastico y la subunidad pequefia en el nuclear. Este origen
heterélogo de las subunidades ha conducido al estudio de 1la
coordinacién en la expresién de estos genes para producir la holoenzima
funcional. En experimentos realizados in vitro se ha determinado que la
regulacién por 1luz de los genes de la subunidad pequefia ocurre
primariamente a nivel transcrfpclonal (Manzara y Grulssem, 1988).
Asimismo se ha determinado que la regulacién de la expresién de los
genes de la subunidad grande ©ocurre primariamente a nivel
postranscripclonal, con énfasls en estabilidad y procesamlento de RNA y
en regulacién traduccional de la expresién génica.

La mayoria de los estudlos para determinar los puntos de
regulacién de la actividad de la RUBISCO y de la expresién de los genes

que la codifican, han sido realizados en etapas tempranas del



desarrollo de las plantas, en sistemas In vitro y/o aplicando variables
como luz, temperatura, reguladores de crecimiento, etc. Sin embargo, no
es posible suponer que la informacién obtenida de estos trabajos puede
aplicarse a todos los momentos del desarrollo de una hoja, ya que los
procesos flslolégicos que se llevan a cabo cambian en funcién a los
requerimientos del desarrollo. Por tal motivo el Iinterés de este
trabajo reside en determinar en que niveles estd ocurriendo 1la
regulacién de la expresién de los genes que codifican la RUBISCO, asi
como determinar las velocidades de sintesis y degradacién de los
polipéptidos que la componen, durante todo el desarrolloc de la segunda
hoja en plantulas y durante el pericdo de llenado de grang en la hoJa
superior a la mazorca en plantas adultas de mafz.

En estos dos momentos del desarrollo, el funclonamiento de las
hojas es distinto. En el caso de las plantulas, el estudio se incla
cuando la hoja recién emerge del coleéptilo, atraviesa por el momento
de maxima expansién y capacidad fotosintética y finaliza cuando ha
empezado a envejecer. A través de este proceso la hojJa debe desarrollar
su maquinaria fotosintética y establecerse como tejido autétrofo para
sostener su crecimiento. Cuando logra su mayor expansién, su actividad
fotosintética ayuda a sustentar el crecimiento de hojas mias jévenes que
iniclan su desarrollo Yy que no tienen su maquinaria fotosintética
totalmente instalada. En el envejecimiento, se inicla la destrucclén de
varios de sus componentes los cuales en algunos casos serén
translocados y esto provoca 1la disminucién de la actividad
fotosintética y la muerte del tejido (Turgeon, 1989).

En el caso de plantas adultas el estudio se lleva a cabo cuando el
tejldo foliar ya esta totalmente maduro y la hoja ha llegado a su
maxima expanslién, es decir, el proceso de desarrollo ya ha concluido,
En este momento es cuando el tejido foliar debe expresar su capacidad
fotosintética al maximo y durante un tiempo largo (varias semanas), ya
que los compuestos de fijacién de CO2 que produzca esta hojJa seran
utilizados para la generacién de los componentes de la mazorca, el
desarrollo del embrién y el llenado de grano (Tanaka y Yamaguchi,
1977). Posteriormente la hoja empieza a envejecer y a translocar parte
de sus componentes hacla la mazorca en desarrollo (Fondy y Gelger,
1981).
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III. ANTECEDENTES Y REVISION DE LITERATURA

1. Reacciones catalizadas por la RUBISCO

La ribulosa Dbifosfato carboxilasa/oxigenasa (RUBISCO; E.C.
4,1.1.39) esti presente en todos los organismos fotosintéticos, desde
bacterias hasta plantas superiores. Debldo a que es una proteina muy
abundante, ha sido estudiada desde hace muchos afios. Inicialmente fue
identificada como una enzima de carboxilacién pero posteriormente se
determiné que es capaz de realizar también la oxigenacién del mismo
substrato, 1la ribulosa 1,5-bifosfato (RuBP) (Ogren, 1984). Este
compuesto al ser carboxilado en el cliclo de reduccidn fotosintética del
carbono, produce dos moléculas de ac. 3-fosfoglicérico (3-PGA) y al ser
oxigenado produce una molécula de 3-PGA y otra de ac. fosfoglicélico
dando lugar al proceso conocido como fotorrespiracién (Fig. 2, Miziorko
y Lorimer, 1983).

1.1. Oxigenacién.

La oxlgenaclén de la RuBP (Fig. 2a) constituye la primera reaccién
de la via conocida como fotorrespiracién y de la cual no se sabe cual
es su funclén en las plantas. En esta reacclén el 02 complte con el COz
por la misma enzima y sustrato lo cual explica la mayor inhlbiclén de
la fotosintesis a bajas concentraciones de COz en plantas con
fotosintesis de tipo C3, en donde el proceso de fotorresplracién es
claramente detectable. Sin embargo en plantas con fotosintesis de tipo
Cs como el maiz, esta reaccién no es detectable. Esta ausencia de
fotorrespiracién parece est.ar determinada por el tipo de anatomia que
presentan estas plantas y por la localizacién de la RUBISCO en ellas.
En las plantas de tipo C3 la RUBISCO se localiza en las células del
mes6filo en cambio en las plantas de tipo Cs esta confinada a las
células de la valna del haz vascular. En estas plantas la concentraclén
de COz2 en células del haz vascular es mas alta que en células del
mes6filo lo que limita que el Oz pueda competir con el CO2 por el sitio
activo de la enzima, dejJadndolo disponible para que ocurra la reaccién
de carboxilacién (Fig. 3). De ahf que las plantas de tipo Cs sean
fotosintéticamente mas eficientes (Lorimer y Andrews, 1981).
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Figura 3. Secciones transvergales de hojas. a) Avena (planta C3) b)
maiz (planta Ca). BS células de la vaina del haz vascular; M células
del meséfilo. En b) es claramente visible la anatomia Kranz formada por
las células de la valna del haz vascular. (Salisbury y Ross, 1978)



1.2, Carboxilacién.

La reaccidén de carboxilacién (Flg. 2b) constituye la primera
reaccién en el ciclo de reduccién fotosintética del carbono o ciclo
Calvin-Benson-Bassham. En plantas del tipo fotosintético Ca, este ciclo
se realiza en los cloroplastos de las células de 15 valna del haz
vascular (Flig. 4), las cuales se locallzan en el interior del tejido
foliar (Fig. 3). Debido a esta distribucién el COz que carboxila a la
RuBP no es el que proviene de la atmésfera sino de la descarboxilacién
del A&clido malico. Este &cldo es sintetizado en 1los cloroplastos del
mes6filo a través del ciclo de Hatch y Slack (Hatch y Slack, 1970).

Para que se lleve a cabo la reaccién la enzima debe ser activada
con CO2 y Mg2+. Para una detallada explicacién de los mecanismos
bioquimicos involucrados en la activacidon y la catdlisis revisar el
articulo de Lorimer, 1981. Reclentemente se ha encontrado que 1la
RUBISCO activasa tiene un papel muy importante en la regulacién de la
actividad de esta enzima (para una revisién detallada sobre este tema

consultar el articulo de Salvucci, 1989).

2. Estructura de la RUBISCO

La RUBISCO es una holoenzima que en plantas superiores tiene un
peso molecular de 550,000. Estd constituida por dos tipos de
subunidades, la grande con un peso molecular aproximado de 55,000 y la
pequefia con peso molecular aproximado de 14,000. La holoenzima es un
hexadecdmero de ocho subunidades grandes y ocho pequefias (Jensen y
Bahr, 1977). Durante mucho tiempo se consideré que la subunidad grande
poseia el sitlo catalitico (Lorimer y Miziorko, 1980) y la subunidad
pequefia Jjugaba un papel regulatorio escasamente comprendido. Sin
embarbo, se ha determinado que la subunidad pequefia es necesaria para
la catalisis (Andrews y Ballment, 1983) y participa estructuralmente en
el sitio activo de la enzima (Larimer et al. 1987). La conformacidn
espacial de esta enzima esti siendo estudiada con detalle para
determinar las Iinteracciones entre los dos tipos de subunidades y los
residuos participantes en la catalisis (Lundquist, 1990).

3. Sintesis y ensamblaje de la RUBISCO.
Aunque esta enzima se locallza en los cloroplastos, sélamente la

subunidad grande es codificada en el genoma del organulo (Chan y
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Wildman, 1972) y sintetizada sobre ribosomas cloropliasticos (Blair y
Ellis, 1973). La subunidad pequefia estd codificada en el nicleo y es
sintetizada en los ribosomas citoplasmicos (Kawashima y Wildman, 1972)
como0 un precursor con un pesc molecular de 20 kD, el cual es
transportado a los cloroplastos y procesado en el estroma en donde
también es ensamblado (Fig. S5, Smith y Ellis, 1979).

Al ser sintetizada la subunidad grande se asocla a una proteina
conocida como proteina de unién a la subunidad grande (LSBP:large
subunit binding protein), lo cual es requisito para que ocurra el
ensamblaje de 1la holoenzima completa (Cannon et al., 1986).
Recientemente se le ha asignado el papel de "chaperonina" a esta
proteina y el ensamblaje de la RUBISCO se ha estudiado como un sistema
modelo para analizar el mecanismo de accién de este tipo de proteinas
(Roy, 1989; Gatenby y Ellis, 1990).

4. Organizacién de los genes que codifican la subunidad pequefia de 1la
RUBISCO.

En todas las plantas superliores estudiadas, la subunidad pequefia
estd codificada por una familia multigénica en el genoma nuclear (rbcS)
cuyo numero varia dependiendo de la especie. Por ejemplo, en soya se
han detectado al menos diez miembros (Berry-Lowe et al., 1982), en
petunia ocho miembros (Dunsmuir et al., 1983), en chicharo cinco
miembros (Coruzzi et al., 1983), en tomate cinco miembros (Sugita et
al., 1987) y en maiz al menos tres miembros (Sheen y Bogorad, 1986).

Las familias de subunidad pequefia mads ampliamente caracterizadas
son las de petunia, chicharo y tomate donde la mayoria de los genes han
sido secuenciados y su organizaclén y/o su localizacién cromosémica ha
sido determinada. En tomate, los cinco genes rbcS estan localizados en
tres loci genéticos situados en dos cromosomas distintos. El1 locus
Rbcs-1 se localiza en el cromosoma 2 y contiene un gen; el locus Rbcs-2
estd situado en el cromosoma 3 y también contiene un gen y el locus
Rbecs-3 localizado en el cromosoma 2 (Vallejos et al., 1986) contiene 3
genes arreglados en tandem en una regién de 10 kb denominados Rbecs-34,
Rbcs-3B y Rbes-3C (Sugita et al., 1987).

Se ha determinado que todos estos genes contienen al menos dos
intrones. Los cuatro genes contenidos en Rbecs-1 y Rbcs-3 son similares

en estructura y cada uno posee dos intrones de 100 pb; el primero
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Figura 5. Eventos en el ensamblaje de la RUBISCO. La subunidad grande
de la RUBISCO (LS) se sintetiza en los cloroplastos mientras que 1la
subunidad pequefia (SS} y la proteina de unién a la subunidad, grande
(LSBP) son sintetizadas en el citoplasma y transportadas al
cloroplasto. La SS es sintetizada como un precursor de peso molecular
de 20,000 que debe procesarse al cruzar la membrana cloroplastica para
hacerla funcional. La LSBP actua como chaperonina es decir, asiste en el
ensamblaje de las subunidades de la RUBISCO dentro del cloroplasto
(Adaptado de Roy, 1989)
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localizado entre los codones 2 y 3 y el segundo entre los codones 41 y
42 del polipéptido maduro. El gen Rbcs-2 contiene ademis de los dos
Intrones seflalados anteriormente, un tercer intrén localizado dentro
del codén 59. El primero y tercer intrén de Rbcs-2 tienen 999 y 435 bp
y parece que no contienen marcos de lectura ablertos {(open reading
frames). En petunia la organizacién es muy semejante. Un gen con dos
intrones se localiza en un locus; otro gen con tres intrones se
localiza en el segundo locus y un arreglo en tiandem de genes con dos
intrones se localiza en el tercer locus (Dean et al., 1985; Sugita et
al., 1987). En el caso de chicharo los cinco miembros de la familia
génica se locallzan en un solo locus en el cromosoma S (Polans et al.,
1985) y todos los genes contiene 2 intrones (Coruzzi et al., 1984;
Timko et al., 1985). En trigo y maiz han sido-encontrados genes con un
solo intrén (Broglie et al., 1983; Lebrun et al., 1987). La posicién de
los intrones en los genes que contienen solamente dos, corresponde a la
posicién del primero y segundo intrones en los genes que poseen tres
intrones. En el caso de trigo y maiz el unico intrén corresponde a la
posicién del intrén 1 de los genes de dicotiledéneas.

Aunque las estructuras de los genes rbcS pueden variar entre
especles y aun dentro de una misma especle, las secuenclas de
nucledtidos y aminodcidos de 1las regiones codificadoras estan
conservadas entre familias génicas y altamente conservadas dentro de
una determinada familia génica. Analizando los miembros de la familia
rbcS de tomate, se descubren ciertos patrones aplicables a petunia y
chicharo. Primero: la secuencla de -nucle6tidos est4d conservada variando
de 8 a 100% entre los genes rbcS. Segundo: muchas de las
substituciones de nucleétidos son silenciosas, resultando en una mayor
conservacién en la secuencia de aminoacidos (91-100% en tomate).
Tercero: la mayoria de las substituciones de aminodcidos ocurren en la
secuencia del péptido sefial tal que en tomate, los cinco genes
codifican cuatro diferentes polipéptidos precursores, que son
procesados para producir solo tres diferentes polipéptidos maduros.
Cuarto: la conservacién de la secuencla es mayor entre genes de un
mismo locus que entre genes de diferentes locl. Por ejemplo en chicharo
donde estos genes estidn codificados en un solo locus, la méxima
varlacién en la secuencla de aminoAdcldos es tunicamente de 1% (Fluhr et
al., 1986a). Quinto: los genes rbcS de tomate codifican polipéptidos de
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180 6 181 aminodcidos, de los cuales 57 6 58 aminodclidos corresponden a
la secuencla de sefial y 123 al polipéptido maduro. El mismo caso se
presenta en petunia, chicharo y tabaco, mientras que en
monocotiledéneas parece ser mas variable. En Lemna la secuencia de
triansito es de 57 aminoidcidos y la del polipéptidoc maduroc es de 120
aminodcidos, mientras que las secuencias correspondientes en maiz son
47 y 122 aminoacidos y en trigo 46 y 128 aminodcidos para 1las
secuenclias sefial y codificadora respectivamente (Manzara y Gruissenm,
1988).

§. Organizacién de los genes que codifican la subunidad grande de la
RUBISCO.

Los genes que codifican la subunidad grande de la RUBISCO (rbcL)
se localizan en el genoma cloroplastico. Existe un gen por cada
molécula de DNA, pero hay una gran cantidad de moléculas de DNA por
cloroplasto y varios cloroplastos por célula, por lo cual existe una
gran cantidad de copias dei gen de la subunidad grande de la RUBISCO
por célula. En algunos casos pueden ser miles de copias.

En genomas cloroplasticos que tienen la tipica estructura
invertida repetida, el gen rbcL esta localizado en una regién de copilas
unicas contigua a y opuesta en polaridad a los genes policistrénicos
que codifican las subunidades B y € de la ATPasa de cloroplasto
(atpB/E). En todas las plantas estudiadas se ha encontrado que la
secuencia codificadora rbcL es continua, con una longitud de 1.4 kb y
que codifica un polipéptido de aproximadamente 475 aminoicidos. Las
secuenclias codificadoras estan altamente conservadas entre diferentes
especies con la mayoria de los cambios nucleotidicos ocurriendo en el
extremo 3’. Ademds muchos de los cambios de bases son sllenciosos
resultando en mayor homologia entre las secuenclas de aminodcidos. Por
ejJemplo la homologia entre los nucleétidos de maiz y espinaca es de 84%
mientras que la homologia entre las correspondientes secuencias de
aminoadcidos es de 90% (Zurawskl et al. 1981). En especles altamente
relaclonadas tales como petunia y tabaco, la secuencia de aminodcidos
esta conservada 97% y las secuencia nucleotidicas de las reglones
flanqueadoras 5’ y 3' son también altamente homélogas (Aldrich et al.,
1986). En especies menos emparentadas, 1la conservacién de las
secuencias nucleotidicas entre las regiones flanqueadoras 5 y 3’ es
considerablemente mas baja, aunque los dominios funcionales estén
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"conservados (Zurawskl y Clegg, 1987).

6. Patrones de expresién in vivo de los genes que codifican las
" subunidades de la RUBISCO.

) . Al anallzar los patrones de expresién del gen rbcS en chicharo,
petunla y tomate, ha sido posible observar que sus niveles de RNA
mensajero muestran acumulacién diferencial en los distintos érganos
estudiados (Coruzzi et al., 1984; Fluhr et al., 1986b; Dean et al.,
1985; 1987; Suglita y Gruissem, 1987). En todos los casos la acumulacién
mayor de mRNA para ese gen se presentd en hojas, fue bastante mas baja
en otros tejidos y no existié en raices.

En lo que respecta al tipo de gen que se expresa en cada tejido,
se observé que en petunia un gen (SSU 301) es el que se expresa mas
fuertemente en todos los tejldos y la proporcién de expresién de los
otros genes cambia de tejido a tejido. En chicharo dos genes (rbcS-34 y
rbeS~3C) son los que se expresan mds fuertemente en todos los tejidos,
pero la proporcién relativa de los otros genes también cambia de tejido
a tejido. En tomate los genes mas fuertemente expresados varian en los
diferentes tejidos. Por ejemplo en plantulas etioladas y frutos Rbcs-3B
Yy Rbcs 3C no se expresan, mlentras que en hojas maduras son los
expresados mas altamente. Otra observacién importante de .estos estudios
es la gran diferencia entre el gen mas expresado y el menos expresado
en hojas maduras, siendo de 25 veces o mas para petunia, 10 veces para
chicharo y sélo cuatro veces para tomate.

Los resultados encontrados con respecto a la expresién de 1los
genes rbcS en tomate 1indlcan que también existe una regulacién
diferencial dependiente del desarrollo. Durante el desarrollo de la
hoja en tomate, el nivel de expresién de los genes cambia de tal forma
que aunque Rbcs-2 y Rbes-3B son los genes mds altamente expresados en
hojas inmaduras, Rbcs~3B y Rbcs-3C lo son en hojas maduras. También ha
sido observada una regulacién diferencial de la expresién de los genes
rbeS y rbcl durante el desarrollo y maduracién del fruto del tomate.
Después de la polinizacién, los niveles de mRNA para rbcS y rbclL en el
pericarplo de tomate incrementan durante 15 dias y luego decrecen, tal
que en el fruto rojo y maduro rbecS no es detectable y sbélo son
encontrados bajos niveles de transcritos de rbcL (Piechulla et al.,

1986). Este descenso en la expresién parece ser regulado por el
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desarrollo y no es simplemente una consecuencia del proceso de
senectud, ya que se ha observado la activacién de la expresién de genes
especificos para la maduracién durante este tiempo ademis del
mantenimiento de la expresidén constitutiva de otros genes. Otro ejemplo
de regulacién de la expresidén de los genes rbcS y rbcl. dependiente del
desarrollo es observada en pléantulas etloladas de amaranto y maiz
cultivadas en la oscuridad. En ellas los niveles estables de mRNA para
rbcS y rbcL incrementan 1independientemente de 1a 1luz durante el
desarrollo (Nelson et al., 1984, Berry et al., 1985). En tomate un
conjunto de la familia multigénica rbcS, constituido por Rbcs-1, -2 y
-3A, se expresa en plantulas etioladas y la expresién de Rbes-1 en
particular puede ser regulada en base al desarrollo.

Aunque los transcritos para rbcS y rbcl. pueden ser detectados en
algunas plantulas cultivadas en 1la oscuridad, se han descrito
incrementos dramaticos en los niveles estables de mRNA en respuesta a
la luz en tomate (Sugita y Gruilssem, 1987), maiz (Nelson et al., 1984;
Sheen y Bogorad, 1985; 1986), amaranto (Berry et al., 1985), mostaza
(Oelmiiler et al., 1986) y chicharo (Sasaki et al., 1981; 1984, Thompson
et al., 1983); aunque el incremento en rbcS en todos los casos fue
mayor que el incremento de rbcL. En tomate este incremento representa
un aumento en los niveles estables de mRNA de todos los cinco genes
rbecS, pero los dos genes que no son expresados en plantulas etioladas y
son los mds altamente expresados en hoja madura Rbcs-3B y -3C mostraron
un significativo retraso (de tres a nueve horas) en la acumulacién de
transcritos. En maiz la 1luz también puede actuar para modificar la
expresién de rbcS y rbcL en una forma especifica del tipo celular.
Aunque los transcritos de estos genes se encuentran tanto en células de
mesdfilo como de vaina del haz vascular en hojas de maiz etioladas, los
niveles de estos mRNAs disminuyeron en las células del mesdfilo y
permanecieron constantes en las células de la vaina del haz vascular
cuando se iluminaron las hojas (Sheen y Bogorad, 1985; 1986).

Mlentras que la luz estimula la expresién de rbeS y rbclL, la
ausencla de luz reduce los niveles de expresién. En el caso de rbcS, es
evidente el control diferencial de los genes individuales en la
oscuridad. Por ejemplo, cuando plantas de tomate maduras cultivadas en
invernadero se transfieren a oscuridad total por 24 horas, los niveles

de transcritos de rbcL no caen sustancialmente (menos de dos veces),
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mientras que el nivel de transcritos totales de rbcS mostré un
decremento marcado. Cuando los niveles individuales de transcritos rbcS
fueron estudiados bajo estas condiciones, se encontré que después de 12
horas en la oscuridad, los transcritos de Rbecs-1, 3B y 3C habian
disminuido hasta niveles no detectables, mientras que Rbcs-2 y -34 sélo
decrecieron 33 y 40% respectivamente en relacién a los niveles
presentados en la luz (Sugita and Gruissem, 1987). Con base en los
patrones de expresién en la oscuridad, los cinco genes rbcS pueden
dividirse en tres grupos: Rbcs-1 que es el Unico gen expresado en la
oscuridad en cotiledones, pero no en hojas; Rbcs-2 y -34 los cuales son
expresados en la oscuridad en cotiledones y en hojas maduras y Rbcs-3B
y =3C que no son expresados en la oscuridad en ningun tejido. Sera de
interés determinar qué factores son responsables de las diferencias en
expresién en estos tres grupos de genes y sl grupos similares pueden

ser ldentificados en otras famillas rbcS.

7. Regulacién de la expresién de los genes que codifican la subunidad
grande de la RUBISCO.

Los camblios en la expresidén del gen rbel inducidos por 1luz y
durante el desarrollo del cloroplasto han sido estudiados en varias
plantas superiores y se ha propuesto que existe control a nivel
transcripcional, post~transcripcional y traduccional (Berry et al.,
1985; Inamine et al., 1985; Rodermel y Bogorad, 1985; Berry et al.,
1986; Sasakl et al., 1987; Tobin y Siverthorne, 1985). En muchos casos
sin embargo, el control transcripcional de la expresién del gen no ha
sido adecuadamente distinguido del recambio diferencial de mRNA y de la
varlacién en niveles de DNA durante el desarrollo del cloroplasto. Por
ejemplo, Inamine et al. (1985) han demostrado que el incremento de tres
veces en los nilveles de RNA mensajero de rbclL observado durante el
enverdecimiento en plantulas de chicharo, podia ser explicado por un
Incremento similar en el nimero de copias de DNA y que el incremento de
diez a velnte veces observado en los niveles del polipéptido LS era
debido a un control traduccional de la expresioén. Por otro lado, Sasakt
et al. (1987) estudiaron lo cambios en el numero de coplias del DNA
cloroplastico y en los niveles de mRNA de rbcL en el enverdecimiento de
plantulas de chicharo sujetas a diferentes intensidades de 1luz y

encontraron que el aumento en los niveles de mRNA para rbcl no estaba
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necesariamente correlacionado con un incremento en el numero de coplas
del DNA en el cloroplasto. Ellos han sugerido que la expresién de rbcL
es regulada a niveles transcripclonal y post-transcripcional, aunque el
tema de la estabilidad del mRNA no ha sido estudiado. Reclientemente
Deng y Grulssem (1987) han proporcionado evidencla de que la expresion
génica del cloroplasto es regulada primariamente a nivel
post-transcripcional. Ellos han encontrado que, aunque la actividad
transcripclonal general del genoma del cloroplasto se incrementa en
respuesta a la 1lluminacién, las actividades transcripcionales de 1la
mayoria de los genes del cloroplasto, incluyendo rbcl, no cambian en
relacién una a la otra. Mas aun, encontraron que los cambios en la
actividad transcripcional del genoma del cloroplasto eran
independientes del nuimero de copias de DNA y que las actlvidades
transcripclionales relativas de ciertos genes, incluyendo rbcL,
correlacionaban con la fuerza del promotor como 1lo determinaron
Gruissem y 2Zurawskl’ (1985a). De esto se desprende que el control
transcripclonal de la expresién génica del cloroplasto ocurre a un
nivel global, con eficiencias de transcripcién relativas dictadas por
la fuerza de promotores individuales y que la expresién de genes
individuales esta controlada primariamente a nivel post-
transcripcional.

Las reglones promotoras del gen rbclL de espinaca y maiz han sido
definidas funcionalmente usando extractos para transcripecién in vitro
derivados de esas plantas (Gruissem y Zurawski, 1985b; Hanley-Bowdoin y
Chua, 1987). La regién promotora rbcL contiene dos elementos de
secuencia criticos llamados cptl y cpt2 los cuales son andlogos a las
secuencias procariéticas consenso °‘~35' y °‘~10’ respectivamente y han
mostrado tener significado funcional en la expresién genética del
cloroplasto (Gruissem y Zurawski, 1985b). Aunque se han descrito
miltiples sitlos de iniciacién de la transcripcién para varios genes
rbcl. (Palmer et al., 1982; Crossland et al., 1984; Poulsen, 1984;
Mullet et al., 1985), experimentos In vitro han mostrado que sélo hay
un transcrito primario y que transcritos mas cortos son probablemente
productos procesados (Crossland et al., 1984; Mullet et al., 1985). En
la mayoria de los casos, la regién promotora rbel definida
anteriormente corresponde a los sitlos de 1iniciacién de estos

transcritos primarios (Zurawski y Clegg 1987).
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8. Regulacién de la expresién de los genes que codifican la subunidad
pequefia de la RUBISCO.
8.1. Factores que actlan en cis: secuencias génicas en el promotor.

Al analizar las diferentes famillas multigénicas rbcS en plantas
superiores, diferentes patrones de expresién son cbservados: a) la luz
afecta la expresién de los genes rbcS en la mayoria pero no en todas
las plantas estudiadas; b) el efecto de la luz es mediado por el
fitocromo y uno o mAs receptores de luz azul, cuya influencla puede
variar con el estadio de desarrollo de la hoja; c) la regulacién por
luz de la expresién de los genes rbcS ocurre primariamente a nivel
transcripcional, pero también clerta establilidad diferencial del mRNA
ha sido observada (Flores y Tobin, 1986; Tobin y Silverthorne, 1985;
Kuhlemeler et al., 1987). Ademds de la regulacién por luz, la expresién
in vivo es érgano-especifica y regulada en funcién al desarrollo.

Puesto que la regulacién de la expresién de rbecS parece ser
primariamente a nivel transcripcional, muchos investigadores se han
dedicado a analizar la regién precedente (upstream) de los genes rbcS
con el objeto de encontrar secuenclas especificas de DNA responsables
de dirigir los distintos patrones de expresién (Dean et al., 1985;
Fluhr et al., 1986a). Se han identificado varlias secuencias precedentes
en los genes rbcS, las cuales correlacionan con algunos de los patrones
de expresién especificos detectados. Allneando estas secuencias es
posible observar que los dos genes de tomate que son expresados
constitutivamente en 1la oscuridad, Rbcs-2 y -34, comparten tres
secuencias comunes: una secuencia rica en CT, la secuencla
5’ -GGATGAGATAAGAYTA y la secuencia 5'~-CACGTGG/TCAC, las cuales también
estan presentes en dos genes de petunia (Dean et al., 1985) y en los
genes de tabaco. Un subconjunto de genes de la familia rbeS (Rbes-1,
-3B y ~3C) que no contiene estas secuencias comparte la caracteristica
de que su expresiéon decrece rapidamente a niveles no detectables cuande
las plantas son colocadas en la oscuridad. Estas correlaciones entre
patrones de expresién en la oscuridad observadas en tomate no se sabe
si existen en otras familias rbcS pues no existen experimentos
seme jantes.

Existen otras secuencias conservadas a las que no se les ha
detectado alguna relacién con algin tipo de expresién diferencial.

Estas secuenclas pueden clasificarse en tres categorias. La primera
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categoria comprende aquellas secuenclas conservadas en todos los genes
rbcS y que probablemente juegan un papel fundamental en la expresién de
estos genes. Estas incluyen la caja °‘TATA', una secuencia similar a la
caja ‘CAAT’ y la secuencia 5'-GTGTGGTTAA/CTATG, llamada ‘caja II’
(Fluhr et al., 1986b) la cual se ha demostrado que funciona como un
silenciador en la oscuridad para los genes rbcS. La segunda categoria
de secuenclas conservadas incluye aquellas que estan conservadas entre
todos los miembros de una familia génica rbcS especifica o entre todos
los genes rbcS de especles estrechamente relacionadas. Estas incluyen
la secuencia de la ‘caja I', 5'-TTCAA; la secuencia de la ‘caja III’,
S’ -ATCATTTICAC; y la secuencia consenso 5°-GAAACCTTATCA. El significado
de esta ultima secuencia no es claro pero parece funclionar en algunos
aspectos de la expresién génica que son unicos en plantas con
cotiledones fotosintéticamente activos en contraposicién a cotiledones
que sirven principalmente como érganos de reserva. La tercera categoria
incluye aquellas secuencias que estédn conservadas entre algunos
miembros de familias génicas emparentadas y podrian tener algin
significado funcional o simplemente reflejar diferencias en el linaje
de los genes

Ha sldo demostrado por experimentos con plantas transgénicas, que
las regiones precedentes de los genes rbcS son suficientes para dirigir
su expresién regulada por luz y tejido-especifica (Kuhlemeler et al.,
1987). Sin embargo, empleando el método de delecién por mutagénesls de
esas regiones ha sido posible definir elementos Iintensificadores
{enhancer-like elements) los cuales son capaces de dirigir la expresién
regulada por luz y érgano-especifica en cualquler orientacién con

respecto al promotor.

8.2, Factores regulatorios que actian en trans.

En lo que respecta a la identificacién de factores regulatorios
que actuando en trans se asocien a alguna de las secuencias génlcas
reguladoras de los genes rbcS, en chicharo ha sido identificado un
factor nuclear denominado GT-1. Este factor interacciona con 1las
secuencias de las cajas Il y III localizadas en la regién precedente
(upstream) de los genes rbcS. Green y colaboradores (1987) identificd
otras cuatro secuencias denominadas cajas II.. III-. II..y III... las
cuales también unen al factor GT-1. Estas secuenclas muestran mucha

variaclén cuando se comparan con la caja II. Estas varlaclones pueden
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indicar que GT-1 puede unirse a muchas secuencias relaclonadas o que
puede existir una familia dé proteinas GT-1 cuyos miembros no
diferencian entre sitlos 1in vitro pero que reconocen secuencias
especificas in vivo. ‘

Otros factores que han sido identificados son: el factor de unién
a la caja G (GBF) cuya secuencia consenso TCTTACACGTGGCAYY fue derivada
al compararla con secuenclas semejantes en genes que responden a luz
(Giuliano et al., 1988); el factor 3AF1 que se une a la secuencla
AAATAGATAAATAAAAACTT que se encuentra repetida cuatro veces y el factor
AT-1 que se une a la secuencia AATATTTTTATT y que es similar a otra.
secuencla observada en genes cab que también responden a luz (Gilmartin
et al., 1990). Otro factor encontrado recientemente en Lemna gibba
(Buzby et al., 1990) y que fue denominado LRF-1 (light-regulated
nuclear factor) se demostré que estd asociado al proceso de induccién

por luz mediada por fitocromo de la expresién del gen SSUSB.

8.3. Otras regiones que afectan la expresién de los genes de 1la

subunidad pequeifia

Aunque varlos lnvestigadores han mostrado que 1las reglones
precedentes a los genes rbcS son suficlentes para la expresién regulada
por luz y érgano-especifica, Dean y colaboradores (1989) han mostrado
que secuencias subsecuentes al coddén de lniclacién de la traduccién, en
petunia influencian el nivel de la expresién de los genes. Esto puede
ser debldo a la presencia de elementos intensificadores (enhancers) o

a regulaciéon post-transcripcional de la expresién de estos genes.

9. Resultados previos en el anidlisis de la actividad y contenido de
proteina RUBISCO en maiz.

El andlisis de la actividad de la RUBISCO asi como la cantidad de
proteina RUBISCO y otros parametros fisiolégicos en plantas adultas de
maiz, ha sido realizado previamente (Loza Tavera, 1984; Loza-Tavera et
al., 1987; Martinez-Barajas, 1989). De esto se concluye que la
actividad de la RUBISCO aumenta durante el periodo de llenado de grano
hasta un maximo a la mitad del perfodo para luego disminuir al final
del mismo (Fig. 6) mientras que la proteina-RUBISCO disminuye a través
de todo el periodo aunque se mantiene mds o menos sin variacién en
relacién a la proteina total la cual también disminuye (Fig. 7b).
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Figura 6. Actividad de la RUBISCO en plantas adultas de maiz durante el
llenado de grano. La actividad de la RUBISCO fue determinada en
extractos crudos de la hoja superior a la mazorca. a) Actividad
expresada con base en el peso fresco. b) Actividad especifica expresada
con base en la cantidad de proteina RUBISCO. Estos datos corresponden a
las figuras 18 y 20 de la tesis de maestria de Martinez-Barajas {1989).
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Figura 7. Proteina-RUBISCO en plantas adultas de maiz durante el
1llenado de grano. La proteina-RUBISCO fue determinada por inmunorocket
~en extractos crudos de 1la hoja superior a la mazorca. a)
Proteina-RUBISCO expresada como miligramos por gramos de peso fresco
(mg/g P.F.) b) Proteina-RUBISCO expresada como miligramos por miligramo
de proteina soluble total (mg/mg proteina). Estos datos corresponden a
las figuras 16 y 17 de la tesls de maestria de Martinez-Barajas (1989).
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IV. HIPOTESIS

Si el principal punto de regulacién de la actividad de la RUBISCO
fuera a nivel transcripcional entonces los niveles de RNAS mensajeros
que codifican a sus subunidades deberian seguir el comportamiento que
presentara la actlvidad de esta enzima en los diferentes estadios
fisiolégicos que se estudiaran, ’ -~

Asi mismo, debido a que la RUBISCO es una holoenzima constituida
equimolecularmente por subunidades grandes y pequefias, se esperaria, si
lo propuesto en el enunclado anterior es clerto, que los niveles de

ambos RNAs mensajeros se expresaran en forma paralela.

V. OBJETIVOS

1. Determinar los niveles de RNAs mensajeros de los genes que codifican
la RUBISCO en dos diferentes periodos del desarrollo de la planta de
maiz: durante el desarrollo de la segunda hoja en plantulas y
durante el periodo de llenado de grano en plantas adultas,

2. Determinar las velocldades de sintesls y degradacién de los
polipéptidos que constituyen .a la RUBISCO en 1los estadios de

desarrollo antes sefialados.
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VI. MATERIALES Y MET0ODOS

1. Material biolégico.

El material biol6gico utilizado fueron dos poblaciones de maiz de
la variedad Zacatecas 58 la cual es una variedad derivada de wuna
colecta en el estado de Zacatecas realizada por el Dr. José Molina
Galan, profesor investigador del Centro de Genética, Colegio de
Posgraduados, Montecillo Edo. de México. Las poblaclones estudiadas
fueron la Original (Ori) y la poblacién mejorada producida después de y
18 clclos de Seleccién Masal Visual Estratificada para mayor
rendimiento de grano (SM-18).

2. Definicién de los estadios estudiados
2.1. Pléntulas.

En pléntulas se analizé el desarrollo de 1la segunda hoJja
considerando diferentes estadlos durante el proceso. Debido a que las
plantulas crecen a diferente velocidad dependiendo de la temperatura,
la luz, la fertilizaclén y otros factores amblentales a las que estén
expuestas, se decidié definir morfologicamente los diferentes estadios
sin considerar el tiempo de crecimiento necesario para alcanzarlo. Asi,
se definieron siete estadios de desarrollo que fueron empleados en el
andlisis. La descripcién de los estadios se presenta en la Figura 1 del
articulo "Regulation of ribulose-1, 5-bisphosphate carboxylase
expression 1n second leaves of malze seedlings from low and high yleld-
populations" publicado en 1990 en la revista Plant Physiology

(93:541-548), el cual se anexa en este escrito.

2.2. Adultas.

El inicio del estudio en plantas adultas se consideré el momento
en el que el cultivo presentaba el 50% de floraclén masculina. A partir
de entonces se realizaron muestreos semanales durante todo el periodo
de llenado de grano y hasta 45 dias después. En los ultimos muestreos
el grano ya habia alcanzado su madurez fisiolégica observandose la capa

negra en la base del grano,
3. Condiciones de crecimiento y hojas estudiadas.

3.1. Plédntulas.
En plantulas los estudios se realizaron en la segunda hoja. Las
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semillas fueron puestas a germinar en macetas con tlerra de hojJa
colocadas en un invernadero localizado en la Fac. de Quimica. Se
regaron regularmente con agua corriente y las hojas fueron colectadas
cortandolas en el momento en que presentaban el estadio de desarrollo

deseado.

3.2. Plantas adultas.

En plantas adultas la hoja seleccionada para el estudio fue la
inmediata superior a la mazorca ya que es una de las que participan mis
activamente en el proceso de llenado de grano (Tanaka y Yamaguchi,
1977). Las plantas fueron cultivadas en terrenos de siembra del Colegio
de Posgraduados en Montecillo, Edo. de Méxlico, locallizado a 19%3°'N y
98%3' W y 2245m de altitud. La densidad de siembra fue de 50,000
plantas por hectérea y la fertilizacién al suelo fue de 120-80-00 kg/Ha
(N-P-K). Después de la siembra las plantas fueron irrigadas cada 10
dias antes del inicio del periodo de 1lluvia y posteriormente sélo

cuando fue necesario (Martinez-Barajas et al. 1992).

4. Estimacién de los niveles de los RNAs mensajeros que codifican las
subunidades grande y pequefia de la RUBISCO.

Los niveles de RNA mensajeros para las subunidades de la RUBISCO
en los tejldos estudiados fueron estimados empleando la sliguiente ruta
metodolégica:

a. extraccléon de RNA total del tejido foliar

b. separacién del RNA en geles de agarosa

c. transferencia del RNA a membranas de nylon

d. hibridacién con sondas especificas para los genes en
estudio marcadas con “°P

e. autorradiografia

f. medicién densitométrica del RNA hibridado y estimacién de
la proporcién de RNAs mensajeros

4.1. Muestra.

Para plantulas se tomdé un minimo de cinco hojas para completar 1.5
g de tejido del estadio deseado. En los estadios muy jovenes (primero y
segundo) las hojitas se tomaron enteras, en el caso de los estadlos

donde la hoja ya estaba mis desarrollada, la base y la punta fueron
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cortadas y sélo se tom6 la parte central.

Para adultas se hicleron grupos con hojas de cinco plantas de cada
poblacién (Original y SM-18). Las hojas fueron cortadas, colocadas en
una bolsa de plastico sobre hielo y transportadas al laboratorio de
Botédnica del Colegio de Posgraduados. Ahfi se tom6 el tercio central de
las hojas, se les quité la nervadura central y se formaron paquetes que
se congelaron en nitrégeno liquido. Posteriormente se llevaron a la
Fac. de Quimica, en donde se guardaron a -70°C hasta que fueron
procesadas, Todas las muestras se tomaron entre las 10:00 y 12:00
horas. Para la extraccién de RNA se pesaron dos gramos de tejido foliar

tomado de un grupo de cinco plantas.

4.2. Extraccién de RNA.

Los métodos correspondlentes al andlisis de los RNA mensajeros de
la RUBISCO de maiz, estan descritos en el articulo "Regulation of
ribulose-1, 5~-bisphosphate carboxylase expression In second leaves of
maize seedlings from low and high yleld populatlions” incluido en este
trabajo. Sin embargo en esta seccién se daran mis detalles
metodolégicos con el propdsito de facllitar el empleo de estas
técnicas.

El procedimiento de extraccién y manejo de RNA para analisis por
Northern fue realizado empleando todo el material de cristaleria lavado
perfectamente con detergente y con &4cido sulfirico concentrado y
enjuagado abundantemente con agua destilada y deslonizada.
Posteriormente todo el material fue esterilizado a 15 lbs de presién
durante 15 min, Asimismo durante el desarrollo experimental se trabajé
con guantes de plastico y frente a mechero.

El método que se empled para la extraccién del RNA (Sheen and
Bogorad, 1985) fue selecclonado después de haber probado otros métodos
(extraccién con CTAB y ultracentrifugacién) y haber encontrado que era
el que daba mejores resultados y de mas facil aplicacién en el
laboratorio en donde se desarrollaria el trabajo.

El tejido foliar (1.5 g) fue colocado en un mortero frio y
macerado con nitrégeno liquldo hasta convertirlo en polvo fino.
Inmediatamente se le agregé el amortiguador de extraccién (4.5 ml)
(Tris-HC1 100 mM, [pH 8.61, 2% de sarkosil, tiocianato de guanidina 4
M, EDTA 25 mM, EGTA 25 mM, B-mercaptoetanol 100 mM) y fenol destilado
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saturado con STE (2.25 ml) (NaCl 10 mM, Tris 10 mM, EDTA 1 mM). La
mezcla se aglté vigorosamente en el Vortex durante S minutos y luego se
le agregd cloroformo:alcochol isoamilico (24:1) (2.25 ml) continuando
con la agitacién durante otros S5 minutos. La mezcla fue centrifugada
para separar la fase acuosa Yy ésta fue reextraida con
fenol: cloroformo: alcohol isoamillco (25:24:1) tres o cuatro veces mas,
hasta no observar proteina precipitada en la interfase. Los 4&cidos
nuclélicos presentes en la fase acuosa fueron precipitados agregando 0.6
volumenes de 1sopropanol frio y dejando la preparacién a -20°C durante
toda la noche.

Las preparaciones de RNA de plantas presentan una gran cantidad de
polisacdridos que dificultan la resuspensién del RNA después de su
precipltacién. Para quitar los polisacaridos la pastilla de RNA fue
lavada dos veces con etanol 70%, secada al vacfo y resuspendida en 0.9
ml de una solucién de acetato de sodio 0.1M (pH &.0) a 0’c. Los
polisacaridos fueron precipitados agregando etanol para 1llevar la
solucién al 10% y manteniendo la muestra a 0% durante 10 min. La
preparacién fue centrifugada a 10, 000g durante 15 min a 0°C recuperando
el sobrenadante. Los 4cldos nucléicos fueron precipitados del
sobrenadante agregando un volumen de lsopropanol y dejando a —20°C por
dos horas. Los 4&cldos nucléicos fueron recuperados centrifugando
nuevamente la preparacién. La pastilla que contenfia los 4&cidos
nucléicos fue lavada dos veces con etanol al 70%, secada al vacio y
resuspendida en agua desionizada estéril. Esta preparacién fue
almacenada a -70°C. (Herrera-Estrella, 1987 comunicacién personal). La
cuantificacién de RNA se hizo considerando A4260=1 como 40 ug/ml. La
relacién Az60/4280 nunca fue de 2 como se recomienda para RNA de otras
fuentes. Podria ser que el alto contenido de pigmentos presentes en
tejidos vegetales impida lograr esta relacién. Las relaciones obtenidas
en las extracciones de RNA de maiz variaron entre 1.4 y 1.7. Sin
embargo, nho se encontraron problemas en la transferencia del RNA a

nylon ni en la hibridacién.

4.3. Electroforesis de RNA en agarosa

Treinta pg de RNA total de cada muestra problema fueron
desnaturalizados en 50% (v:v) de formamida desionizada, formaldehido
2.2 M, amortiguador de fosfatos 1X (10X= 100 mM fosfato de sodio [pH 7]
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y EDTA 10 wM [pH 8.0]) a 65°C durante 10 min y cargados en un gel de
agarosa al 1.2% (p:v) conteniendo 2.6 M de formaldehido. El gel de 0.4
¥ 13 % 18 cm fue corrido en una electroforesis horizontal empleando
amortiguador de fosfatos 1X y aplicando 10 mA durante toda la noche
hasta que @l colorante (x11én clanol) llegaba a 4 cm del borde (aprox
15 h). Los geles fueron tefildos con una solucién de bromuro de etidio
(10 ug/ml) por un minuto y destefildos en agua destllada hasta
visuallzar las bandas de RNA ribosomal. Los contenidos de RNA en los
carriles de las electroforesis fueron normalizados densitométricamente
empleando para ello un negativo ampllado de una fotografia del gel
tefildo con bromuro de etidio y visualizado en un transiluminador de
onda corta (TM 36 Chromato-vue shortwave transilluminator, U.V.P,
Inc.). El densitémetro empleado fue un GS 300 transmitance/reflectance
scanning densitometer (Hoeffer Scientific Instruments) conectado a un

integrador (LKB 2200 recording integrator).

4.4. Transferencia del RNA a soporte 86lido (membranas de nylon)

El RNA fracclonado en el gel de agarosa fue transferido a
membranas de nylon (Nytram, Schleicher and Shuell) por capilaridad
empleando una solucién SSC 20X (20X=NaCl 3M; citrato trisédico 0.03 M,
[pH 7.0]) y fijado en el filtro por medio de un tratamiento con luz
ultravioleta, usando un transiluminador de onda corta durante 7.5 min.
Posteriormente las membranas fueron remojadas a 6S°C durante 15 min en
10 mM Tris-HC1l (pH 8.0), 2mM EDTA y 0.1% SDS (p:v) para remover al RNA

que no se unié a la membrana.

4.5. Hibridacién RNA-DNA (Northern)

Las membranas fueron prehibridadas dentro de unaibolsa de plastico
sellada durante 2 h a 65°C con 0.15 ml de solucién de prehibridacién
(amortiguador de fosfatos 0.5 M [pH 7.2], BSA 1% (p:v), SDS 1% (p:v) y
100 pg/ml de DNA de esperma de salmén desnaturalizado en agua hirviendo
durante 10 min)} por cn® de membrana y con agitacién lenta. Después de
esa preincubacién en la bolsa sellada se hizo un pequefio agujero por el
cual se agregdé la sonda de DNA marcada radiactivamente con 32p
previamente desnaturalizada en agua hirviendo durante 10 min. La bolsa
se selld nuevamente y se dejé en agitacidén lenta a 65°C durante toda la

noche. Posteriormente la membrana fue lavada como sigue: a) 5 min a‘
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temperatura ambiente con 2X SSC (1X=0.15 M NaCl, 0.001S M clitrato de
sodio [pH 7.0]), b) 30 min a 65°C con 2X ssc y 1% (p:v) SDS y c) 30 min
a temperatura ambiente con 0.1X SSC. Durante estos lavados la membrana
se insepccioné con un contador Gelger para detectar la pérdida de 1la
marca lnespecif.l-ca unida a los filtros. Después de los lavados la
membrana fue secada y expuesta a una pelicula de rayos X (X-Omat S,
Kodak), con pantallas intensificadoras (Du Pont). El cassete donde se
encontraba la membrana y la pelicula se mantuvo a -70°c por el tiempo
necesario para que aparecieran las manchas producidas por la marca
radiactiva pegada al filtro. La intensidad de las bandas fue
cuantificada por densitometria y normalizadas en base al RNA total
aplicado en cada carril. La cantidad de RNA pof tratamiento esta
expresada como porcentaje, correspondiendo el 100% al tratamiento que

presentaba la mayor cantidad de RNA.

4.6. Descripcién de las sondas utilizadas para cuantificar los RNAs
mensa jeros de ia RUBISCO.

La sonda utilizada para detectar la expreslén del gene de la
subunidad grande de la RUBISCO fue el plasmido pZmc 460. Este plasmido
contiene el fragmento Bam 9 de DNA cioropléstlco (Jolly et al. 1981)
con una longitud de 4.9 kpb insertado en el sitio Bam Hl de pBR322. El
fragmento Bam 9 contiene el gen de la subunidad grande (1.6 kpb) y el
extremo 5’ de un transcrito divergente codificando las subunidades beta
y épsilon del CFi. El plasmido para la subunidad grande se recibié
purificado, por lo cual fue necesario introducirloc a Escherichia colil
para poder amplificarlo.

El plasmido pZmc 460 fue introducido por transformacién (Maniatis
et al., 1982) en la cepa SF8 la cual es suceptible a ampicilina. La
transformacién con el plasmido le brindé resistencia por 110 que se
seleccionaron las cepas resistentes cultivando la bacteria en medio con
ampicilina.

La sonda para la subunidad chica, el plasmido SS537, contiene un
inserto de 700 pb introducldo entre los sitios Bam H1 y Eco R1 del
plasmido pUC13.

Ambos plasmidos fueron donados por la Dra. Jean H. Lukens del
Department of Cellular and Developmental Biology de la Universidad de
Harvard en Cambridge Mass. U.S.A.
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4.7. Amplificacién y purificacién de las sondas.

Las cepas conteniendo los plasmidos fueron cultivadas en medio
Luria (triptona 10 g/1, extracto de levadura S g/1, NaCl 5 g’/1,
timlidina 50 mg/l, ampicilina 20 mg/l) durante 24 horas. Los plasmidos
fueron extraidos embleando el método de 1lisis alcalina y fueron
purificados en gradlentes de cloruro de cesio por centrifugacién a
130,000g y 48 h (Clewell y Helinski, 1969). El inserto clonado con el
gen rbcL fue alslado digiriendo p2Zmc 460 con Bam H1 y Smal para
producir un fragmento de DNA de 3.48 kpb en el cual la mayoria de los
genes CF1 estaban ausentes. El inserto rbcS fue aislado digiriendo SS37
con Bam H1 y Eco R1. Los fragmentos resultantes de estas digestiones
fueron separados por electroforesis en agarosa de bajo punto de fusién
en amortiguador TBE (Tris-base 89 mM, &c. bérico 89 mM, EDTA 2 nM) y
recobrados cortando las bandas que contenian los insertos y
colocidndolas en tubos de microcentrifuga previamente pesados. Agregar
agua destilada en una relaclén 1.5:1 de agarosa y calentar los tubos en
agua hirviendo durante 7 min (método descrito en el instructivo de

random primer extension labeling system, DuPont/NEN)

4.8. Marcaje de las sondas con 32p,

Los insertos fueron marcados con [a-azP]dCTP (180-230 TBq mmol-l.
Du Pont/NEN) usando el sistema de marcaje Random primer extension (Du
Pont/NEN) dejando que la reaccién se llevara a cabo durante toda la
noche a temperatura ambiente. Las actividades especificas logradas
estuvieron entre 1.44 x 10° y 1.75 x 10° cpm/ug de DNA. Las sondas
marcadas fueron purificadas empleando el procedimiento de columna
centrifugada (Maniatis et al. 1982) y calentadas en agua hirviendo

durante 10 min antes de emplearse en la hibridacién.

S. Exprerimentos de sintesis y degradacién de 1la RUBISCO en la segunda
hoja de plantulas.

Estos experimentos fueron disefiados para determinar cuanta
sintesls y degradacién de RUBISCO existia en dos diferentes estadios de
desarrollo de la segunda hoja en plantulas de maiz: el segundo y el
quinto estadlios. Estos estadios fueron seleccionados debido a que se
habia observado que los niveles de RNA mensajeros para la subunidad
grande y pequefia de la RUBISCO eran diferentes entre ellos. En el
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segundo estadio los niveles de los dos mensajes de la RUBISCO iban
incrementdndose paralelamente durante el desarrollo de la segunda hoja,
en cambio en el quinto estadio los niveles de RNA mensajero de la
subunidad chica casi habian desaparecido mientras que los de la
subunidad grande estaban presentes en cantidades claramente
detectables. Puesto que los resultados correspondientes a los niveles
de RNAs mensajeros fueron iguales en las dos poblaciones, estos
experimentos se reallzaron sélamente con la poblacién SM-18.
Para este estudio se planteé la la siguiente ruta metodolégica:

a, alimentacién del tejido follar con metionina radiactiva

(pulso)

b. enfriamiento de la poza con metionina no radiactiva

c. toma de alicuotas a diferentes tiempos (seguimiento)

d. obtencién de extractos de tej}idos radiactivos
e. purificacién de RUBISCO por gradientes de sacarosa
f. electroforesis desnaturalizante de 1las fracciones que

contienen a la RUBISCO

g comprobacién de la naturaleza de 1las bandas empleando
inmunoidentificacién con anticuerpos contra RUBISCO
(Western blot)

h, estimacidén densitométrica de la cantidad de proteina de
cada una de las subunidades en las bandas de los geles
desnaturalizantes

i. cuantificacién de la radiactividad presente en las bandas
de las subunidades grande y chica separadas por geles
desnaturalizantes

[ 59

. fluorografia y autorradiografia

5.1. Estadios estudiados y obtencién del tejido.

Los estadios estudiados fueron el segundo estadio definido cuando
la primera hoja muestra la ligula aunque no completamente expuesta
mientras que la segunda hoja estd enrrollada en la base pero ablerta en
la punta (aproximadamente 7 dias después de la siembra); y en el quinto
estadio definido cuando la primera y segunda hojas tienen la 1ligula
expuesta, la tercera hoja estd casl completamente expandida pero la
ligula no esta expuesta y la cuarta hoja estd a la mitad de su
expansién (12 dias después de la slembra). Ver Flg. 1 del articulo

32



- anexo.

.

5.2. Alimentacién del teJido con metionina marcada con 355 (pulso y
seguimiento)

Fragmentos centrales de hoJas. del: quinto estadio y hojitas
completas del segundo Estadio. con un peso de 0.2 g fueron cortados
bajo agua después de lo cual sus bordes inferlores fueron sumergidos en
pequefios tubos de ensayo que contenfan 100 ul de una soluclén de
metionina con 16 pC1  del .156topo radiactivo *Sazufre (Amersham
Actividad especifica 9.38 mCi/ml; concentracién 8.3 nmoles/ml). Los

vfhbos con las hojas se colocgron en una habitacién iluminada con: luz
fluorescente, temperatura de 25% +1°% y aereaclén aumentada provocada
por un ventilador pequefio colocado frente a los tubos. Con esto se
promovia la kransplraclén y por lo tanto el consumo de la solucién con
la metionina radiactiva.

Durante todo el tiempo que durd el experimento, se cuiddé que las’
muestras no quedaran sin liquido para lo cual se agregaban pequefias
cantidades de agua segin las necesidades de cada muestra. Después de 4
horas en la solucién radiactiva todas las muestras con excepcién de una
(0 horas de seguimiento), fueron colocadas en una solucién con
metionina no radiactiva, 200 veces mias concentrada que la soluclén
radioactiva.

Posteriormente se tomaron muestras a las 2, 4, 8, 16 y 24 horas
después del pulso con el objeto de estimar la velocidad de degradacién
de la RUBISCO. Las muestras tomadas fueron.congeladas en N2 liquido

hasta su analisis,

5.3. Extraccién.

Las muestras de hojas que habian slido alimentadas con
35S-metionina, fueron molidas en un mortero frio utilizando Nz liquido,
hasta conseguir que quedaran como un polvo fino. A cada muestra se le
agregd 0.6 ml de amortiguador de extraccién (Tris 100 mM [pH 7.8), EDTA
0.25 mM, Ac. dietilditiocarbiamico 0.35 mM, ditiotreitol 5 mM, MgCla
5mM, PMSF 1 mM, Benzamidina 2 mM) y el macerado se filtrdé por 4 capas
de manta de clelo. Se centrifugé en una microcentrifuga durante 5 min y
se tomS el sobrenadante. De este sobrenadante se tomaron alicuotas para
medir proteina por el método de Peterson (1977).
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5.4. Cuantificaclén de 1la radiactividad tomada por el tejido.

La radiactividad tomada por el tejido fue cuantificada tomando
alfcuotas de 5 ul del sobrenadante. La radiactividad incorporada a
proteina total se cuantificé tomando una alicuota de 5 ul del
sobrenadante, precipitando con TCA al 10%, lavando varias veces con TCA
y después con alcohol absoluto frio. Esta solucién se pasé por un
filtro que fue secado y contado posteriormente en un contador de
centelleo liquido empleando una solucién de centelleo a base de tolueno

(PPO Sg, POPOP 0.1g, aforar a 11 con tolueno).

5.5. Purificacién de RUBISCO empleando gradientes de sacarosa.

Se tomaron 0.5 ml del extracto de hojJas y se colocaron en tubos de
centrifuga que contenian un gradiente de 7 a 24% de sacarosa preparado
en el mismo amortiguador de extraccién. La corrida se llevé a cabo en
una ultracentrifuga a 270,000g durante 16 horas. Al terminar, los
gradientes se fracclonaron en alicuotas de 1.5 ml. La RUBISCO aparece
muy cerca del fondo del gradiente (perfil de absorbencia a 260 nm, Fig.
8, Goldthwaite y Bogorad, 1971).

Por andlisis realizados previamente en los cuales las fracciones
de un gradlente fueron corridas en un gel de electroforesis

. desnaturalizante, se demostré que el pico que se suponia era RUBISCO en
las fracciones 8, 9 y 10, si correspondia a esa proteina ya que en el
gel aparecian dos bandas de proteina, una de 55 y la otra de 14 kD,
pesos que corresponden a la subunidad grande y pequefia de la RUBISCO
respectivamente (Fig 9). En estas fracciones ademis de las bandas
correspondientes a la RUBISCO, aparecian dos bandas de alto peso
mélecular (APM), entre 140 y 180 kD aproximadamente y otra de peso
molecular ligeramente mayor gque la éubunldad grande, entre 64 y 70 kD
(MPM}.

5.6. Anidlisis de 1las fracciones en geles desnaturalizantes de
poliacrilamida.

Las fracciones del gradiente que tenian el pico de la RUBISCO de
cada uno de los extractos radlactivos se Juntaron y se precipitaron con
10 volimenes de acetona, se dejaron a -20°C durante dos horas, se
centrifugaron a 10,000g por 30 min y se secaron en una campana para
evaporar los restos de acetona. Cada precipitado se disolvié en 200 ul

de  amortiguador de extraccién y se llevé a 700 ul con el mismo
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Figura 8. Perfil de absorbencia del gradiente de sacarosa empleado en
la purificacién de RUBISCO de maiz. Una alicuota del extracto crudo de
hojas de maiz fue colocado en un gradiente de 7 a 24% de sacarosa y
centrifugado a 270,000 g durante 16 horas. El gradiente fue fracclionado
en alicuotas de 1.5 ml y lefida su absorbencia a 280 nm. El pico de
proteina-RUBISCO se localiza entre las fraccliones 8 y 11 del gradiente.
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Figura 9. Gel desnaturalizante de 1las fracciones del gradiente de
sacarosa en el que se purificé la RUBISCO de maiz. Las fracciones del
gradiente de sacarosa presentadas en la Fig. 8 fueron corridas .en un
gel desnaturalizante para analizar los polipéptidos que las componen.
Las fracciones 8-11 presentan los dos polipéptidos de la RUBISCO: la
subunidad grande (LS) de 55,000 de peso molecular y la subunidad
pequefia (SS) de 14,000 de peso molecular. A la izquierda se sefialan los
pesos moleculares correspondientes a los marcadores colocados en el
carril central (P.M.). A la derecha se sefiala la localizacién de las
subunidades asi como de las bandas de alto peso molecular (APM) y las
de mediano peso molecular (MPM) que aparecen como un componente
constante en las fracciones contenlendo a la RUBISCO.
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amortiguador.

Volimenes iguales de cada una de estas soluciones fueron cargados
en geles desnaturalizantes de poliacrilamida al 10% (Laemmli, 1970) en
los cuales también se corrieron como estdndar varios carriles con
cantidades conoclidas de RUBISCO de espinaca (SIGMA) que variaban entre
0.5 y 5 pg. Las corridas fueron reallzadas a 25 V durante toda la noche
(aproximadamente 12 hrs) a temperatura ambiente y empleando como
refrigerante agua corriente. Los geles fueron tefildos con azul de
Coor‘riassie al 0.1% durante 2 horas y destefiidos con metanol y aec.
acético hasta que las bandas de proteina se observaban nitidamente. La
intensidad de las bandas presentes en cada carril fue estimada por
densitometria. Previamente se determindé sl era posible efectuar una
curva estandar para medir cantidades de proteina por densitcmetria en
un gel.

En la Fig. 10 se presenta un gel tipico empleado para cuantificar
la proteina de cada subunidad de RUBISCO. Los primeros sels carriles
muestran la curva estandar de concentraciones de RUBISCO de espinaca
(SIGMA), con las siguientes cantidades por carril: 5, 4, 3, 2, 1 y 0.5
pg. En ellos se puede observar los dos polipéptidos que componen 1la
RUBISCC con pesos moleculares aproximados de 55 y 14 kD. Los marcadores
de pesos moleculares estin en el carril central y corresponden a 66,
45, 36, 29, 24, 20 y 14.2 kD. Los sigulentes carriles presentan las
muestras problema, En todos los carriles problema aparecen como se
sefialé anteriormente (Fig. 9), ademas de las dos bandas esperadas (con
pesos moleculares de alrededor de 55 y 14 kD), dos bandas de alto peso
molecular estimadas entre 140 y 180 kD y otra de entre 64 y 70 kD.

5.7. Cuantificacién densitométrica de proteina en las bandas
correspondientes a las subunidades de RUBISCO producidas en geles
desnaturalizantes de poliacrilamida.

Previamente a la cuantificacién densitométrica de 1las bandas
problema se reallzaron varlas curvas estidndar para estimar a que
concentraclones de proteina era posible tener linearidad en la
medicién. .Las curvas estidndar se hicieron corriendo varias
electrof‘ores‘ls en geles desnaturallzantes de poliacrilamida wusando
diferentes cantidades de RUBISCO de espinaca (SIGMA). De esta manera
los ‘dos polipéptidos constituyentes de la RUBISCO se separaban en
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Figura 10. Gel desnaturalizante empleado para cuantificar las
subunidades de la RUBISCO en los experimentos de pulso y seguimiento en
pliantulas. Los primeros seis carriles contienen cantidades decreclientes
de RUBISCO de espinaca (5, 4, 3, 2, 1 y 0.5 ug). El carril central
presenta las proteinas marcadoras (P.M.) cuyos pesos moleculares estan
sefialados a la izquierda. Los sigulentes sels carriles presentan las
muestras problema. Segmentos de la_segunda hoja de plantulas de maiz
fueron alimentados con metionina-"~S durante cuatro horas después de
las cuales se extrajeron muestras en los tlempos sefialados como horas
de seguimiento. APM bandas de alto peso molecular; MPM banda de mediano
peso molecular; LS subunidad grande; SS subunidad puequefia. Las bandas
APM y MPM s6lo se observaron en los extractos de maiz.
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bandas discretas.

La determinacién del &area de cada carril se hizo repitiendo 1la
densitometria de 4 a 6 veces en un mismo gel. Estas mediciones se
hicieron empleando un densitémetro de barrido GS 300 (Hoeffer
Scientific Instruments) y un integrador de Area LKB 2200. Un perfil
tipico de anédlisls de la RUBISCO de espinaca se presenta en la Fig. 11.
En ella pueden observarse a 0.44 y 0.94 unidades de distancia (RT), los
dos plcos mas prominetes correspondientes a la subunidad grande y a la
pequefia de la RUBISCO, Sin embargo, la aparicién de otros picos en 1la
densitometria indica que no son los tunicos polipéptidos presentes en la
preparacion.

Debido a la presencia en los perfiles densitométricos, de cierta
cantidad de proteina que no correspondia a la RUBISCO, fue necesario
hacer una serie de cAlculos que llevaran a estimar la cantidad relativa
de cada una de las subunidades en una cantidad conocida de RUBISCO
total de espinaca (SIGMA). Esto se hizo considerando el porcentaje de
area que representaba cada una de las subunidades con respecto al &rea
total en cada carril. De tal modo fue posible construir una curva
estidndar para cada una de las subunidades (Fig., 12 a y b) empleando
valores estimados de la cantidad de proteina de las subunidades.

Como puede observarse en la Flg 12 1los resultados de las
mediciones son lineas rectas por lo cual se considera que este método
permite estimar la cantldad de proteina en una banda con base al valor
de Area que presente al efectuar la densitometria. En estas figuras
cada linea corresponde a dos curvas estindar y es el resultado de
promediar los valores de A&area de dos electroforesis y cuatro
densitometrias por carril, las barras representan los errores estandar
(s/¥n). Las cantldades de subunidades graficadas corresponden al nivel
de area en el que se encontraron los valores de las muestras problema.
Para mas detalle, los valores de area en los problemas estuvieron entre
2.5y 6.0 x 10° para la subunidad grande y entre 0.3 y 0.9 x 106 para
la subunidad chica. Esto correspondié a concentraciones de RUBISCO
total de espinaca de entre 1 y 6 ug. La transformacién de &rea a pug de
proteina de subunidad por banda en las muestras problema, fue realizada
empleando la ecuacién de la linea recta calculada a partir de las

curvas estdndar descritas anteriormente (Flg. 12).
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Filgura 11, Perfil densitométrico de un gel desnaturalizante mostrando
los picos correspondientes a las subunidades de RUBISCO de espinaca. El
pico locallizado en la posicién .44 corresponde a la subunidad grande de
la RUBISCO y el localizado en la posiciéon .94 corresponde a la
subunidad pequefia. Como puede observarse exlsten pequefias cantidades de
otras proteinas que son detectadas en la densitometria.
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Figura 12. Curvas estandar de las densitometrias para cuantificar las
subunidades de la RUBISCO. Diferentes cantidades de RUBISCO de espinaca

fueron corridas en geles desnaturalizantes y tefildas

con azul de
Coomassie.

Cada carril fue analizado densitométricamente obteniéndose
los valores de 4rea correspondientes a las bandas de la subunidad
grande y pequefia de la RUBISCO (Ver también Figs. 10 y 11). Estos
valores corresponden a un porcentaje del area total la cual es una
cantldad conocida de RUBISCO. A partir de estas relaciones es posible
calcular la cantidad de a) subunidad grande y b) subunidad pequefia y su
equivalencia en area de la banda en el gel tefildo con Coomassie. Cada
punto en cada una de las lineas corresponde al promedio de dos
electroforesis cuyos carriles fueron analizados densitométricamente
cuatro veces. Las barras representan los errores estandar (s/vn).
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5.8; Digestién de bandas de proteina obtenidas de geles de
poliacrilamida y cuantificacién de radiactividad en las bandas.
Las bandas correspondientes a las subunidades grande y pequefia de
la RUBISCO (55 y 14 kD) de cada uno de los tratamientos y estadios
estudlados fueron cortadas del gel y colocadas en un frasco con 0.5 ml
de peréxido de hidrégeno al 30% (v:v). Se incubaron a 50°C hasta que el
gel se 1llicu6é. Posterlormente se les agregd 4.5 ml de cocktail de
centelleo miscible en agua (Tritén X-100:cocktall de centelleo de
tolueno 1:2) (Hanes y Rickwood, 1981). La radlactividad presente en las
bandas fue cuantificada en un contador de centelleo liquido con

apertura de canal de 5 a 168.

5.9. Fluorografia y autorradiografia.

Al mismo tiempo, se corrieron otras electroforesis con las mismas
muestras cargadas con volumenes Iiguales y se sometieron a un
tratamiento de fluorografia que consistié en pasar el gel por las
sigulentes soluciones: 30 min en DMSO, 30 min en DMSO (limpio), 3 hrs
en PPO al 27.5% (p:v) en DMSO, 3 hrs minimo en agua. Posteriormente el
gel se colocaba en un papel filtro y se secaba al vacio con calor. Los
geles ya secos se colocaron en una cassette con pelicula para
autorradiografia y se dejé a -70°C para revelarse cuando aparecleran
las sefiales producidas por el azufre radlactivo incorporado a las

proteinas (Laskey, 1980).

6. Identificacién inmumolégica de los polipéptidos de la RUBISCO
transferidos a soporte sdlido (Western blot).

Aunque el empleo del método de gradientes de sacarosa para
purificar a la RUBISCO y la posterlor separacién de sus polipéptidos en
geles desnaturalizantes de pollacrilamida permite identificar a esta
enzima de una manera bastante confiable, en este trabajo también se
utiliz6 la técnica de Western blot para confirmar que los polipéptidos
en las bandas anallizadas realmente correspondian a las dos subunidades
de la RUBISCO.

El método de Western blot se basa en reacciones
antigeno-anticuerpo. Una protefina presente en un soporte sélido es
identificada por un anticuerpoc que fue producido en contra de ella
(primer antlicuerpo). Este primer anticuerpo a su vez es reconocido por

otro anticuerpo (segundo anticuerpo) que estd unido a una peroxidasa.
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La' reaccién de 1la peroxidasa se revela por 4 cloro-l-naftol,
prodilclendo una mancha morada oscura en el sitio donde se encuentra
unido este anticuerpo. De esta manera, la posicién de la proteina
identificada por el primer anticuerpo queda sefialada (Towbin, et al.
1979; Harlow y Lane, 1988).

6.1. Purificacién de RUBISCO de espinaca.

La preparacién de la protefna para usarla como antigeno fue
realizada purificando RUBISCO de espinaca empleando los métodos de Hall
y Tolbert (1978) y Weldner y Fehling (1985) combinados. HoJas de
esplnaca adquiridas en el mercado fueron lavadas con jabon y enjuagadas
perfectamente con agua. Se les corté las nervaduras mis gruesas y se
congelaron en nitrégeno liquido. Estas hoJas (25 g) fueron molidas con
N2 1liquido hasta obtener un polvo muy fino. Se les agregé SO ml de
amortiguador de molienda (Bicine 50 mM [pH 8], EDTA-Naz 1 mM, B-
mercaptoetanol 10 mM) y el extracto se fi1ltré por 4 capas de gasa. Esta
suspenslién se centrifugé a 40,000g por 30 min a 4 % en una
ultracentrifuga IEC rotor 494.

El sobrenadante fue colectado y se le agregé polietilenglicol
(PEG) 4000-al 60% (p:v) para tener una concentracién final de 18%
(p:v). La adicién de la solucién de PEG se hizo con agitacién réapida y
en el cuarto frio. La solucién se mantuvo en agltacién rapida durante
30 min. Se centrifugé a 40,000g por 15 min a 4 %. E1 sobrenadante fue
colectado y se le agregd la cantidad necesaria de una solucién de MgClz
2M para tener 20 mM. Esta soluclén se mantuvo en agitacién répida en el
cuarto frio durante 30 min. Se centrifugd nuevamente y el precipitado
fue disuelto en amortiguador de molienda y centrifugado a 100,000g por
60 min a 4 °C para quitar impurezas no disueltas. Después de eliminar
las impurezas al sobrenadante se le agregd solucién saturada de sulfato
de amonio para que quedara al 50%. Se dejé 30 min con agitacién en el
cuarto frio y posteriormente se centrifugé a 40,000g por 15 min a 4%.
En el precipitado se encontraba la RUBISCO. En cada paso se tomaron
alfcuotas para medir protefina y actividad enzimatica.

Se reallzd una electroforesis desnaturalizante del precipitado que
contenfa a la RUBISCO para determinar la pureza de la preparaclén.
Aunque en esta fraccién no estaba la RUBISCO totalmente pura, una gran

cantidad de otras proteinas habia sido eliminada.
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6.2. Preparacién de la holoenzima y de los polipéptidos que la componen
para ser empleados como indculos.

Debido a que en la fracclién de RUBISCO purificada por el método
descrito anteriormente se encontraban otras proteinas, fue necesario
efectuar una electroforesis no desnaturalizante, cortar la banda que
contenia la RUBISCO, electroeluirla e inyectarla a los conejJos para
producir los anticuerpos contra la holoenzima.

Para el caso de la produccién de las proteinas de las subunidades,
la fraccién que contenia la RUBISCO fue sujeta a una electroforesis
desnaturalizante (con SDS) en 1la cual 1los dos polipéptidos se
presentaron como dos bandas de S5 y 14 kD. Las bandas correspondientes
fueron molidas en un mortero con N2 liquido, se les agregd solucién
sallna isoténica (0.85% (p:v) NaCl) produciéndose una suspension con
grumos de poliacrilamida. Esta suspensién se pasé varias veces por una
Jeringa con aguja gruesa para disgregar los grumos y se empleé para
inyectar a conejos para la produccidén de anticuerpos.

En algunos casos se empled RUBISCO de espinaca comprada de SIGMA
Chemical Co. como inéculo. Sin embargo debido a que este producto no
tiene la pureza adecuada para ser empleada como 1inéculo, se realizaron
los' mismos pasos de purificaclén por gel de acrilamida descritos

anterlormente.

6.3. Electroelucién.

S6lo las dos primeras inyecciones fueron realizadas empleando las
bandas del gel de acrllamida como inéculo. Posteriormente las bandas
que contenian las proteinas de interés fueron electroeluidas y esta
soluclén fue empleada como indéculo. La electroelucién se llevé a cabo
en un Extraphor Electrophoretic Concentrator LKB 2014. E1 amortiguador
de elucién para el gel nativo fue Tris 50 mM [pH 8.9], glicina 50 mM.
La solucién de alta concentracién de sales que forma la barrera
contenia NaCl 3M en el amortliguador anteriormente sefialado.

Para el caso de la recuperaclén de proteinas de geles
desnaturalizantes con SDS, se empleé el mismo amortiguador conteniendo
ademas 0.1% de SDS y la barrera de sales contenfa NaCl 1 M en este
amortiguador. Se siguieron las instrucclones de uso del aparato y se

aplicaron 100 V durante 2 horas para realizar las electroeluciones.
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6.4. Esquema de inmunizacion.

Antjicuerpos contra la holoenzima y cada una de las subunidades de
la RUBISCO fueron producidos en conejos Nueva Zelanda. Todas las
inoculaciones fueron subcutineas inyectadas en la espalda, la primera
se reallzé con RUBISCO de espinaca purificada en el laboratorio
empleando el método descrito en la secciétn 6.,1. y purificando 1los
polipéptidos de acuerdo al procedimiento descrito en 6.2. El1 primer
inéculo fue de aproximadamente 0.5 mg de cada una de las proteinas.
Esta suspensién fue mezclada en proporcién 1:1 con adyuvante completo
de Freund. Para formar una emulsién, los constituyentes fueron
bombeados dentro y fuera de una Jeringa con aguja del No. 19 hasta que
se formé una espesa emulsién blanca.

Las inoculaciones posteriores fueron realizadas empleando RUBISCO
de espinaca de SIGMA purificada de acuerdo a lo descrito en la seccién
6.2. En la segunda inoculacién se inyect6 1 mg de proteina y se llevé a
cabo 28 dias después. La preparacién de la emulsidn para inyectar se
efectué de la misma manera que la primera vez pero empleando adyuvante
incompleto de Freund. Otras dos inyecclones de 1 mg fueron dadas a los
conejos con intervalos aproximados de tres semanas. Muestras de sangre
‘de los coneJos inyectados con las proteina.s. fueron tomadas
regularmente y el suero fue titulado para estimar 1la reaccién
antigénica. Cuando se observdé que el titulo era alto, se extrajo una
mayor cantidad de sangre (S50 ml) y se colecté en un tubo de vidrio. El
codgulo que se formé fue agitado suavemente para evitar que se
adhiriera a la pared del tubo, se dej6 luego en el refrigerador y al
dia siguiente se tomé el suero del codgulo y se centrifugé 20 min a
1,500g a 4°%.

6.5. Purificacién de los anticuerpos.

Al sobrenadante obtenido de la centrifugacién anterior se le
agregé una solucién de sulfato de amonlo saturada a pH 7.0 (122 ml de
solucién por 100 ml de suero). Se dejé precipitando durante 30 min a
4°%c. Posteriormente se centrifugé a 10,000 rpm por 15 min a 4°%. E1
precipitado se disolvié en un volumen minimo de amortiguador (NaCl 8
g71, KCl1 0.2 gr/1, Na2HPOs 1.15 g/1, NaH2POs 0.2 g/1, [pH 7.2}) y se
diallzé en contra de este mismo amortiguador. El1 dializado se puso en

alicuotas pequefias y se guardd a -10°Cc (Hudson y Hay, 1980).
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6.6. Titulacién de los anticuerpos.

La titulacién de los anticuerpos se realizé empleando la técnica
de Western blot descrita adelante en las seccliones 6.7 y 6.8, empleando
cantidades decrecientes del anticuerpo purificado.

Debido al bajo titulo que presentaron los sueros para la subunidad
grande y pequefia, solamente se emple6 el suero produclido en contra de
la holoenzima para identificar los polipéptidos en los experimentos de
pulso y seguimlento. Sin embargo se analizé un filtro conteniendo
RUBISCO de maiz y de espinaca con el antisuero en contra de la
subunidad grande, con el objeto de definir si esta protefna estaba
presente en las bandas de alto y mediano peso molecular que aparecian
en las fracclones del gradlente de sacarosa que contenfia RUBISCO. La
titulacién se efectué empleando filtros que contenfa RUBISCO de '
espinaca y maiz anallzando diferentes diluciones. Los resultados fueron

los sigulentes:

Dilucién Bandas observadas
1:3200 claramente LS de espinaca
poca LS de mafz
poca SS de espinaca
nada SS de maiz )
1: 1600 claramente LS y SS de esplnaca
- bien LS de maiz
muy poca SS de mafz
" 1: 800 muy tefildo LS y SS de espinaca
muy tefiido LS de maiz
poca SS de mafz
1:400 aparecen muchas bandas en los carriles de
esplnaca
muy tefildo LS de mafz
poca SS de maiz
Con base en la titulacién anterior las diluciones empleadas fueron
1: 1600 para identificar la subunidad grande de maiz y 1:100 para
identificar la subunidad pequefia de maiz.

6.7. Transferencia de las proteinas a filtros de nitrocelulosa.
Los preclipitados aceténicos de las fracclones que contenfan a la
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RUBISCO obtenidas por gradlentes de sacarosa (seccién 5.5) de los
diferentes tratamientos de marcaje radiactivo fueron corridos en una
electroforesis desnaturalizante. Las proteinas separadas por este
método fueron electrotransferidas a filtros de nitrocelulosa con tamafio
de poro de 0.2 um, empleando un amortiguador Tris-glicina-metanol
(Tris-base 15 g, glicina 56 g, llevar a 4 1 con agua y agregar un 1 de
metanol, ajustar pH a 8.3 con HCl). La transferencia se llevé a cabo

durante una h a 100 mA y después 4 h a 200 mA con corriente constante.

6.8. Analisis inmunolégico de los filtros.

Debido a que no se usaron los antisueros especificos para la
subunidad grande y la pequefia, sino el antisuero contra la holenzima,
los filtros a los que se les habian transferido las subunidades de
RUBISCO fueron cortados transversalmente para que la parte superior se
revelara con la dilucién correspondiente a la subunidad grande y la
parte inferior con la dilucién para la subunidad pequeifia.

El filtro a revelar fue bloqueado con leche descremada al 8% (p:v)
en TBS (Tris 20 mM [pH 7.5], NaCl 0.5 M) durante 2 hrs a 37°C con
agitacién lenta. Después del bloqueo se incubé con el primer anticuerpo
diluido en TBS a 37°C durante toda la noche.

Al dia sigulente se lavé abundantemente con TBS y se bloqueéd
nuevamente con leche descremada al 2% (p:v) incubandose a 37% por 30
min. Se lavé ligeramente con TBS y se le puso el segundo anticuerpo
(Anti rabbit IgG (whole molecule) peroxidase conjugate; antibody
developed in goat IgG fraction of antiserum. Producto No. 9169 SIGMA
Chemical Co.) incubindose durante 2 h a 37°C. El filtro se lavé con TBS
y 0.05% (v:v) de Tween 20 (4 veces), después se lavé con TBS solo (4
veces). Para revelar el filtro se agregdé la solucién de revelado
conteniendo el peréxido de hidrégeno (3.3 ml metanol; 10 mg de
4-cloro-1-naftol; 17 ml de agua y 20 pl de perdxido de hidrégeno al
30%). El filtro se dejé en esta solucién hasta observar las bandas
esperadas (entre 5 y 8 min). Cuando aparecieron las bandas se deseché
la solucién y se lavé el filtro abundantemente con agua destilada
(Towbin et al. 1979).

7. Sintesis de RUBRISCO en hojas de plantas adultas durante el periodo

de 1llenado de grano.
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Al hacer el analisis de las cantldades de RNAs de la RUBISCO en
plantas adultas durante el llenado de grano, el RNA mensajero para la
subunidad pequefia no fue detectado, mientras que el de la subunidad
grande sl se detecté claramente. De ahf surgié el Iinterés por
determinar si durante ese periodo de desarrollo del maiz habia sintesis
de 1la RUBISCO. Para definir este punto se 1llevaron a cabo dos
experimentos complementarios. En el primero se midié la cantidad de
incorporacién de metionina radiactiva a la RUBISCO holoenzima y en el
segundo se determiné por autorradiografia, sl las dos proteinas que
componen la holoenzima estaban marcadas radlactivamente. Debido a que
en el andlisis de los RNAs mensaj)eros no se observaron diferencias
importantes entre poblaciones, estos estudios se realizaron en

las dos poblaciones indistintamente.

7.1, Estadios estudiados en plantas adultas.

Plantas completas de la variedad Zacatecas 58 fueron colectadas
temprano por la mafiana (entre 7 y 8 A.M.) y 1llevadas del campo
experimental del Colegio de Posgraduados en Montecillo, Edo. de México,
a la Facultad de Quimica de la UNAM. Alli la hoja superior a la mazorca
fue cortada y sumergida en agua.

Para el experimento de incorporacién de metionina a la RUBISCO
holonezima (experimento I) se usaron plantas de la poblacién SM18
tomadas en el momento de la floracién. Para determinar si las dos
subunidades de la RUBISCO estaban marcadas (experimento 1II), las
poblaclones muestreadas fueron la Original, aproximadamente en la fecha
de floracién y la SM18, sels semanas mas tarde, casi al final del

periodo de llenado de grano.

7.2. Alimentacién del tejido con metionina marcada con GSS (pulso y
seguimiento).

La alimentacién del tejido con metionina 353 se hizo el mismo dia
en que se colectaron las plantas. De cada planta se tomé la hoja
superior a la mazorca y del tercio intermedio de ella, un segmento de
aproximadamente 1-2 x 5-7 cm con peso de 0.4 g fue cortado y colocado
en tublitos de plastico transparente conteniendo 100 ul de solucién con
10 p €1 de met®®s (Amersham. Actividad especifica de 9.38 mCi/ml;

concentracién 8.3 nmoles/ml). El borde inferior de las muestras (se
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mantuvo 1la polaridad del tejido), fue sumergido en el 1liquido. Los
tubitos se colocaron en el estante superior del cuarto de cultivo donde
reclbian ‘mayor cantidad de 1luz (tipo fluorescente) y aire de la
ventilacién., Constantemente segin fuera necesario, se agregaba agua
destilada o solucién de medio Murashige y Skoog a la mitad de la
concentracién de sales (MS 1/2) sin hormonas, para evitar que el tejido
se secara, pero sin que la cantidad de 1liquido en donde estaba
sumergido el tejido aumentara demasiado.

Los segmentos de hoja se mantuvieron en esas condiclones durante 4
y 3 h para el primero y segundo experimento respectivamente (pulso). Al
final de ese tiempo, se tomaba una muestra que correspondia al tiempo 0
y las otras muestras se pasaron a otros tubitos semejantes que
contenian 100 ul de una solucién de metionina no-radiactiva (fria), 200
veces mas concentrada que la solucién radiactiva (3.154 x 107
umoles/tubo) (seguimiento). Cuando las muestras casi consumian la
solucién, se les agregaba la cantidad de agua o sol MS 1/2 necesaria
para que no se secaran.

Los tiempos de seguimiento empleados para las plantas del
Experimento I fueron 4, 12 y 24 horas y para las plantas del
Experimento II 4, 12 y 24 horas para la poblacién original (en 1la
floracién) y 5, 12 y 26 horas para la poblacién SM18 (6 semanas después
de floracién).

7.3. Extraccion.

Las muestras de 0.4 g fueron maceradas con nitrégeno liquido en un
mortero frio. Cuando el tejido estaba totalmente molido se le agregd
1.2 ml de amortiguador de extracclén (descrito en seccién 5.3). Cada
mollienda se pasé por manta de clelo que se exprimié y se colectd en
tubos ependorff. De cada muestra se tomaron alicuotas de S5 pl para
medir la radlactividad incorporada a extracto crudo. A estas muestras
se les agregd S5 ml de liquido de Bray (PPO 2g, POPOP 0.1g, naftaleno
30g, etilen glicol 10ml, metanol SO ml, aforar a 500 ml con
1,4~dioxano) y se llevaron a contador de centelleo donde se midieron en
el canal con apertura de 5-168. Los extractos se centrifugaron 10 min
en la microcentrifuga y del sobrenadante se tomaron alicuotas para
medicién de proteinas y de radiactlividad incorporada en proteina.
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T.4. Experimento I. Electroforesis en geles de poliacrilamida
no-desnaturalizantes.

En el experimento I, en donde se determiné 1la cantidad de
radlactividad incorporada a la RUBISCO holoenzima, después de hacer el
extracto de cada muestra, se tomaron alicuotas para hacer una
electroforesis en geles de poliacrilamida no-desnaturalizante al 5%. De
cada uno de los carriles se cortdé la banda correspondiente a RUBISCO
(holoenzima), se digirié con peréxido de hidrégeno y se cuantificéd la
radiactividad de acuerdo al procedimiento descrito anteriormente en la

seccién 5.7.

7.5. Experimento II.

Para determinar si las dos subunidades de la RUBISCO incorporaban
marca radiactiva durante el pulso aplicado a los segmentos de hojas de
plantas adultas, se tomaron alicuotas de los extractos crudos y se
pusieron en gradlentes de sacarosa procesiandose de acuerdo a lo
descrito en la seccién 5.5, Una alicuota de las fracclones reunidas que
contenian el pico de RUBISCO fueron cargadas en geles de pollacrilamida
desnaturalizantes y sometidas a fluorograffa y autorradiografia,

empleando los métodos descritos en las seccions 5.6 y 5.8.
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VII. RESULTADOS

1. Anilisis de RNAs mensajeros de la RUBISCO en plantulas.

Los resultados del andlisis de los RNAs mensajeros que codifican
las dos subunidades de la RUBISCO en plantulas, estidn presentados en el
articulo: "Regulation of Ribulose-1,5- Bisphosphate Carboxylase
Expression in Second Leaves of Malze Seedllngs from Low and High Yield
Populations” publicado en 1990 en la revista Plant Physiology
(93:541-548). Los datos correspondientes a actividad de la enzima y
contenido de proteina RUBISCO en plantulas, presentados en ese articulo
corresponden a la teslis de Maestria en Clencias Quimicas (Bioquimica)
de E. Martinez Barajas (1989).

La Fig. 6 del articulo presenta los resultados obtenidos al
realizar las hibridaciones de RNA total de los estadios estudiados en
plantulas, con las sondas de los genes que codifican para la subunidad
grande (rbcL) y pequefia (rbcS) de la RUBISCO de maiz. La seccién a)
muestra las manchas autorradiograficas; las secclones b) y ¢), los
niveles porcentuales relativos de los mensajes presentados en a). En
estas flguras puede observarse que los mensajes de la subunidad grande
(Seccién b) presentan su méxima expresién en el tercer estadio, para
luego disminuir gradualmente hasta el final del estudio en 1las dos
poblaciones estudiadas. En el caso de la subunidad chica (Seccién c),
la mayor cantidad de mensaje se presenta en el tercero y cuarto
estadlos, para la poblacién mejorada y original respectivamente. A
partir de esos puntos la cantidad de mensaje disminuye abruptamente en
el quinto estadio y desaparece casl totalmente en el sexto estadio y
por completo en el séptimo estadio, mientras que el de la subunidad
grande todavia es claramente detectable.

Los resultados correspondientes a la actividad y proteina RUBISCO
(Figs. 4 y 5 del articulo) en estos estadlos muestran que en ambos hubo
un aumento del primero al tercer estadio. Posterlormente en la proteina
RUBISCO se observa una disminucién en la velocidad de acumulacién
(reflejado por la pendiente de la grafica) hasta el quinto estadio;
para después estabilizarse desde ese estadio hasta el final del
estudio. Mientras tanto a partir del cuarto estadio la actividad
presenta aumentos y disminuciones sin una tendencia definida.

Los datos presentados muestran que los niveles de actividad de la
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RUBISCO y su proteina estdn acoplados mientras que los de los RNAs
mensa jeros que codifican la subunidad grande y la pequefia s6lo lo estan
al inicio del desarrollo de la hoJja. Estos resultados Iindican que
existen diferentes niveles de regulaclén metab6lica para la expresién

de esta enzima,

2. Analisis de RNAs mensa jeros de la RUBISCO en plantas adultas.

Los resultados del estudio para estimar las cantidades de RNAs
mensajeros de los dos genes de la RUBISCO en las poblacién Zac 58 SM-18
(mejorada) se presentan en la Fig. 13. En la parte a) se presenta una
seccién del gel que contenia RNA total de plantas adultas de maiz
tefiido con bromuro de etidio y observado en luz ultravioleta. En ella
pueden verse las cuatro bandas de RNA ribosomal caracteristicas de
células eucaridticas: RNA 27S, 18S, 16S y parte del 23S. En esta
secclén se observa que los carriles fueron cargados aproximadamente con
la misma cantidad de RNA total. Sin embargo, para realizar las
estimaciones de una manera mas precisa, todas las mediciones de RNA
mensajero fueron normalizadas considerando la cantidad de RNA total
puesta en cada carril determinada por denslitometria. En las Secciones
b) y c) se presentan las autorradiografias de las hibridaciones con las
sondas para la subunldad grande y pequefia respectivamente, el primer
carril corresponde a RNA total de plintulas (S) empleado como control y
los "siguientes carriles presentan RNA total de adultas extraidos en
diferentes momentos después de la antesis. En la autorradiografia para
el gen de la subunidad grande (Fig. 13b), se observan claramente dos
mensajes que van disminuyendo en cantidad hasta aparecer degradados en
el ultimo muestreo. Sin embargo en el caso de la autorradiografia para
la subunidad chica (Fig. 13c), no fue posible detectar mensajes en
hojas adultas (comparar con el primer carril correspondiente a RNA de
plantulas). Repeticiones de este experimento Iincluyendo extraccién de
RNA predujeron los mismos resultados., El mismo filtro hibridado con la
sonda para la subunidad pequefia se sobreexpuso por tiempos 60 a 70
veces mds largos. La seccién d) de la Fig. 13 muestra los resultados
obtenidos. En ella se puede observar que aparecen unas manchas ligeras
en los carriles que contienen RNA de hojas adultas, mientras que en el
caso del RNA de plintulas aparece una mancha caracteristica de

sobreexposicién.
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Figura 13. RNAs mensajeros de la RUBISCO en plantas adultas de maiz en
la poblacién mejorada durante el llenado de grano. a) Fotografia del
gel conteniendo el RNA total de plantas adultas de maiz. Los valores a
la izquierda indican los tamafios de los RNAs ribosomales presentes en
las preparacliones; (*) el RNA ribosomal 23S es un fragmento. .b)
Autorradiografia de los filtros con RNA total hibridados con la sonda
de la subunidad grande de la RUBISCO (rbclL). c) Autorradiografia de los
filtros con RNA hibridados con la sonda de la subunidad pequefia de la
RUB1SCO (rbcS). d) Autorradiografia sobreexpuesta del filtro en c).
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La subunidad pequefia de la RUBISCO esta codificada en maiz por una
familia multigénica constituida al menos por 4 miembros (Sheen and
Bogorad, 1986). Aunque existe gran homologia entre los miembros de esta
familla, las hibridaciones de RNA de adultas con el gen rbeS fueron
repetidas bajo condliciones menos rigurosas (42°C), para asegurar que
cualquier miembro de la familia génica pudiera ser detectado. Estas
nuevas condiclones no produjeron ninguna diferencia en los resultados
obtenidos. En conclusidn, estos resultados indican que existe mensaje
de la subunidad grande en cantidades claramente detectables, cuando la
subunidad chica muestra cantidades escasas. Lo cual es semejante a lo
observado a partir del quinto estadio en plantulas (Fig. 6 articulo).

La Fig. 14 muestra la autorradiografia de las hibridaciones tanto
en la poblacién original (Z2ac 58 Ori), como en la mejorada (Zac 58
SM-18). En la figura 15 se presentan los resultados de las
densitometrias de los mRNAs de las subunidades de la RUBISCO en las dos

poblaciones estudiadas. En ella puede verse que la cantidad de mensa jes

de la subunidad grande disminuye a través del estudlio hasta quedar con.

aproximadamente 10% del valor mas alto alcanzado. Aunque los niveles
del mRNA para la subunidad grande presentan tendencias semejantes en
las dos poblaclones estudiadas, es Interesante sefialar que hubo mayor
cantidad de este mRNA en la poblacién original que en la mejorada. En
esta figura tamblén se grafican los valores de la subunidad pequefia. En
este caso la misma linea corresponde a las dos poblaciones. El
comportamiento de los mRNAs de la subunidad grande se asemeja al
presentado por la proteina RUBISCO en estas mismas poblaciones (Fig.
7a), aunque la actividad de la enzima presenté una evolucién diferente
(Fig. 6). (Los datos de las figuras 6 y 7 fueron tomados de la tesis de
Martinez-Barajas, 1989)

3. Resultados de los experimentos de pulso y seguimiento en plantulas.
3.1. Captacién e incorporacién de radiactividad a proteina en
extractos.

En la Flg. 16 se presentan los datos de la cantidad de
radiactividad captada por el tejido foliar. Puede observarse que en
todos los casos la radiactividad captada por los tejidos del quinto
estadio fue mayor que la captada por los del segundo estadio. En
promedio las hojas del segundo estadlo tomaron 19.95 x 106 cpw/g P.F.
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P OBLACIONES

ORIGINAL MEJORADA

D.D.A. 10 17 24 31 38 45110 17 24 31 38 45

Figura 14. Autorradiografia de los mensajes de la subunidad grande de
la RUBISCO en plantas adultas de las dos poblaciones de maiz estudiadas
durante el llenado de grano. El1 RNA total de la hoja superior a la
mazorca de plantas adultas de maiz colectadas a diferentes momentos
durante el desarrollo de la mazorca fueron transferidos a, una membrana
de nylon e hibridados con la sonda radiactiva para la subunidad grande
de la RUBISCO (rbcL). Los flltros fueron lavados y expuestos a una
pelicula fotografica. D.D.A. dias después de antesis..
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Figura 15. Contenido relativo de mensa jes de las dos subunidades de la
RUBISCO en plantas adultas de maiz durante el llenado de grano. RNA
total de la hoja superior a la mazorca colectada semanalmente a partir
de la floracién masculina fue hibridade con las sondas de la subunidad
grande y pequefia de la RUBISCO y las autorradiografias resultantes
fueron analizadas densitométricamente. La mancha con mayor intensidad
representa el 100% y las otras manchas se ajJustan en relacién a este
valor. LS subunidad grande; SS subunidad pequefia; Original poblacién
original; SM-18 poblacién mejorada. La curva SS corresponde a las dos
poblaciones.
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Radiactividad captada
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Figura 16. Radiactividad total captada en los tejidos. Segmentos de la
segunda hoja del segundo y__quinto estadlios de plantulas de maiz fueron
alimentados con metionina-""S durante cuatro horas, después de lo cual
se colocaron en una solucién de metionina no radiactiva. Diferentes
muestras de las hojas fueron tomadas a las 0, 2, 4, 8, 16 y 24 horas
después del pulso y analizadas. Alicuotas de 5 pl de extractos crudoes
de las hojas estudiadas fueron medidas en el contador de centelleo
liquido con el fin de determinar la radiactividad presente en cada una
de ellas. Los resultados son expresados como cuentas por minuto por
gramo de peso fresco del tejido (cpm/g P.F.).
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(cuentas por minuto por gramo de peso fresco) mientras que las hojas
del quinto estadio tomaron 24.88 x 10° cpm/g P.F. Esta diferencia sin
embargo, no repercute en la cantidad de radliactividad incorporada a
materiales precipitables por TCA al 10%, pues existe una mayor
incorporacién de radiactividad a proteina en el segundo estadio que en
el quinto (Fig. 17a). Esto es mas claramente presentado al graficar
eficiencia de incorporacién en material precipitable expresada como
porciento del total de radiactividad captada (Fig. 17b). El porcentaje
de radiactividad total incorporada a producto precipitable varid entre
un 60 y 34% para el segundo estadio y entre un 40 y 15% para el quinto
estadio con promedios de 464 y 22% respectivamente. Estos resultados
indican que a pesar de que la cantidad de metionina que penetré en los
tejidos foliares del 5o0. estadio fue mayor que la que penetré en los
tejidos del 2o0. estadio, la radiactividad incorporada en proteina fue
mayor en el 2o0. estadio, 1lo cual probablemente significa que la
sintesis de proteinas es mias activa en el estadio mas joven.

En la Fig. 18 se presentan los contenidos de proteina soluble
total en las hojas estudiadas. Se observa una tendencia a que la
cantidad de proteina se incremente durante la incubacién posterior a la
administracion de la metionina radiactiva, lo cual es sorprendente. Los
promedios del contenido de proteina fueron 5.2705 mg/g P.F. % 1,3561
para el segundo estadlo y 5.2871 mg/g P.F. * 1.4615 para el quinto
estadio.

La Fig. 19 presenta la radiactividad esﬁecifica de los
tratamientos estudlados expresada con base en la cantidad de proteina
soluble del tejido foliar. E1l tiempo O de seguimiento corresponde a 1la
muestra tomada después de Ilncubar el tejido durante cuatro horas con
metionina radiactiva. En este punto puede observarse que la
radlactividad especifica en el segundo estadio es un poco mas del doble
de lo que exlste en el quinto estadio. Esto indica que el estadio mas
Joven incorporé mas metionlna radiactiva a sus proteinas. A partir del
iniclo del seguimiento, 1la radliactividad especifica en el segundo
estadio disminuyé, aunque a las 16 hrs se observé un ligero aumento.
Los resultados del quinto estadio muestran que a las dos horas después
del pulso de metionina radiactiva hubo un ligero incremento en la
incorporacién mientras que los siguientes muestreos la incorporacién

disminuyé manteniéndose baja hasta 24 horas después.
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Figura 17. Radiactividad incogporada a material precipitable. Alicuotas
de extractos cglsxdos de la segunda hojJa de plantulas de maiz alimentadas
con metionina->°S fueron precipitadas con TCA al 10 %. La radiactividad
se presenta como a) cuentas por minuto por gramo de peso fresco {cpm/g
P.F.) y b) porciento de la radiactividad total captada por los tejidos.
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Figura 18. Proteina soluble total presente en la segunda hoja de
pléantulas de mafiz. Las cantidades de proteina soluble presentes en la
segunda hoJja de plantulas de maiz del segundo y quinto estadio, durante

! ’bentrifugados. Los resultados son presentados por gramo de pesc fresco

de tejldo (g P.F.).

3.2. Analisis cualitativo de las electroforesis de RUBISCO.

En la Flg. 10 se mostré un gel tipico de las electroforesis con
las muestras problema de maiz obtenidas de la fraccién que contenia la
RUBISCO purificada por gradientes de sacarosa. En la descripcién de la

‘figura se hizo notar que aparecian mas bandas de las correspondientes a
las dos subunidades de la RUBISCO. En las Figs. 20a y 20b se presentan

los perfiles densitométricos de los carriles de las electroforesis para
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Figura 19. Radiactividad especifica de los tratamientos estudiados. Las
cantidades de radiactividad incorporadas a material precipitable por
TCA al 10% fueron determinadas en los extractos crudos de| la segunda
hoja de plantulas de maiz del segundo y quinto estadlos de desarrollo,
en los experimentos de pulso y segulmiento. Los datos son presentados
con base en la cantidad de proteina soluble en esos tejidos (cuentas
por minuto por miligramo de proteina).
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el segundo y quinto estadio respectivamente, en funcién de los
diferentes tlempos de seguimiento. En cada uno de ellos puede
observarse que poco después de iniclada la corrida densitométrica, se
presenta un pico que corresponde a varias bandas localizadas
aproximadamente entre los pesos moleculares de 140 y 180 kD (flecha
superior); posteriormente, un poco antes de que apareciera la banda de
la subunidad grande de la RUBISCO, se localiz6 otro pico bien definido
con un peso molecular aproximado de entre 64 a 70 kD (flecha inferior).
Estos plcos se presentan en composicién variable en los diferentes
tiempos de seguimiento., Los picos de la subunidad grande de la RUBISCO
(LS) aparecen entre 0.45 y 0.47 unidades de distancia en la
densitometria y la subunidad pequefia (SS) se presenta entre 0.98 y
1.03, correspondiendo aproximadamente a los pesos moleculares descritos
de 55 y 14 kD respectivamente (Fig. 20).

3.3. Identificacién de RUBISCO por Western blot.

Al realizar el andlisis por Western blot de las electroforesis con
las muestras problema, se observaron bandas tefildas en los pesos
moleculares de la subunidad chica y grande de la RUBISCO con lo cual se
comprueba que esos polipéptidos si corresponden a esa proteina. Sin
embargo, las bandas de alto peso molecular (APM) que aparecian en las
electroforesis aproximadamente entre 140 y 180 kD y las de mediano peso
molecular (MPM) entre 65 y 70 kD también inﬁunorreaccionaron con el
antisuero para la holoenzima completa (Fig. 21a). Al realizar un
Western blot empleando antisuero en contra de la subunidad grande se
observdé que las bandas de alto y mediano peso molecular se tefifan de
igual manera que la banda correspondiente a la subunidad grande, (Fig.
21b). De esto se establece que las bandas de alto y mediano peso
molecular contenfian subunidades grandes. Desafortunadamente el no haber
obtenido antisuero en contra de la subunidad pequefia impidié determinar
sl las bandas de alto y mediano peso molecular contenfan ese
polipéptido. Con estos resultados es posible sugerir que las bandas de
alto y medlano peso molecular son conglomerados de subunidades grandes
(aunque no se puede saber si en asociacién con subunidades chicas) que
no se separaron durante la electroforesis desnaturalizante lo que apoya

la posibilidad de la existencia de enlaces covalentes entre ellas.
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Figura 20. Perfiles densitométricos de 1los carriles con RUBISCO
extraida de la segunda hoja de plantulas de maiz. Cada densitometria
corresponde a uno de los tlempos en los que se tomé una muestra para
analizarla durante el seguimiento. a) Perfiles densitométricos del
segundo estadio. b) Perfiles densitométricos del quinto estadio. LS
subunidad grande; SS subunidad pequefia; flecha superlor bandas alto
peso molecular; flecha inferior banda mediano peso molecular.
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Figura 21. Western blots de extractos de la segunda hoja de plantulas
de maiz. a) Experimento de pulso y seguimiento. Un filtro con alicuotas
de la fraccién que contenia RUBISCO del gradiente de sacarosa fue
revelado con anticuerpos en contra de la holenzima-RUBISCO. Para
identificar la subunidad grande (parte superior del filtro) se empleé
una dilucién 1:1600 mientras que la subunidad pequefia (parte inferior
del filtro) se empleé una dilucién 1:100 del anticuerpo. EIl
procedimiento para el revelado de los filtros estid descrito en 1la
seccién 6.8 de Métodos. b} Filtro conteniendo RUBISCO de maiz (M) y de
espinaca (E) revelados con anticuerpos en contra de la subunidad grande
de la RUBISCO. En maiz las bandas de alte y mediano peso molecular
también son reveladas con los antlicuerpos en contra de la subunidad
grande. APM bandas de alto peso molecular; MPM banda de mediano peso
molecular; LS subunidad grande; SS subunidad pequefia.

En esa misma figura (21b) es posible observar que la regién de
bandas de alto peso molecular estd constituido por varias banditas
delgadas (2 & 3) que no aparecen en el patrén obtenido de RUBISCO de
espinaca. Esto suglere que 1la estructura y/o 1la capacidad de
interaccién entre las subunidades de la RUBISCO de maiz es diferente a
la RUBISCO de esplnaca.

3.4. Cuantificacién de proteina y radiactividad en 1las bandas

electroforéticas correspondientes a las subunidades de la RUBISCO.

En la Fig. 22 se presentan las cantidades de proteina RUBISCO
expresadas en microgramos por banda, en los estadios estudiados. En los
geles cada carril fue cargado aproximadamente con la misma cantidad de
proteina (ver métodos seccién 5.6), después de lo cual se efectudé la
corrida electroforética. Al finalizar la corrida, los geles fueron
tefildos con azul de Coomassie y leidos por densitometria. Para obtener
mayor exactitud en la cuantificacién de la proteina correspondiente a
cada subunidad y poder hacer comparaciones entre las muestras, los
valores de area de las subunidades fueron corregidos con base en la
cantidad de proteina presente en cada carril de la electroforesis, la
cual fue determinada considerando el total de &rea del carril medida
por densitometria. Este valor se comparé con los datos de la curva
estdndar correspondiente (Fig. 12), calculando de esa manera los
microgramos de protefna por banda.

La Figura 22a presenta los resultados de las subunidades grande y
pequefia de la RUBISCO para el segundo estadio. En ella se observa que

las cantldades de ambas subunidades aumentaron ligeramente después del
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Figura 22. Cantidad de proteina RUBISCO en la segunda hoja de plantulas
de maiz del segundo estadio de desarrollo. La cantidad de proteina fue
estimada densitométricamente de acuerdo a lo descrito en la seccién 5.7
de Métodos y Fig. 12, en las bandas tefildas con azul de Coomasslie que
fueron obtenldas al realizar una electroforesis desnaturalizante de las
fracclones del gradlente de sacarosa que contenian el pico de RUBISCO,
en cada uno de los tratamientos estudiados. a) Cantidad de proteina
presente en las dos subunidades de la RUBISCO b) Cantidad de proteina
presente en las bandas de alto y wediano peso molecular (P.M.)
i identificad como RUBISCO c) Suma de todas las bandas que
contenian proteina RUBISCO. Las barras representan el error esténdar.
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pulso y luego permanecleron casi al mismo nivel. La Figura 22b muestra
la cantidad de proteina presente en las bandas de alto y mediano peso
molecular del segundo estadio. Se observa que a las cuatro horas de
seguimiento la cantldad de proteina disminuye abruptamente en ambas
bandas y aumenta nuevamente a las 8 horas de seguimiento para luego
disminuir ligeramente. Aunque los cambios que sufren estas proteinas en
el transcurso del seguimiento no parecen presentar una tendencia
definida cuando se analizan Independientemente, la suma de todas ellas
se mantiene constante a través del estudlo (Fig. 22c). Esto indica que
la cantidad de RUBISCO no cambia durante 24 horas que duré el estudlo.
Estos resultados analizados en relacién con lo observado en el Western
blot indican que las subunidades de la RUBISCO no se separan Unicamente
en grande y pequefia sino que también permanecen unidas formando
conglomerados que no se disgregan totalmente por accién del agente
desnaturalizante (dodecil sulfato de sodio) presente en la
electroforesis, lo cual implica la existencia de enlaces covalentes
entre las subunidades.

En la Figura 23 se representan las cantidades de proteina en
bandas del quinto estadio. La seccién a) muestra lag cantidades para
las subunidades grande y chica y la secclén b) para las otras bandas
inmunoidentificadas como RUBISCO (bandas de alto y mediano peso
holecular). En forma general, el comportamiento de estos pares de
proteinas es reciproco. Sin embargo, a diferencia de lo que ocurre en
el segundo estadio en donde 1la suma de estas cuatro bandas permanece
constante a través del estudio, en el quinto estadio, a partir de las 8
horas de seguimiento la tendencla en el comportamiento de las bandas
sumadas es a dismimuir (Fig. 23c). Estos resultados parecen indicar que
en el segundo estadlo la velocldad de sintesls y de degradacién de la
RUBISCO estdn en equilibrio durante el tiempo que duré el experimento.
En cambio parece ser que en el quinto estadie la velocidad de
degradacién es ligeramente mayor que la de sintesis (Figs. 22c y 23c).

Las cantidades calculadas de subunidad chica son semejantes en
ambos estadios (Figs. 22a y 23a). En cambio, se observa una ligeramente
mayor cantidad de subunidad grande en el quinto estadio que en el
segundo. Sin embargo, ocurre lo contrario en el casc de las bandas de
alto y mediano peso molecular (Figs. 22b y 23b), las cuales se observan

en ligeramente mayor cantidad en el segundc estadio que en el quinto.
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Figura 23. Caritidad de proteina RUBISCO en la segunda hoja de plantulas
de maiz del quinto eéstadio de desarrollo. La cantidad de proteina fue
estimada densitométricamente de acuerdo a lo descrito en la seccién 5.7
de Métodos y Fig. 12, en las bandas tefildas con azul de Coomassie que
fueron obtenldas al realizar una electroforesls desnaturalizante de las
fracciones del gradiente de sacarosa que contenian el pico de RUBISCO,
en cada uno de los tratamientos estudiados. a) Cantidad de proteina
preserite en las dos subunidades de la RUBISCO b) Cantidad de proteina
presente en las bandas de alto y mediano peso molecular (P.M.)
inmunoidentificadas como RUBISCO c¢) Suma de todas las bandas que
contenian proteina RUBISCO. Las barras representan el error estandar.
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Esto podria significar que en el segundo estadio la subunidad grande se
encuentra ligada entre si mis fuertemente que en el quinto estadio por
lo que permanece en conglomerados durante la electroforesis. En cambio,
en el quinto estadlo estas subunidades se liberan mas ficilmente por lo
que hay mayor cantidad de proteina en la banda correspondiente a la
subunidad grande.

Al medir las cantidades de subunidad grande y pequefia de la
RUBISCO en cada una de las muestras y calcular su relacién, se observa
que no concuerda con la que se esperaria a partir de los pesos
moleculares de las subunidades. La relacién esperada se encuentra entre
2.9 y 4.3, consliderando que la subunidad grande tiene un peso molecular
de 52 kD y la pequefia un peso entre 12 y 18 kD. Una posible explicacién
a esta discordancia se encuentra en el hecho de que la medicién
realizada por densitometria estima la intensidad de la coloracién de
las bandas de proteina tefiidas con Coomassie. Este colorante se asocla
a los aminoacidos aromidticos tifiendo las proteinas de un color azul,
por lo que dependiendo de la cantidad de aminodcidos aromaticos la
tincidén serd mas o menos fuerte. Analizando la cantidad de aminoacidos
aromaticos que contienen las dos subunidades de RUBISCO en chicharo, se
observa que existe una relacién de 2.42 entre subunidad grande y chica
(Kobayashi y Akazawa, 1982). Si el area de la subunidad chica en las
muestras problema es multiplicada por este factor y 1la relacién
subunidad grande/subunidad chica es recalculada, los nuevos datos se
encuentran en el nivel esperado.

En la Fig. 24a se presentan la radlactividad especifica en
proteina RUBISCO de las subunidades expresados en radiactividad
incorporada por mol de subunidad encontrada en el segundo estadio y
corregldos por la cantidad de aminoidcidos aromiticos y metioninas por
subunidad. En esta figura se puede observar que si hubo incorporacién
de radiactividad en ambas subunidades de la RUBISCO durante el pulso.
En lo que respecta al seguimlento se observa que la radlactividad en la
proteina empieza a decaer en el momento en que termina el pulso hasta 4
horas después, para luego aumentar y llegar a su maximo a las 16 hrs y
volver a disminuir ligeramente a las 24 hrs, observandose ademis que
estos camblos estan coordinados entre las subunidades. La Fig. 24b
muestra la radiactividad por proteina en las bandas inmunoidentificadas

como RUBISCO del segundo estadio. En ella se oberva un aumento hacla el
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Figura 24. Radiactividad especifica de la RUBISCO en la segunda hoja
del segundo estadio de desarrollo de plantulas de maiz encontrada en
log experimentos de pulso y seguimiento. La radlactividad presente en
los polipéptidos correspondientes a la RUBISCO separados en los geles
desnaturalizantes fue medida cortando las bandas de poliacrilamida y
digiriéndolas con peréxido de hidrégeno de acuerdo a lo descrito en la
seccion 5.8 de Métodos. a) Radiactividad en las bandas correspondientes
a las subunidades de RUBISCO (grande y pequena). b) Radiactividad en
las bandas inmunoidentificadas como RUBISCO (bandas de alto y mediano
peso molecular) c) Suma de la radiactividad en todas las bandas que
mosttraron reaccion inmunolégica con anticuerpos contra RUBISCO. Los
valores de cuentas por minuto (cpm) son expresados con base en a) Moles
de subunidad (Mol) b) y c) microgramos de proteina (ug). Todos los
datos fueron normalizados por la eficiencia de Incorporaciéon de
metionina-""S de cada muestra y por la cantidad total de proteina
puesta en cada carril de la electroforesis, determinada por
densitometria. En los datos presentados en la seccién a)} se consideré
el numero de metloninas y aminoicidos aromaticos presentes en las
subunidades de la RUBISCO.
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final del seguimiento. La Fig. 24c presenta la suma de la radlactividad
incorporada . a proteina RUBISCO en todas las bandas que
inmunoreaccionaron con el antisuero contra la RUBISCO, en ella se
observa que los niveles de radiactividad especifica presentados en las
subunidades no son debidos a una mayor incorporacién de radiactividad
en las bandas de alto y mediano peso molecular, en detrimento de lo
encontrado en las subunidades.

La ilncorporacién de radiactividad a las subunidades de RUBISCO en
el quinto estadio expresadas como cpm/mol de subunidad y corregido por
contenido de aminoAcldos aromaticos y metioninas por subunidad
(Kobayashl y Akazawa, 1982), se presenta en la Fig. 25a. Al inicio del
seguimiento 1la radlactividad especifica es alta y luego decrece
abruptamente dos horas después y se mantiene en niveles bajos. También
en este estadlo se observa coordinacién entre las dos subunidades. La
Fig. 25b muestra la radiactividad en las bandas de alto y mediano peso
molecular que reaccionan con anticuerpos de RUBISCO. Estas bandas
presentan una tendencia de aumentar ligeramente a través del estudio.
La suma de la radiactividad especifica de todas las bandas se presenta
en la figura 25c en ella puede observarse un comportamiento como el
descrito anteriormente para las subunidades.

Al comparar la suma de la Incorporacién de radiactividad a
proteina RUBISCO en todas las bandas en los estadlos estudiados (Fig
26), se observa que en el segundo estadio existe mayor incorporacién
que en el quinto durante todo el tiempo de seguimiento. En ambos
estadios durante las primeras cuatro horas de seguimiento se observd
una caida en la velocidad de incorporacién de metionina debida a 1la
dilucién de la poza causada por la adicién de la metionina fria (200
veces mas que la radiactiva). Después de esas cuatro horas se observa
una gran diferencia en el comportamiento de los dos estadlos. Mientras
que en el segundo estadio la velocldad de recambio aumenta hasta
sobrepasar la cantidad inicial a las 16 horas, en el quinto estadio la
incorporacién se mantiene constante a un nivel bajo. Estos resultados
indican que existen diferencias en los sistemas de control de sintesis
y degradacién de RUBISCO entre los estadlos estudiados.

A partir de estos resultados se pueden sefialar los sigulentes
puntos importantes:

1. Hubo mayor captaclién de metionina radiactiva por peso fresco en las
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Figuta 25. Radiactividad especifica de la RUBISCO en la segunda hoja del
quinto estadio de desarrollo de plantulas de maiz encontrada en los
éxperimentos de pulso y seguimiento. La radiactividad presente en los
polipéptidos correspondientes a la RUBISCO separados en los geles
desnaturalizantes fue medida cortando las bandas de poliacrilamida y
digiriéndolas con peréxido de hidrogeno de acuerdo a lo descrito en 1la
secclén 5.8 de Métodos. a) Radiactividad en las bandas correspondientes
a las subunidades de RUBISCO (grande y pequena). b) Radiactividad en
las bandas inmunoidentificadas como RUBISCO (bandas de alto y mediano
peso molecular) c¢) Suma de la radiactividad en todas las bandas que
mostraron reaceién inmunolégica con anticuerpos contra RUBISCO. Los
valores de cuentas por minuto (cpm) son expresados con base en a) Moles
de subunidad (Mol) b) y c) microgramos de proteina (pug). Todos los
datos fueron normalizados por la eficiencia de incorporacién de
metionina-""S de cada muestra y por la cantidad total de proteina
puesta en cada carril de la electroforesis, determinada por
densitometria. En los datos presentados en la seccién a) se consideré
el numero de metloninas y amlinodcidos aromdticos presentes en las
subunidades de la RUBISCO.
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Figura 26. Radlactividad especifica de todas las bandas que contenian
RUBISCO en la segunda hoja del segundo y quinto estadio de plantulas de
maiz durante los experimentos de pulso y seguimiento. Las bandas del
gel de poliacrilamida correspondientes a las que fueron detectadas como
reacclonantes con el anticuerpo en contra de la holoenzima RUBISCO
fueron digeridas para determlnar su radlactividad. Los valores estan
expresados como cuentas por minuto por microgramo de proteina en las
bandas.
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hojJas del quinto estadio que en las del segundo. Manteniéndose
niveles semejantes a través del estudio (24 h).

2. A pesar de lo anterior, hubo mis incorporacién de radiactividad a
producto precipitable por TCA al 10%, en el segundo estadio que en
el quinto, lo cual indica mayor sintesis protéica en el estadio mas
Joven., Se observa ademas que en ambos estadlos este pardmetro
presenta -una ligera tendencla a disminulr durante el seguimiento.

3. La cantidad de proteina por peso fresco es semejante en ambos
estadios y presenta una tendencia a aumentar en el transcurso del
experimento.

4. La radiactividad incorporada en la proteina soluble total tiende a
disminuir a lo largo del experimento. Sin embargo, el segundo
estadio a las 16 horas de seguimiento, presenta un incremento 1
considerable. Durante todo el experimento se observa mayor
radiactividad incorporada a proteina soluble total en el segundo 3
estadio. |

5. Por Western blot se identificé que la holoenzima RUBISCO no se

separé6 en la electroforesis desnaturalizante Unicamente en

subunidades grande y pequefia, sino que formé6 dos grupos de
conglomerados de pesos moleculares altos (65-70 y 140-180 kD :
aproximadamente). Fue posible ademis determinar que en ambos
conglomerados existia subunidad grande. ‘

6. La suma de la cantidad de proteina encontrada en las subunidades de i
RUBISCO y 1los conglomerados durante el experimento (24 hrs.)
muestran tendencias distintas en los estadios estudlados. En el
segundo estadio la tendencia es a mantenerse constante o a aumentar
ligeramente; en cambio en el quinto estadio, la tendencia es a
disminuir

7. Si hubo incorporacién de metionina radiactiva durante el tiempo de
pulso en los dos estadios estudliados y en las dos subunidades de la

RUBISCO. Sin embargo, la cantidad lncorporada fue menor en el quinto

estadlo que en el segundo lo cual es un lndiclo de mayor capacidad
de sintesis de proteinas en el segundo estadio.
8. La forma en que la metlonina radiactiva fue desplazada por metlonina

fria en las subunidades de la RUBISCO ocurrié de manera diferente -

entre los dos estadios, pero siguié un patrén semejante en las

subunidades de un mismo estadio.
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9. El1 segundo estadio presenté un incremento en 1la radlactividad
especifica de las subunidades de la RUBISCO después de cuatro horas

de seguimiento lo cual no se presentd en el quinto estadio.

3.5. Resultados de las autorradiografias.

La Fig. 27 muestra los resultados de las fluorografias de los
geles de poliacrilamida realizadas con muestras de extractos de
plantulas. Cada carril contiene cantlidades iguales de concentrados de
las fraccliones de los gradientes de sacarosa que mostraban el pico de
la RUBISCO de cada tratamiento. La seccién a) muestra los resultados
del segundo estadio y la seccién b) los del quinto estadio. En el
andlisis del segundo estadio puede verse claramente que aparecen ademas
de las dos bandas correspondientes a las subunidades grande y pequefia
de la RUBISCO, otras cuatro bandas radiactivas. Dos de ellas
corresponden a las bandas de alto y mediano peso molecular que se
observan en los geles tefildos con Coomassie y que inmunorreaccionan con
los anticuerpos para RUBISCO. Las otras dos son una de mayor peso
molecular que la banda de mediano peso molecular y otra de menor peso
que la subunidad grande de la RUBISCO, las cuales se observan muy
tenuemente en los geles y no fueron identificadas como RUBISCO ni por
los anticuerpos en contra de la holoenzima ni en contra de la subunidad
grande. En el quinto estadio tamblén se observan estas bandas aunque en
menor cantidad.

La intensidad de las bandas correspondientes a las subunidades
grande y pequefia de la RUBISCO en las fluorografias son muy semejantes
a los valores obtenidos por cuantificacién de las bandas en los geles
de poliacrilamida en ambos estadios (Figs. 24 y 25), por lo que se
considera como apoyo a lo descrito previamente.

Asimismo, las manchas correspondientes a la subunidad chica en el
tiempo 0 de la fluorografia del quinto estadio son prueba de que si
hubo incorporaclén de metionina radioactiva en esa subunidad durante
ese estadio, aunque en menor proporcién que la que se observé en el
segundo estadio.

Todos los andlisis experimentales fueron realizados por segunda
vez empleando 1los mismos extractos radiactivos. Los resultados

encontrados fueron muy semejantes.
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Figura 27. Flucrografias de los geles que contenian a la RUBISCO en el
segundo y quinto estadios de desarrollo de plantulas de maiz en los
experimentos de pulso y seguimiento. Los geles con las muestras tomadas
durante el segulmiento fueron secados y tratados con reactivos
fluorescentes y puestos en contacto con peliculas fotograficas. Cada
carril presenta las muestras correspondientes a las horas de
seguimiento analizadas. a) Segundo estadio. b) Quinto estadio. APM
bandas alto peso molecular; MPM banda mediano peso molecular; LS
subunidad grande; SS subunidad pequefia.

4. Resultados de los experimentos de pulso y seguimiento en
adultas.
4.1. Experimento I,

El experimento I fue disefiado como una primera aproximacién en
el de la sintesis y degradacién de la RUBISCO de plantas adultas. Se
empleé una planta de maiz que se encontraba en floracién. Los
resultados mostrados en la Fig. 28 presentan la incorporacién a
holoenzima RUBISCO y a una banda de proteina usada como control. En
esta figura puede observarse que si hubo incorporacién de metionina
radiactiva después del pulso en la banda de RUBISCO, aunque la cantlidad
es menor que para la banda control. Asi, también puede observarse que a
las 4 horas de seguimiento hay un aumento en la incorporacién de
metionina radiactiva y posteriormente la tendencla es a decrecer hasta
las 24 horas de segulmiento, Se observa que tanto la pendiente de
aumento como la de pérdida de radiactividad es mas lenta en la RUBISCO
que en la proteina control, lo que sefiala velocidades de incorporacién
de metionina radlactiva diferentes entre ellas: la de la RUBISCO es

menor que la de la otra proteina.

4.2. Experimento II.

En este experimento se compararon extractos de plantas adultas en
etapa de floraclén y en estado avanzado de llenado de grano, tratados
como se describe en la seccién 7.5 de Materiales y Métodos. El gel fue
cargado con cantidades iguales de radiactividad para lo cual los
carriles con extractos de hojas mis viejas fueron cargados con mayor
cantidad de muestra (8 a 10 veces mas).

En la Fig. 29, se presenta la fluorografia resultante del
experimento descrito anteriormente; los tres primeros carriles

corresponden a extractos de plantas Jévenes a las 0, 4, y 12 horas de
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Figura 28, Radiactividad en holoenzima RUBISCO encontrada en plantas
adultas. Segmentos de la hoJa superior a la mazorca de plantas adultas
de maiz de la poblacién mejorada (SM-18) fueron tomadas al momento de
la floracién y alimentadas con metionina-">S durante cuatro horas y
pasadas posteriormente a una sclucién de metionina no radlactiva. A
partir de ese momento se tomaron muestras a las 0, 4, 12 y 24 horas
después del pulso. Alicuotas de los extractos de esas muestras con las
mismas cantidades de proteina fueron cargados y corridas en geles de
poliacrilamida no desnaturalizantes y la banda correspondiente a la
holoenzima~RUBISCO fue seccionada y digerida con peréxido de hidrégeno
para determinar la radiactividad presente.



segulmiento y los siguientes cinco, a planta de edad mas avanzada a las
0 (los dos primeros carriles), 5, 12 y 26 horas de seguimiento. En
ellos puede observarse que, a pesar de que fueron cargados con la misma
cantidad de radiactividad, la distribuclén de ésta entre las bandas fue
diferente. La planta Joven presenta mayor cantidad en la banda de 1la
subunidad chica, mientras que la planta vieja presenta esta banda en
menor intensidad. Para el caso de la subunidad grande se observa lo
contrario. En 1la figura 29b se presenta 1la electroforesis
desnaturalizante tratada para producir 1la fluorografia. En ella es
posible mostrar que la cantidad de proteina empleada para cargar los
geles fue mayor en todos los tratamientos de hojas viejas mientras que
para las hojas Jjévenes la proteina en las bandas apenas se observé.
Esta es una indicacién de que hubo menor incorporacién de metionina
radiactiva a la RUBISCO en hojas de edad avanzada que en hojas Jjévenes,
lo cual es a su vez resultado de una menor sintesis de esta enzima.

En esta misma flgura es posible observar, al compararla con las
fluorografias de estadios mas jévenes (Fig 27), que a pesar de que la
proteina fue preparada de la misma manera de extractos de hojas de
pléntulas que de hojas adultas, las bandas marcadas radiactivamente en
la preparacién de plantas adultas no son todas las mismas. En el caso
de adultas sélo se presenta una banda de peso molecular menor a la
subunidad grande. En cambio en plantulas se presentaban diferentes
bandas. Esto sefiala que existe diferencia en el tipo de asoclacién
entre subunidades o estructura de la RUBISCO en los diferentes estadlos
o que la establlidad de la proteina es diferente y se degrada en forma
distinta.

De estos estudios puede concluirse que si existe sintesis de
subunidad chica de RUBISCO en plantas adultas tanto en floracién como
en plantas con 45 dias después de antesis masculina. Sin embargo,
parece ser que las velocidades de sintesis son diferentes en ambos
estadios, siendo mayor en el estadio mas joven.

En el caso del seguimiento, en las hojas tomadas en el momento de
floracién es posible observar una captacién de radiactividad posterior
a la administracién de la metlionina fria (Fig. 30), igual que ocurrié
en pldntulas en el segundo cstadlo de desarrollo. En el caso de la hoja
vieja no se observd esa reilncorporacién posterior al enfriamiento de la

poza, lo cual asemeja lo observado en plantulas en el quinto estadio en
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Figura 29, Fluorografias de los geles que contenian a la RUBISCO en
plantas adultas jovenes y viejas. Extractos de la hoja superior a la
mazorca de plantas adultas durante la floracldén y 42 dias después
fueron preparados de acuerdo a lo descrito en la seccidén 7.5 de métodos
a partir de tejido alimentado con metionina-""S durante 4 horas y
tomando muestras en los tlempos sefialados en horas de seguimiento. a)
Fluorografia. b) Gel. tenido con Coomassie. LS subunidad grande, SS

subunidad pequefia.

85



donde la velocidad de sintesis de proteinas disminuydé en relacién a la

observada en el segundo estadio.

S.

Corolario.

Un resumen de los mecanismos de regulacién de la actividad de la

RUBISCO que estan funclonando en hojas de maiz es el siguiente:

1.

Durante el desarrolle de la segunda hoja de pléntulas de maiz, la
regulacién de la expresién de los genes de la RUBISCQ ocurre a
diferentes niveles:

a. Al inicio de la emergencia de la hoja, la regulacién es a nivel
transcripcional, con aumento de proteina RUBISCO y de actividad
enzimitica paralelos al aumento en las cantidades de mensajes de
las subunidades.

b. Poco antes de que la hoja alcance su maxima expansién los
mensajes y la velocidad de acumulacién de la RUBISCO también
disminuye, aunque no con la misma velocidad y sin disminucién
neta de la protein, lo que sefiala la posibilidad de que un
control de la expresién de los genes de la RUBISCO a nivel
post-transcripcional entre en juego.

c. Después de que la hoja alcanza su méxima expansién, los mensajes
de la subunidad chica desaparecen casi totalmente y los de 1la
subunidad grande siguen disminuyendo, la velocidad de sintesis de
las subunidades disminuye un 50% en relacién al momento en que se
encuentra en madximo crecimiento y la cantidad de proteina RUBISCO
se mantliene constante; en este periodo podria sefialarse que la
regulacién ocurre a nivel post-traduccional.

En el caso de la regulacién de la expresién de los genes de la

RUBISCO en la hoja superlor a la mazorca en plantas adultas durante

el periodo de llenado de grano, puede concluirse lo sigulente:

a, Existe una falta de coordinacién notable entre 1los RNAs

mensajeros de las dos subunidades de RUBISCO: el de la subunidad

grande es claramente observable mientras que el de la subunidad
pequefia se detecta en muy escasas cantidades.

La cantidad de proteina RUBISCO disminuye a lo largo del estudio

g

reflejando la disminucién en el RNA mensajero de la subunidad
grande,
c. La actividad de RUBISCO muestra regulacion a nivel de la enzima

86



Radiactividad especifica

™ Plantas jovenes * Planta vieja
30
< 2o
(=]
\
=
[
=
10—
o ] I L L I ! )
o 4. 8 12 16 20 24

Tiempo de seguimiento (horas)

.

Figura 30. Radiactividad especifica de la holoenzima RUBISCO encontrada
en plantas adultas jovenes y viejas. Segmentos de la hoja superlior a la
mazorca en plantas adultas fueron alimentadas con ““S-metionina durante
cuatro horas y muestras fueron tomadas a las 4, 12 y 24 horas después
del pulso. Extractos de esas muestras fueron pasados por un gradiente
de sacarosa para obtener la RUBISCO y corridas en geles nativos de
poliacrilamida. La radiactividad presente en las bandas
correspondientes a la holoenzima RUBISCO fue determinada digiriendo
dichas bandas con peréxido de hidrégeno de acuerdo a lo descrito en la
seccion 5.8 de métodos y expresada por densidades épticas de proteina
determinadas a 280 nm. Se grafican los datos para dos hojas J6venes
tomadas durante la floracién mascullna y una hoja madura tomada a 42
dias después de la floracién.
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ya sintetizada (Martinez Barajas, 1989)

Se observé incorporacién de metlonina radiactiva a la holoenzima

‘RUBISCO y se detectaron bandas de la subunidad pequefia marcadas

radiactivamente, lo que Indica que aunque presente en pequefias
cantidades, el mensaje para la subunidad chica en adultas si se
estd traduciendo.

La velocidad de sintesis de RUBISCO descendié aproximadamente S
veces a los 40 dias después de la floracién en relacién al

momento de la floracién.
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ABSTRACT
1,5 rhoxy! yg! {EC
4.1.1.38) ( activity, Rubi protein, and large
and small subunit gene (rbcL and rbcS) transcripts were meas-

ured at seven stages of development in the second leaf of maize
(Zea mays L.) seedlings belonging to low and high yield popula-
tions. During the three early stages of development, when the
leaf has not yet d, it was that in
Rubisco-activity were caused by increasos in Rubisco-protein
and its mRNAs. Afterward, the rbcS level decreased sharply down
1o nondetectable levels at the seventh stage, when the leat was

at the of As a rbel
slowly and protein up to the fifth
stage, when the leaf its A slight
in protein Was then . These results

suggest that at early stages of development Rubisco-activity and
Aubisco-protein are regulated mainly at the transcriptional level.
At the [ater phase the regulation seems to be at other biochemical
levels, Neither Rubisco activity nor Rubisco-proteln showed cor-
relation with yield for both maize populations at thia stage of
development. Slightly higher levels of both transcripts were ob-
served in the high yield population.

Rubisco,’ the first enzyme in the Calvin-Benson cycle,
carboxylates RuBP to produce two 3-PGA molecules. This is
one of the most abundant and best studicd plant proteins. It
is a chloroplastic enzyme that in higher plants is made of
cight chains each of two kinds of polypeptides (12): the small
subunit (mol wt 14kD) codified in the nuclear gecnome by a
multigene family (rbcS genes) and the large subunit (mol wt
55 kD) codified as one copy per chloroplast genome (rbcL
gene). The number of genes per cell is between 3 and 10 for
rbeS and between 100 and 2000 or cven more for rbcl
depending on the species (2). The small subunit is synthesized
in cytoplasmic ribosomes as a precursor that is transported to

' This work was partially supported by CONACYT grant No. PVT/
AI/NAL/85/3073 und The Organization of American States (OAS)
project: Promotion and support for training of human resources in
plant biochemisiry.

2 Abbreviations: Rubisca (ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase
oxygenase (EC 4.1.1.39). RuBP, ribulose 1,5-bisphosphate; 3-PGA,
3-phosphoglyceric acid; rbeL, Rubisco large subunit gene: r4¢S, Rub-
isco small subunit gene: Zo, Zacatecas 58, original population: Zs,
Zacatecas 58 SM-18. high yicld population; DAS, days after sowing;
kbp, kilobase pairs.
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the chloroplast. There, the precursor is processed before being
assembled to the large subunit synthesized in the chloroplastic
ribosomes (12).

This complex mechanism has raiscd questions regarding
the possible coordination between Rubisco activity, Rubisco-
protein and its levels of mRNAs, during lcaf development or
in response to light changes. Prioul and Reyss (23) found
rapid changes in total activity and in rbcS-mRNA content
without significant modification of the contents of Rubisco-
protein or rbc. mRNA in tobacco leaves transferred from
tow 10 high light conditions in adults and seedlings. In the
same way, Nelson ¢r al. (15) found high levels of rbcS mRNA
are not related to small subunit polypeptide amounts in the
second leaf of light-grown maize scedlings sampled 3 to 7
DAS.

Several regulation levels have been proposed to account for
changes in Rubisco activity at different stages of development.
Transcriptional control has been proposed as the main regu-
latory level for rbcS gene expression (11). Although gene
dosage and transcriptional regulation are determinant in the
first expression of rbeL gene (26), postiranscriptional mecha-
nisms have been invoked to control the rapid changes ob-
served when leaves are exposed to ditferent light environments
(16). Furthermore, some metabolites such as 2-carboxyarabin-
itol !-phosphate (CA1P) or RuBP (5) and Rubisco activase
(22) have been found to regulate Rubisco activity without
changes in Rubisco protcin.

Within this frame of reference, we are interested in analyz-
ing whether Rubisco activity, Rubisco-protein, and its nRNA
levels change coordinately during the development of the
second leaf in maize (Zca mays L.) secdlings from two
populations: the original one and a sclected high-yield popu-
lation. This study is relevant because in the high-yield popu-
lation, Rubisco activity was previously found to be higher
during the grain filling period (8). A similar correlation has
been observed between Rubisco activity and high yield in
several C; species such as HHordeum vulgare (3), Triticum
aestiviun (14), and Vigna radiata (6). Therefore, it has been
suggested that Rubisco activity could be used as a biochemical
marker for high yicld plant selection (3, 6, 14). This would be
of great advantage if differences in Rubisco activity could be
observed between high and low yield plants at early stages of
development,

MATERIALS AND METHODS
Plant Material

Groups of 50 scedlings of maize (Zea mays L.) var Zaca-
tecas 58 original (Ze) and the improved population for higher
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grain yield obtained after 18 cycles of stratificd mass selection
(Z:») were grown in soil pots under greenhouse conditions in
Mexico City. The seeds were protided by Dr. José Molina-
Galan, (Centro de Genética, Colegjo de Postgraduados, Mon-
tecillo, México). The sccond Ieaves from 7 to 12 developing
seedlings belonging to both populations were harvested at
seven different stages of development ranging from rolled leaf
(stage 1 = 6 DAS) to fully expanded leaf, when signs of
senescence can be observed (stage 7 = 17 DAS) (Fig. ). For
mRNA analysis a previous stage was taken (stage 0). Since
duration for achicving a stage of|{devclopment varics as a
function of temperature and sunlight exposure, the descrip-
tion of results and discussion are based on stages instead of
days after sowing. The samples were collected approximately
at the same hour in the morning| to avoid fluctuations in
enzyme levels due to diurnal activalion of Rubisco.

All determinations except transcrjpt assessment were made
in individual leaves, For dry weight determination, leaves
were put in an oven at 60°C until constant weight was
achieved. For transcript determinations, leaves were pooled,
frozen in liquid nitrogen, and stored at —70°C until use.

Chl was measured by the Bruinsma mcthod (1). The sam-
ples weighed between 0.1 to 0.2 g. Protein was measured by
the Peterson method (19).

Leaf Extraction

Leaf samples (0.2~0.4 g) were grqund in a mortar with 1
mL of extraction buffer (0.1 M Hepyes-NaOH [pH 7.8), 0.25
mm Na;EDTA, 5 mam DTT, 0.1 m|sodium ascorbate, 0.35
mM sodi diethyldithiocarb and centrifuged 6 min
at 12,000g at 0°C in a Beckman microfuge (21). The super-
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natant was used for Rubisco-carboxylase activity assay, total
protein and Rubisco-protein determinations.

Rubisco Assay

Rubisco-carboxylase activity was measured by the "'CO:
fixation method (21). Five gL of crude Icaf extract were used
as the source of enzyme. The assay system coniained 38 mM
of ["*C]NaH-CO; (100 uCi/mmol, Amersham), 1.53 mM of
ribulose [,5 biphosphate-tetrasodium salt in a final volume
of 65 gL of assay buffer (0.1 M Hepes-NaOH [pH 8.2), 20
mM MgClz, 5 mm DTT). Previous activation of the enzyme
extract by 10 mM MgCl: and 15 mm NaHCO; was performed
at 30°C for 9.5 min as rcported by Randall er al. (24). The
radioactivity incorporated in acid stable products was meas-
ured using 5 mL of Bray's scintillation liquid in a Packard
scintillation counter (Mimaxi g8 series 400).

Immunoelectrophoretic Quantification of Rubisco-protein

Rubisco was purified from spinach leaves according to the
method of Wishnick and Lane (30). The enzyme purity was
tested by electrophoresis. One band (at 500 kD) and two
bands (at 55 and 14 kD) were observed in native and dena-
tured gel stained with Coomassic blue, respectively. This
protein preparation was used to induce antibodies against the
holoenzyme by standard techniques in 1.5 kg young rabbits.
The serum was prepared from whole blood by allowing the
latter to stand at 4°C overnight. This serum was used as source
of Rubisco antibodies for the immunoassay (7). Rocket im-
munoclectrophoresis gels were made by dissolving agarose
(5% weight/volume) in buffer (Tris-HCl 30 mm, glycine 15

Figure 1, Stages of development used for
screening Rubisco-activity, Rubisco-protein, and
its mRNAs in the second leaf of maize seedlings.
First stage: the first leaf does not have the ligula
exposed; second leat is rolled. Approximately 6
DAS. Second stage: the first ieaf shows the ligula
but it is not fully exposed; second leaf is rolled
at the base but opened at the tip. Approximately
7 DAS. Third stage: the first leal has the exposed
ligula while in the second leaf, the ligula is at the
level of the first one but it is not exposed; tip of
the third leaf can be observed. Approximately 8
DAS. Fourth stage: first and second leaves have
exposed ligulae; third feaf is expanded up to the
middle; tip of the fourth leaf is observed. Ap-
proximately 10 DAS. Fifth stage: first and second
leaves have exposed ligulae; third leaf has al-
most completely expanded but the ligufa is not
exposed;, fourth leaf is half-way expanded. Ap-
proximately 12 DAS. Sixth stage: first, second,
and third leaves have exposed ligulae; fourth leaf
is almost completely expanded: fifth leaf shows
tip; first leal shows signs of senescence at the
tip. Approximalely 15 DAS. Seventh stage: first
to fourth leaves have exposed ligulae; fifth leaf
Is almost fully expanded; sixth leaf shows tip;
first teaf is complete senescent; second leaf
shows signs of senescence at the tip, Approxi-
mately 17 DAS.
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mM [pH 9.0]) and scrum from Rubisco immunized rabbits at
50°C. Five uL of each maize leaf extract were applicd to the
gels for assay in a horizontal LKB immunoclectrophoresis
apparatus (2117 Multiphor) and run overnight (4°C:80 V:5
mA). Standards were made with Rubisco spinach as controls,
A linear correlation was found between the amount of Rub-
isco and rocket length in the 1 to 5 pg of Rubisco-protein
range. Two standards were used for each run.

RNA Extraction

One and a half grams of frozen tissue were ground in a
mortar, 4.5 mL of buffer (100 mMm Tris-HCI [pH 8.6], 25 mm
EDTA, 25 mM EGTA, 4 M guanidium thiocyanate, 2% (w/v)
Sarkosyl, 100 mum S-mercaptocthanol), and 2.25 mL of STE
(10 mm NaCl, 10 mm Tris, 1| mam EDTA) saturated phenot
were added. The slurry was shaken vigorously for § min, then
2.25 mL of chloroform:isoamyl alcohol (24:1, v/v) were added
and shaken again. The mixture was centrifuged to separate
the aqueous phase which was then repeatedly extracted until
there was no protein in the interphase. The nucleic acids were
precipitated from the recovered aqueous phase by adding 0.6
volume of isopropanol and freezing at —20°C overnight (27).

To remove polysaccharides, RNA pellets were rinsed twice
with 70% ethanol, vacuum dricd, and resuspended in 0.9 mLL
of 0.1 M sodium acctate (pH 8.0) at 0°C. The polysaccharides
were precipitated by adding ethanol up to 10% and keeping
the sample at 0°C for 10 min. After centrifugation at 10,000g
for 15 min at 0°C, the supernatant was transferred to a clean
tube. There, the nucleic acids were precipitated by adding one
volume isopropanol and freezing at —20°C for 2 h. The pellets
were rinsed twice with 70% cthanol, vacuum dried, resus-
pended in sterile deionized distilled water, and stored at
—70°C (Herrera-Estrella, 1987 personal communication).
Ao = 1 was taken as 40 ug/mL RNA.

RNA Electrophoresis and Northern Blot Analysis

Thirty micrograms of total RNA were denatured in 50%
(v/v) formamide, 2.2 M formaldehyde, 1x phosphate buffer
(10x = 100 mM sodium phosphate [pH 7.0]) and 10 mum
EDTA [pH 8.0]) at 65°C for 10 min and appliced to a 1.2%
(w/v) agarose gel with 2.6 M formaldchyde. The running was
1% phosphate buffer in a horizontal electrophoresis apparatus.
‘The gels were stained with 10 gg/mL ethidium bromide for |
min and destained in distilled water until visualization of
RNA was achicved. Densitometry of enlarged negatives of gel
photographs was used to confirm the RNA content per lane,
A GS 300 transmittance/reflectance scanning densitometer
{Hoefer Scientific Instruments) and a LKB 2200 recording
integrator were used. The fractionated RNA was blotted onto
Nytram membranes (Schleicher and Shuell) and fixed to the
filter by UV treatment using a model TM 36 Chromato-vue
shortwave transilluminator (U,V.P. Inc.) during 7.5 min. The
membranes were soaked at 65°C for 15 min in 10 m» Tris-
HCI (pH 8.0). 2 mas EDTA. and 0.1% (w/v) SDS to remove
unbound RNA.

The membranes were prehybridized for 2 h at 65°C in a
scaled bag with 0.15 mL of prehybridization solution (0.5 M
sodium phosphate bufler pH 7.2, 1% (w/v) BSA, [% (w/v)

’

SDS, and 100 upg/mL heat denatured salmon sperm DNA)
per em?® of membrane, with slow constant shaking. ¥P-La-
beled DNA probes were heat denatured in boiling water for
10 min and added to the bag containing membranes. After
hybridization for 24 h at 65°C, the membranes were washed
as follows: (a) 5-min at room temperature with 2x SSC (1%
SSC = 0.15 M NaCl, 0.015 M sodium citrate [pH 7.0)), (b) 30
min at 65°C with 2x SSC, 1% (w/v) SDS, and (c) 30 min at
room temperature with 0.1x SSC. They were then dried and
exposed to x-ray films (X-Omat S, Kodak) with intensifying
screens (DuPont) at —~70°C. Spot intensities in autoradiograms
were estimated by densitometry and normalized based in total
RNA applicd on each lanc. The exposure time of the auto-
radiograms wus optimized to avoid underestimation of the
strongest hybridization signals.

Hybridization Probes

The plasmid pZmc460 contains the maize chloroplast DNA
fragment Bam 9 of 4.9 kbp inserted into the Bam H1 site of
pBR322, The Bam 9 fragment contains the gene for the large
subunit of Rubisco (rbel.) (1.6 kbp) and the 5’ end of the
divergent transcript encoding # and ¢ subunits of CF,. This
plasmid was used to transform Escherichia coli SF8 strain
{10). The plasmid SS37 was constructed in pUCI 3; it contains
a 0.7 kbp insert encoding the small subunit of Rubisco (rhcS)
from maize. Both plasmids were kindly provided by Dr. Jean
Lukens of the Laboratory of Biological Sciences, Harvard
University. The cloned insert with the rbcL gene was isolated
by digesting pZmc460 with Bam k1 and Smal to produce a
3.48 kbp DNA fragment from which most of the CF, genes
were absent (the remainder was less than 0.4 kbp). The coding
rbeS insent was isolated by digesting $837 with Bam H!1 and
Eco RI. The DNA fragments were separated by gel electro-
phoresis in TBE buffer (89 my Tris-base, 8¢ mMm boric acid,
and 2 myM EDTA)and 1% (w/v) of a low-melting-temperature
agarose gel. The fragments were isolated by cutting the bands
and placing the gel slices in a boiling water bath for 7 min.

. The inserts were labeled with [«-¥P}dCTP (180-230 TBq

mmol™*, DuPant/NEN) by using a random-primer extension
labelling system {DuPont/NEN), The specific activities
reached were between 1.44 x 10* and 1.75 x 10* cpm/ug
DNA. The labeled probes were purified by the spun-column
procedure (10) and heated in a boiling water bath for 10 min
prior to hybridization.

Statistical Analysis

All the parameters except transcripts were analyzed by the
£-test.

RESULTS

Specific stages of development were defined for the two
populations of maize seedlings (Zo and Z,5). All the measure-
ments were performed in the second leaf at the stated stages
of development (Fig. 1). Fresh and dry weight reached a
maximum at the fifth stage in the Z;x population and at the
sixth in the Z, population. Afterward, the Z,g population kept
a constant weight, whercas the Z, population showed a large

e g
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weight decrease in the last stage. The increases in fresh weight
and dry weight were around 5 times and 4 times the initial
values. respectively. At the end of the period Zis had larger
leaves than the Zo population (Fig. 2, a and b). Statistical
analysis confirmed the significance of these differences be-
tween the two populations (P < 0.05).

Chilevels behave similarty to dry weight: it increased during
the leaf development reaching the maximum value between
the fifth and sixth stage and decreased slowly at the end of
development (Fig. 3a). Increases of 8 1o 9 times the initial
values were observed at the maximum development. How-
ever, no differences were observed between the populations.

Protein per fresh weight, on the other hand, displayed a
continuous decrease from the first to the third stage, remain-
ing approximately constant thercafier (Fig. 3b). Although
there were no differences between populations, it is interesting
to point out that the Z;z population showed lower amounts
of protein than Z, during almost the whole period studied.

Rubisco-protein per g of fresh weight increased to a maxi-

.5
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DRY WEIGHT (g/leaf }
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123 4 5 6 7
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Figure 2. Fresh weight (a} and dry weight (b) of the second leaf of
maize seedlings. Seven to 12 leaves from each population were
weighed individually. The mean values are shown. Bars represent
standard deviations. Dry weight was obtained by heating the leaves
at 80° C in an oven until constant weight was reached. (J), Zo original
population; (W), Z,s high-yield population.
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Figure 3. Chi (a) and total protein per g of fresh weight (b). Points
are the mean values ol 7 to 12 measurements; bars represent
standard deviations. Chl was measured by the Bruinsma method (1)
and total protein by the Peterson method (18). (I}, Z, original popu-
fation; (W), Z.s high-yield population.

mum around the fifth stage, where 5 to 6 times the initial

values were found. Subsequently, it decreased slowly and at
the last three stages, the Z, population showed 28 to 32%
more Rubisco-protein than Z,; {Fig. 4a). In spite of these
differences, the amounts of Rubisco-protein per total protein
were very similar for both populations (Fig. 4b). Rubisco-
protein comprised 3 to 7% of total protein at the first stage of
leafl development and reached between 47 and 55% at the
maximum growth stage. Three phases with different rates in
the accumulation of Rubisco-protein could be observed dur-
ing the development of the sceond leaf: from the first to the
third stage, from the third to the fifth stage, and from the fifth
to the seventh stage. The accumulation rates values were
approximately 12.5, 3.8, and 0.6% of Rubisco-protein accu-
mulated per day of development for each phase (Fig. 4b).
Rubisco activity also increased drastically from the begin-
ning unti! the fourth stage of the second leaf development
(Fig. 5). Afterward, the activity fluctuated around the maxi-
mal value up to the last stage. At the fast two developmental
stages, the Zx population showed higher activity than Z, even
though it possesses lower Rubisco-protein contents (Fig. 4b).
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Figure 4. Rubisco-protein expressed either per gram of fresh weight
(a) or per total protein (b). Measurernents were done throughout the
development of the second leaf of maize seedlings. Rubisco-protein
was quantified by rocket immunaoelectrophoresis against the holoen-
zyme antibody. Spinach Rubisco-protein was used as a standard.
Each point represents the mean value of five determinations; bars
are standard deviations. Rubisco contents (b) represent Rubisco-
protein/total protein x 100. (C1), Z, original population; (M), Z,s high-
yield population.

The specific activities per mg of Rubisco-protein are presented
in Table 1. There was not a constant value for this parameter
throughout the Jeaf development, nor were constant differ-
ences between the two populations. The mean specific activity
for Z;x (257 nmol CO: fixed.-min~'-mg™" of Rubisco) how-
ever, was higher than for Z, (191 nmol CO: fixed.min™'.
mg~' of Rubisco).

The maximum values of Rubisco-carboxy fuse specific ac-
tivity are in the same order of magnitude as those reported
for maize scedlings: 0.22 pmol CQs fixed-min~".m™" pro-
tein, assayed in crude extracts (25).

Northern hybridization analyses were made with rheS and
rhel. probes to assess the amounts of transcript in the samples
at cach stage of development. The rhcl transcripts increased
fivefold with respect to the initial values, reaching a maximum
at the third stage of development in the two populations.
They then decreased, reaching in the seventh stage. S and

\
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22% of the maximum level in Zy and Z,4, respectively. Except
for the first stage, the amounts of Zyx rbcl. transcripts were
higher than for Z,, throughout the studied period, although
the maximum value was almost the same (Fig. 6, a and b). In
cach autoradiogram lane two hybridization bands were ob-
served, probably corresponding to the two rbcL transcripts
reported for maize (13) (Fig. 6a, top). The rbcS transcripts
increased up to 20- and 14-fold the initial values for Z,x and
Zo, respectively, The maximum levels reached were at the
third and fourth stage of development in each case. The rbcS
transcripts decreased shasply at the fifth stage, becoming
almost undelcctable at the sixth and absent at the seventh
stage. The maximum amounts of rhcS transcripts were slightly
higher for Zyx than for Z, population (Fig. 6, a and ¢).

DISCUSSION

Several biochemical and physiological parameters were
measured during the development of the second leaf of sced-
lings from two populations of the same maize varicty (Zaca-
tecas 58) with different grain yield capacity: low grain pro-
ducer (Zacatecas 58 Original, Zy) and high-yield producer
{Zacatecas 58 SM-18, Z,,). We were interested in determining
whether Rubisco carboxylase activity, Rubisco-protein and
its mRNAs were changing in a concerted fashion during the
carly leaf development in these populations. The knowledge
of this matter is important since it has been proposed, in
several C, species, that Rubisco activity might be a biochem-
ical marker for detecting high yield plants (3, 6, 14). It has
also been shown that during the grain fiiling period the high
yield population (Z,x) has a higher Rubisco activity than the
Tow yield producer (Zo) (8).

Regulation of Rubisco Genes Expression during the
Second Leaf Development

Changes in Rubisco activity roughly correlated with
changes in Rubisco-protein. The variations observed in spe-
cific activity based on Rubisco-protein throughout leaf devel-
opment (Table 1) showed that the activation state of the
enzyme was not the same during the whole life of the lcaf,
Similar results have been reported when chloroplast senes-
cence and degradation of Rubisco in wheat have been studied
{18). A wide range of Rubisco specific activity (0.12-0.25
umol CO; fixed-min~'.mg™' of Rubisco} close to our values
was detected.

The amount of Rubisco-protein found in the present study
(55% of the total soluble protein (Fig. 4b) is similar to that
reported by Makino er al. (9) in rice varieties using a different
approach.

As 10 the coordination between Rubisco-protein and its
levels of bl and rheS transcripts, we found that the Rubisco-
protein increments observed at the first three stages of devel-
opment were supported by the fast increases in the levels of
rhel and rbeS transcripts. Beyond the third stage, however,
the fast decrease in #5S mRNA and even the slow decrease
in rbcl. mRNA. did not mirror the accumulation in Rubisco-
protein observed from the third to the fifth stage. From these
data we suggest that the rate of Rubisco-protein synthesis is
different beforc and after the third stage of leaf development,
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Table . Rubisco Specific Activity Based on Rubisco-Protein for the
Original Population (Zo) and the High Yield Population (Zye) of Maizs,
during the Development of the Second Leal

Specilic Activity
Stages of Leat
Development 2
) (average %) (average o)
nmol.min~".mg~* Rubisco
1 215 15 367 +83
2 180 +10 194 +96
3 265 =50 243 +16
4 380 %120 269 +39
5 . 185 =15 157 +16
6 205 +30 333 +31
7 160 +30 234 +24
Mean values 19 *104 257 %74

since abundance of Rubisco mRNAs changes. However, this
assumes that the Rubisco-protein degradation velocity is the
same throughout the lcaf development. This is also consistent
with the different Rubisco-protein accumulation slopes ob-
served in the study (Fig. 4b).

If we assume that after the fifih stage little or no Rubisco-
protein is synthesized, because there are low amounts or no
rbeS mRNAs, the high stability of Rubisco-protein must
account for the amounts observed at the Jast stages of Ieaf
development (Figs. 4b and 6, a and c). A previous report (4)
has shown that the Rubisco-protein half-life in maize leaves
measured by *H.O method is approximately 6.21 d. Although
we did not measure the turnover of Rubisco-protein, ¢stima-
tions from our results agree with this value, since slight
decreases in Rubisco-protein were observed during the last
three stages, lasting approximately 5 d (from the fifth to the
seventh stage, Fig. 4b).

Changes in rbeL and rbeS transeript levels were roughly
coordinated. Both transcripts increased simultancously until
their maxima were reached at the third stage (the Z, popula-
tion had its rbcS maximum at the fourth stage). Subsequently,

-]

protein {specific activity). Rubisco-carboxylase
activity was measured in a crude extract by the
CO; fixation method {21). The enzyme was
incubated before the assay with 10 mm MgClz
and 15 mm NaHCO, during 8.5 min at 30° C.
The incubated enzyme was added to the reac-
tion mixtures and the reactions were stopped
30, 60, and 90 s later. (), Z, original population;
(). Z1s high-yield population. Vertical bars rep-
resent standard deviations.

I{ Figure 5. Rubisco-carboxylase activity per total

both mRNAs decreased differently: ¢S declines more
sharply than rhel.. In the last stage no rbeS transcripts were
found, while rbel. transcripts are stilt detected. This behavior
also has been observed in the pericarp of tomato fruit after
pollination, where the levels of both transcripts increased
during 15 d and then decreased. At the ripe fruit stage, rbcS
was not detectable, while low levels in rbcL transcripts were
still observed (20). Furthermore, from the data in Figure 6 it
is clear that rbcS transcripts showed more extensive changes
in level than the rbcL transcripts (14- and 20-fold for rbcS
transcripts and fivefold for rbcL. transcripts) (Fig. 6, b and c).
Increases in rbcL and rbeS transcripts have been reported for
tomato (29), mustard (17). and maize (15, 28) during the
greening. In those cases, the increases also were greater for
rbeS transcripts. The differences in the behavior of rbcS and
rbel. transcripts suggest that rHeS gene expression could be
the limiting factor for Rubisco accumulation, since the levels
of its transcripts are more extensively controlled.

Overall, during carly Icaf development there is a sirong
correlation between Rubisco activity, Rubisco-protein, and
Rubisco transcripts. This suggests that the Rubisco increases
obscrved were the result of transcriptional regulation mecha-
nisms. The presence of almost constant amounts of Rubisco
protein, not coincidental with reduction in the levels of rixS
and rbcL transcripts, suggests that during the last stages of
development, Rubisco activity depends on the large stability
of Rubisco-protein (4), as well as on the internal pools of CO;,
Mg!*. RuBP (5), and/or Rubisco activase (22).

Ditterences between Zg and Z,s Populations

Although we expected that Rubisco could be a biochemical
marker for vicld selection at the scedling stage, most of the
parameters studied showed similar values for both maize
populations. It is interesting, however, that the meun value
for specific activity (activity per mg of Rubisco-protein) was
39% higher for Zi« population than for Z, (Table I). In
addition, higher amounts of rocl. and rbeS transcripts were
also found in Z, populations. Although there might be several
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explanations, the results suggest that the Z,x population could
have larger rites of Rubisco-protein turnover and this posi-
tively relates to higher integrity of the protein. A higher
specific activity per Rubisco-protein might then be expected.
Experiments concerning the stability of the enzyme are pres-
ently underway in our laboratory. No clcar differences in
Rubisco activity were found between Zs and Ziy populations
at the seedling stage, as opposed to the differences found
during the grin fiiling period (8). This might be duc to
modifications on the signals regulating photosynthate demand
and/or partitioning that are associated with plant develop-
ment (e.g. seedling growth versus grain filling). From the data
presented here, it can then be concluded that Rubisco activity
by itself is not a suitable biochemical marker for selecting
maize plants of high grain yieki at the seedling stage. A
combination of several parameters might be required to per-
form precise sclection at this stage of plant development.
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VIIXI. DISCUSION

1. Regulacidén de la expresién de la RUBISCO durante el desarrollo de
la segunda hoja en pléantulas.

Durante el desarrollo de la segunda hoja de maiz, la RUBISCO
presenta diferentes niveles de regulacién en la expresién de sus genes.
- En los tres primeros estadlios del desarrollo, desde que la hoja emerge
del coledptilo hasta antes de su maxima expansién, se observa que el
incremento en la actividad de la RUBISCO es sustentado por un aumento
en la cantidad de proteina RUBISCO y de sus correspondientes mRNAs
(Figs. 4 a 6 del articulo). Esto indica que el incremento en 1la
actividad de RUBISCO es el resultado principalmente de mecanismos de
regulacién a nivel transcripcional. Aumentos en las cantidades de
subunidades de la RUBISCO en coordinacién con los niveles de sus mRNAs
han sido observados durante el desarrollc de la primera hoja de maiz
cultivado en luz continua durante 8 dias (Nelson et al. 1984), asi como
también en hojas de amaranto durante las fases iniciales de su
desarrollo (Nikolau y Klessig, 1987), lo que suglere que este mecanismo
de regulacién es comin en el inicio de la formacidén de las hojas en
plantas superiores.

Otro periodo en el desarrollo de la hoja en el cual se observan
cambios en los niveles de regulacién de la RUBISCO se presenta entre el
tercero y quinto estadio, momento de maxima expansién de la hoja (Figs
4 a 6 del articulo). Durante este lapso, la actividad de la RUBISCO
presenté clerta variabllidad; 1la velocidad de acumulacién de la
holoenzima disminuydé de 12.5% por dia en la etapa del primero al tercer
estadio, a 3,84 de acumulacién por dia en este periodo, aunque la
cantidad total siguié aumentando hasta el quinto estadio. Asimismo, los
mRNAs comenzaron a disminuir, lentamente para el caso de los mensajes
de la subunidad grande (pérdida del 60% de los mensajes en ese
périodo), y rapidamente para los mensajes de la subunidad pequefia
(pérdida del 80 al 90%). Con base en estos datos se puede sugerir que
la velocldad de acumulacién de la RUBISCO disminuydé principalmente como
consecuencia de la reduccidén en la velocidad de sintesis resultante del
decremento de los mensajes de esa proteina. Esto es apoyado con los
datos obtenidos en los experimentos de pulso y seguimiento.
Inmediatamente después de alimentar con metionina-"°S a fragmentos de
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la segunda hoja en el segundo y quinto estadlos de desarrollo se
observa que en el qulnto estadio la velocidad de sintesis disminuyé un
50% en relaclén con el segundo estadio para las dos subunidades (Figs
24a y 25a). En estos datos es posible observar que la pérdida de
mensajes de la subunidad grande presentada en el quinto estadio es
reflejada por la disminucién en la velocldad de sintesis del
polipéptido LS en ese estadio. Sin embargo, la gran pérdida de mensaje
de la subunidad pequefia en ese mismo estadio no es reflejada por una
gran disminucién del polipéptldo correspondlente lo cual implica la
existencia de algin mecanismo de regulacién a nivel traducclonal.
Existen datos en la 1literatura que sostienen esta propuesta. En la
segunda hoja de trigo a edad madura (dias posteriores a su expansién
maxima), Brady (1981) observé que la velocidad de sintesis de la
RUBISCO cayo rédpidamente en relacién a 1la velocldad de sintesis
promedio de todas las proteinas, mlentras que en el momento de la
maxima expansién foliar, la velocidad de sintesls de la enzima es
cercana a la velocldad promedio para todas las proteinas. Asimismo, se
observd (Splers y Brady, 1981) en hojas de trigo de edades avanzadas,
que los mRNAs traduclbles de ambas subunidades de 1la RUBISCO
decrecleron en abundancia en relacién a la mayoria de los otros
mensajeros siendo ese decremento coordinado y reflejando rigurosamente
la caida en la sintesis de las subunidades observada in vivo. En
amaranto (Nikolau y Klessig, 1987} se encontrd que la disminucién de 30
veces la velocidad en la sintesis de los dos polipéptidos de la RUBISCO
observada durante los ultimos estadlos de desarrollo de las hojas
podria ser explicada sdélo parcialmente por la reduccién en sus nRNAs
(entre 4-8 veces); mientras que nl la traducibilidad de los mRNAs ni la
estabilidad de los polipéptidos fueron alterados, lo cual implica que
el control fue ejercido a nivel traducclional. Aunque lo observado por
estos autores fue el fendémeno opuesto {gran disminucién de polipéptidos
y poca disminuclén de los mensajes) a lo encontrado en este trabajo
(gran disminucién de mensajes, nula disminucién de polipéptidos), la
regulacién de la expresién génlca ocurridé al mismo nivel, lo cual es un
apoyo para sugerir que este punto de regulaclén esta funcionando en
plantulas.

La disminucién en la acumulacién de mensajes tanto de LS como de

SS en el perfodo del tercero al quinto estadlo observada en este
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trabajo, pudo ser debida a un aumento en la velocidad de degradacién de
los transcritos, a una disminuclién en la velocidad de su sintesis o a
ambas causas. Trabajos realizados por Deng y Grulssem (1987 y 1988)
mostraron que la velocidad de sintesis de mRNA de LS no cambia
substancialmente durante el desarrollo de las hojas de espinaca. Por
otro lado se encontré también en hojas de espinaca que el mRNA de LS
decaja con una vida media relativa semejante en hojas Jjévenes y en
hojas maduras, 4.5 y 5.2 h respectivamente {Klaff y Gruissem, 1991). En
cambio, la vida media del transcrito correspondiente al gen psbA
{codifica para la proteina D1 del fotosistema II) se Incrementdé mas de
dos veces en hojas maduras comparadas con las Jévenes (4.7 y 10 h).
Estos autores demostraron por mediciones directas in vivo, que esta
observacién puede ser explicada por estabilidad diferencial de los
mRNAs. Por otro lado, mecanismos selectivos de degradacién rédpida de
RNAs mensajeros de SS han sido encontrados en plantas de papa colocadas
en la oscuridad; mas atn, un analisis detallado mostré que los
transcritos originados a partir de diferentes miembros de la familia
génica rbecS fueron degradados diferencialmente (Fritz et al. 1991).
Aunque estos datos no pueden ser extrapolados directamente al sistema
estudiado en este trabajo, sirven como modelo para sugerir que la
pérdida de los mRNAs de las subunidades de la RUBISCO en las hojas
expandidas, es debida baslcamente a degradacion acelerada de ellos.
Esto sefiala que exlste un tipo de control post-transcripcional para la
expresién de los genes rbcl. y rbcS a nivel de degradacién de sus
mensa jes.

A partir de su maxima expansién (quinto estadio), la hoja alcanza
su edad madura e inicia el proceso de envejecimiento. Durante este
periodo la actividad de 1la RUBISCO presenta variaciones no
significativas (Fig. S del articulo) mientras que la proteina RUBISCO
se mantuvo sin variacién (Fig. 4 del articulo)}, lo cual sugiere que el
recamblio de la proteina estid en equilibrio dinamico (sintesis igual a
degradacién). Mientras tanto, 1la tendencia que presenta el RNA
mensajero de la subunidad grande a seguir disminuyendo, indica que su
proceso degradativo lniclado en el periodo anterlor continua, quizd con
una ligera disminucién en la velocidad de degradacién pues la pendiente
en este periodo disminuye ligeramente {(Fig. 6b del articulo). En el

caso del mensaje de la subunidad chica es evidente que tanto la
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sintesis como la degradacién tienden a detenerse, ya que este
transcrito no es detectable al final del estudio. Los resultados del
experimento de pulso realizado en el quinto estadio indicaron que- la
sintesis de los dos pollpéptidos que constituyen la RUBISCO se redujo
casi en un 50% en comparacién con la observada en el segundo estadio
{ver tiembo 0 en la Fig 26); datos semejantes fueron encontrados por
Nikolau y Klessig (1987) quienes observaron que camblos en la velocidad
de sintesls y no en el recamblo podian explicar el decremento en la
acumulacién de RUBISCO observada en cotliledones y hojas de amaranto.
Vidas medias muy largas han sido determinadas para la RUBISCO. Simpson
y colaboradores (1981) encontraron en la segunda hoja de plantulas de
maiz cultivadas en fotoperiodo de 14 h luz y 10 h oscuridad, una vida
media de 5.6 dias para la holoenzima RUBISCO empleando anhidrido
acético-"H para marcar las protefinas ya sintetizadas en la hoja. En
trabajos realizados en cebada (Peterson et al., 1973) y en Lemna
(Ferreira y Davies, 1986)también se ha encontrado que la RUBISCO
presenta degradacién lenta en comparacién con otras proteinas de la
hoja. Huffaker y Miller (1978) observaron que durante la sintesis
inicial o después de que alcanzaba una concentracién maxima la RUBISCO
no se degradaba en hojas de cebada intactas; pero cuando la hoja
envejecia debldo a edad o factores ambientales limitantes, esta enzima
parecia ‘ser la principal proteina que se degradaba. En base a lo
encontrado en este trabajo se puede sugerir que durante el periodo de
desarrollo de la segunda hojJa de maiz que comprende del quinto al
séptimo estadio, 1la regulacién de. la expresién de los genes de la
RUBISCO -a nivel post-~traducclonal es predominante ya que la RUBISCO
permanece durante todo este periodo sin alterarse.

Uno de los aportes importantes de este trabajo, es que muestra un
panorama amplio de los diferente mecanismos de regulacién de la
expresién de la RUBISCO durante la ontogenia de la segunda hoja de
maiz. En este sentido es unico ya que maltiples trabajos han sido
realizados en momentos precisos de desarrollo de algﬁn tejido o en
respuesta ‘a la luz u otros factores amblentales, pero pocos abarcan
todo el desarrollo de una hoja. Como conclusién general para esta parte
del trabajo es posible sefialar que la regulacién de la expresién de los
genes de la RUBISCO se lleva a cabo a diferentes niveles durante el

desarrollo de una hoJa, para permitir que 1la proteina funcione
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adecuadamente cumpliendo con los requerimientos impuestos por la

diferenclacién y el crecimiento de la hoJja en plantulas.

2. Regulacién de la.expresién de RUBISCO en la hoja superior a 1la
mazorca de plantas adultas durante el llenado de grano.

Durante el periodo de llenado de grano en maiz las hojas realizan
funciones muy diferentes a las que se efectian durante el desarrollo de
la plantula. En este periodo la planta ha finalizado su desarrollo
vegetativo y se éncuentra en la etapa reproductiva. Las hojas han
alcanzado su maxima expansién y su actividad fotosintética esta
encaminada a la produccién de compuestos que seran translocados a la
mazorca a fin de producir las estructuras de preservacién de la
especie: las semillas. Esta funcién de la hoja se mantendri activa
hasta el inicio de la senectud, momento en el cual la fotosintesis
empleza a declinar irreversiblemente sefialando el fin de la hoja como
érgano autotréfico exportador de carbono (Secor et al., 1983). La
RUBISCO es la proteina mds abundante de la hoja y Jjuega un papel
fundamental en la economia del nitrégeno en la planta, ya que el
contenido de proteina en la semilla en desarrollo en la mayoria de las
plantas anuales se deriva de la degradacién de proteina de los érganos
vegetativos. Esta doble funcién de la RUBISCO pone en conflicto a la
planta, ya que la proteina necesaria para mantener la fotosintesis
también es degradada en la hoja para suplementar aminodcidos para las
semillas en desarrollo (Huffaker y Miller, 1978; Peoples et al., 1980).
Muy poca Informaclién exliste en relacién a como se regula la expresién
de los genes de la RUBISCO en este importante periodo de vida de la
planta. En este trabajo se realizé este analisis.

En los estudios que se llevaron a cabo en plantas adultas durante
el llenado de grano, desde la antesls masculina hasta 45 dias después,
se¢ determinaron en las hojas respectivas la actividad, la cantldad de
proteina RUBISCO (Fig 6 y 7 reproducidas de Martinez-Barajas, 1989) y
los niveles relativos de sus RNAs mensajeros (Figs. 14 y 15) en dos
poblaciones de maiz: Original y seleccionada para mayor rendimiento de
grano (SM-18). Los resultados mostraron que el aumento en actividad de
la enzima presentado en el primer terclo del periodo, no concordaba con

las disminuciones en la cantldad de proteina RUBISCO y del mRNA para la
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subunidad grande observadas a través de todo el periodo, ya que ambos
disminuyeron de una manera concertada y no acordes con el mRNA de SS el
cual no se encontré en niveles claramente detectables por el método
empleado en este trabajo. Ademias los experimentos de pulso y
seguimiento realizados en hojas al momento de la floracién y hojas
tomadas 42 dias después de iniclado el proceso, mostraron que 1la
velocidad de sintesis de la holoenzima RUBISCO disminuyd
aproximadamente entre cuatro y seis veces en el UuGltimo muestreo
comparado con el realizado al momento de floracién (Figs. 29 y 30)}.

El hecho de que no se observaran mRNAs de la subunidad chlca de
RUBISCO en hojas de plantas adultas sugeria la posibilidad de que no
hubiera sintesis de ese polipéptido durante ese periodo. Sin embargo,
al analizar las fluorografias obtenidas en los experimentos de pulso y
seguimiento y observar los patrones producidos por las bandas
radiactivas correspondientes a esa subunidad (Fig. 29), las cuales
aparecen tanto en el momento de floracién como al final del periodo de
llenado de grano, la posibilidad anteriormente citada fue desechada. La
explicacién posible a este hecho es que quizd haya una pequefia cantidad
de mensaje (no detectable claramente con el método empleado), que
permite sostener la sintesis de este polipéptido en hojas adultas.

De estos resultados es posible sefialar que en hojas de plantas
adultas durante el periodo de llenado de grano la regulacién de la
expresiéon de los genes de la RUBISCO esta ocurrlendo primordialmente a
nivel traduccional, ya que a pesar de que los mensajes de la subunidad
pequefia se detectan en muy escasas cantidades, la traduccién debe estar
ocurrlendo a wuna velocidad que permita sintetizar cantidades de
subunidad chica comparables a los de la subunidad grande de la cual se
encuentra mas mensaje. Por otro lado, otra observacién importante es
que la actividad enzimatica de la RUBISCO es regulada a nivel de
activacion de la enzima ya sintetizada pues se observan incrementos en
la actividad de la enzima sin incrementos en la proteina RUBISCO. Para
un andlisis detallado de este punto revisar la tesis de Martinez
Barajas, (1989) y Martinez Barajas y Sanchez de Jiménez (1991) en donde
se discute la participacion de la RUBISCO-activasa en este mecanismo.

Resultados semejantes a los observados en este trabajo no han sido
encontrados en otros cultivos estudiados. Por ejemplo Friederich y

Huffaker (1980) observaron en hojas de cebada durante el llenado de
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grano que la actividad de la RUBISCO disminuia paralelamente a la
cantidad de RUBISCO proteina. Patterson y colaboradores (1980)
encontraron que la actividad de la RUBISCO en trigo cultivado en el
campo era mas alta antes de la antesis y disminuyd por el resto del
periodo post-antesis. Sin embargo, las plantas estudiadas en los
trabajos descritos anterlormente eran de metabolismo fotosintético tipo
C3, mientras que el maiz presenta fotosintesis tipo Ci, por lo que

podrian tener otro tipo de regulacién génica.

3. Diferencias en los mecanismos de regulacién de 1la RUBISCO entre
plantulas y plantas adultas.

Al comparar los cambilos que presentan los RNAs mensajeros en las
hojas de los estadios estudiados, es posible indicar que lo observado
en adultas se asemeja al ultimo periodo de desarrollo de la segunda
hoja de plantulas (del quinto al séptimo estadio). En ese lapso, el RNA
mensajero de la subunidad grande fue claramente detectable mostrando un
decremento paulatino, mientras que el de la subunidad chica se detecté
en escasa o nula cantidad (Flg. 6 del articulo), lo cual fue semejante
al caso de adultas (Fig. 15). Esto sugiere que la regulacién de la
RUBISCO en hojas adultas podria estar basada en mecanismos semejantes a
los que rigen ese momento de desarrollo de la hoja en plantula. Esto
podria estar asociado al alargamiento de la vida fotosintética activa
de la hoja adulta, no llegando tan rapidamente como ocurre con la
plantula, al envejecimiento y la muerte.

La regulacién de la actividad en hojas adultas es claramente
ejJercida a nivel post-traducclional es decir, por factores a nivel de la
enzima ya sintetlizada, probablemente activadores  enzimaticos o
RUBISCO-activasa. Estos mecanismos, ejercidos en respuesta a alguna
sefial (probablemente la demanda) generada durante el llenado de grano,
ejercen un aumento en la activacién de la RUBISCO lo que conduce a un
aumento en la produccién de fotosintatos (fuente). La existencia de
RUBISCO activasa en hojas adultas de majiz ya ha sido demostrada
(Martinez-Barajas, 1991), mas aun se ha observado que los niveles de
hUBISCO activasa en hojJas adultas de maiz cambian concordantemente a la
actividad de RUBISCO durante el periodo de 1llenado de grano
(Martinez-Barajas y Sanchez de Jiménez.' 1991), lo cual apoya

grandemente la posibillidad de que esta enzima sea la responsable de las
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Barajas, 1989).

3. La proporclén de RUBISCO en relacién a proteina total se mantuvo
constante durante la primera mitad del estudio siendo ligeramente
mayor en la poblaci6on mejorada. Posteriormente en la poblacién
me jorada hubo una degradaclén preferencial de la RUBISCO en relacién
a las otras proteinas follares, (Fig. 7, reproducida de Martinez
Barajas, 1989).

4, La cantidad de RNA mensajero para la subunidad grande fue mayor en
la poblacién original que en la mejorada (Fig 15).

De estos resultados es interesante resaltar que aunque hubo mas
cantidad de proteina RUBISCO durante los tres ultimos estadios de
desarrollo de la segunda hoja en plantulas en 1la poblacién original la
actividad especifica en ese lapso fue mayor para la poblacién me joradec.
Se ha visto que mientras mas tiempo permanezca verde una hoja, tilene
mis tiempo para seguir funclonando como donadora de fotosintatos para
otros tejidos en desarrollo por lo que quizad esta situacién en la
plantula de maiz de la poblacién mejorada le dé ventaja sobre la
poblacién-original.

La observacién de que en la poblacién mejorada durante el llenado
de grano la proteina RUBISCO se perdié rapldamente en la segunda mitad
del estudio es semejante a lo encontrado por Peoples y colaboradores
(1980) en plantas de trigo también durante el crecimiento del grano
Ellos observaron que durante el periodo temprano de movillizacién de
proteinas la RUBISCO se degradaba a la misma velocidad que otras
proteinas, pero después de que se perdia un 30% de proteina soluble
total la velocidad de degradacién de la RUBISCO se Incrementaba
rapidamente en relacién a la proteina soluble. Resultados semejantes
encontré Wittenbach (1979) en la hoja bandera de trigo. En esa holja
RUBISCO constituye un 40 a 457 de la proteina soluble total y permanece
sin cambio hasta la senectud cuando es perdida a una velocidad mas
rdpida que la de la proteina soluble total. Como se menciondé en
parrafos anteriores la RUBISCO es una proteina que funciona también
como almacén de nitrégeno (Huffaker y Miller, 1978), esto conduce a
pensar que su degradacién en la segunda mitad del periodo de llenado de
grano en la poblacién mejorada podria estar relacionada con la
translocacién de los componentes de la RUBISCO reestructurados, hacia

la mazorca. El hecho de que este fend6meno se observara solamente en la
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poblacién mejorada podria ser una caracteristica que le diera mayor

capacidad de prdduccibn de grano a esa poblacién.

S. Coordinacién entre el contenido de mensajes y de subunidades de la
RUBISCO.

Debido al origen heterdlogo de los polipéptidos que constituyen a
la RUBISCO, el tema de la coordinacién en la sintesis de las dos
subunidades asi como de sus mensajes ha sido abordado ampliamente con
muy diferentes métodos, en diferentes especles y a distintas edades
fisiolégicas de las hojas encontrando resultados contradictories. En
algunos casos se ha observado una anticipacién en la sintesis de la
subunidad grande en cotiledones de amaranto (Berry et al., 1985), pero
en otros una estrecha correlacién en la sintesis de ambos polipéptidos
ha sido observada (Nivison y Stocking, 1983; Iwanij et al., 1975;
Schmidt y Mishkind, 1983). Se han identificado diferentes niveles de
regulacién génica involucrados en la produccién de cantidades
estequiométricas de las subunidades peptidicas. Dean y Leech (1982)
encontraron al analizar hojas de trigo de siete dias de edad que la
sinteslis de LS y SS estaban coordinadas y que los camblos en la
traduccién eran dados por camblos en los RNAs mensajeros de estas
subunidades. En un interesante estudio reallzado por Radetzky y Zetsche
(1987), en el que emplearon inhibidores de sintesis de proteinas en
experimentos de pulso y seguimiento en el alga Chlorogonium, pudieron
detectar que la coordinacién fina de ambas subunidades de la RUBISCO es
lograda por la degradacidén del exceso de subunidades chicas, mientras
que el nivel de LS es adaptado a la concentracién de SS probablemente
por ajJuste en la traduccién del mRNA de LS. Aunque debido al método de
purificacién de la RUBISCO empleado en este trabajo (por gradientes de
sacarosa), no se excluye la posibilidad de la existencia de subunidades
libres en extractos de la segunda hoJa en plantulas de maiz, es posible
sefialar que la cantidad de subunidades radiactivas incorporadas a la
holoenzima purificada fue estequiométrica.

En el caso de los mensajes, en este trabajo se observé que la
coordinacién entre sus niveles es menos estrecha, pruebas de ello son
las siguientes observaciones: 1) en el estadio 0 de desarrollo de la
plantula existe RNA mensajero de 1la subunidad grande facilmente

detectado, mientras que el de la subunidad chica es muy escaso (Fig 6
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del articulo); 1ii) 1los cambios en los niveles de mensaje de 1la
subunidad chica son mayores que los de la subunidad grande; 1i1) al
final-del estudio en plantulas no fue detectado mensaje de la subunidad
pequefia mientras que el de la grande continuaba presente (Fig 6 del
articulo) y 1iv) en plantas adultas no fue detectado el mensaje de la
subunidad pequefia mientras que el de 1la grande estaba presente
claramente (Fig. 13). Resultados de este tipo ya han sido observados en
otros vegetales. El1 RNA mensajero para la subunidad grande ha sido
detectado en grandes cantidades en oscufidad cuando el de la subunidad
chica es escaso (Berry et al., 1985). Por otro lado, durante el
enverdecimiento de hojas, aumentos notables en las cantidades de estos
mensajes fueron observadas en tomate (Sugita y Grulssem, 1987), mostaza
(Oelmiiller. et al., 1986) y maiz (Nelson et al., 1984; Sheen y Bogorad,
1985). En todos estos casos, el aumento de mensaje de la subunidad
chica fue mayor que el de la subunidad grande. También se ha observado
que durante 1la maduracién del fruto de tomate, el mensaje de 1la
subunidad chica desaparece mientras que el de la subunidad grande se
mantiene (Piechulla et al., 1986). Aunque en este estudio no se
mane jaron sistemas con enverdecimliento artificial, el hecho de que la
segunda hoja esté cublerta por el coleSptilo al inicio temprano de su
desarrollo (estadlo 0) y posterlormente salga de él y quede expuesta
completamente a la luz, asemeja el proceso de enverdecimiento. Por eso
es interesante seflalar que 1los RNAs mensajeros presentaron un
comportamiento semejante a 1o descrito anteriormente para el

enverdecimiento.

6. Anilisis de los experimentos de pulso y seguimiento.

La presencia de radiactividad en las dos subunidades de la RUBISCO
después del pulso en todos los estadios estudiados indica que la
sintesls de 1la enzima estd llevandose a cabo aunque a velocidades
distintas, ya que en hoJas de pléantulas del segundo estadio y hoja
adulta joven la incorporacién fue mayor que en hojas del quinto estadlo

'y hoja adulta vieja.

No fue posible calcular la vida media de la RUBISCO debido a que
en algunos experimentos hubo reincorporacién de radiactlvidad en esta
proteina después de diluir la poza de metionina radiactiva, lo cual

produjo resultados lmprosibles de analizar en ese sentido. Sin embargo,
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con base en esos resultados es posible sugerir la existencia de algunos
fenémenos que parecen estar ocurriendo en los diferentes estadios
estudiados. Primeramente el hecho de que en el segundo estadio y en
hojas adultas Jévenes haya ocurrido un repunte en la incorporacién de
marca radlactiva a las 16 y 12 horas de seguimiento respectivamente
indica que la sintesis de RUBISCO esta activa. El mecanismo por el cual
ocurre este fenémeno no fue dilucidado; aparentemente existe una
reincorporaclién selectiva de la metionina radiactiva ya que después de
haber diluido 200 veces la poza con metionina no radiactiva, lo cual es
evidente a las 4 horas de seguimiento, la marca es recuperada. Este
fenémeno no estad asociado a la sintesis de las subunidades en alglin
compartimento celular, ya gque se observé tanto en 1la sintesis de
subunidades chicas, la cual ocurre en ribosomas citoplasmicos, como de
subunidades grandes que son sintetizadas en ribosomas cloroplasticos.
Una posibilidad es que esté ocurriendo degradacién rapida de otras
proteinas, 1lo cual conduciria al recalentamiento de la poza de
metionina y si la sintesis de la RUBISCO es muy activa, al consumo por
esta proteina de la metionina radiactiva.

Por otro lado la incorporacién de metionina radiactiva en 1la
RUBISCO de plantulas del quinto estadio y en plantas adultas de edad
avanzada detectada después del pulso sugiere que si ocurrié sintesis de
esta enzima. Sin embargo, el hecho de que después de la dilucién de la
poza no ocurriera ningin repunte en la lncorporacién de la marca, como
ocurrié en plantulas del segundo estadlio y plantas joévenes, sugiere que
la sintesis de la enzima es baja y que las vias metabdlicas
involucradas en la sintesis y degradacién de las proteinas son
distintas a las observadas en el segundo estadlo. Esto pedria ser
debido a que los aminoacldos provenientes de la degradacién de las
otras proteinas no estuvieron disponibles para la sintesis de nuevas
moléculas de RUBISCO.

En 1lo que respecta a los anélisis por Western blot de las
subunidades de la RUBISCO realizado en plantulas es posible sefialar que
los conglomerados de alto y mediano peso molecular identificados como
RUBISCO por medio de anticuerpos desarrollados contra la holoenzima y
contra la subunidad grande, muy posiblemente constituyan asoclaciones
de subunidades grandes. Barraclough y Ellis (1980) encontraron que en

cloroplastos ailslados la subunidad grande es recobrada en forma de
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agregados de 7S o 29S no asociados a subunidad pequefia. Por otro lado
los pesos moleculares de los conglomerados no permite sugerir el numero
de subunidades que estdn asocladas. Reclentemente Ramty et al. (1991)
encontraron un puente disulfuro entre pares de subunidades grandes de
la RUBISCO 1localizado en el residuo cys 247, formando un puente
intersubunidad. Como Iinformacién relacionada a 1lo anterior es
interesante sefialar que en la cuantificacién de la proteina RUBISCO en
el segundo estadio (Fig. 22) los conglomerados de. alto y mediano peso
molecular varian aproximadamente en forma reciproca a como cambia la
cantidad de subunidad grande, mientras que las cantidades de subunidad

pequefia se mantienen mids o menos constantes.
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IX. CONCLUSIONES

A partir de lo observado en este trabajo y en el que se determiné
actividad y proteina RUBISCO (Martinez-Barajas, 1989) se deduce que
exlisten diferentes niveles de regulacién de la expresién de los genes
de la RUBISCO, que actian en los distintos momentos de desarrollo de
las hoJjas. Cuando la hoja inlicla su desarrollo es necesario que ocurra
sintesis de novo de la enzima por lo que la sintesis de los RNAs
mensa jeros de los dos genes es obligada. Es en este momento cuando la
regulacién a nivel transcripcional Jjuega un papel fundamental.
Posteriormente, cuando la enzima empieza a alcanzar cantidades
suficientes para el adecuado funcionamiento de la hoja, la disminucién
en la sintesis de proteinas indica que la regulacién a nivel
traduccional es la que prevalece.

Cuando la planta entra en la etapa reproductiva, sus hojas ya han
alcanzado su mayor expansién. En ellas la RUBISCO ya se ha sintetizado
y ha alcanzado niveles adecuados para el funcionamiento de 1la hoJja
madura. En estos momentos la necesidad de mayor actividad es sostenida
por incrementos en la actividad enzimatica, sin aumentos en el
contenido de proteina RUBISCO, de lo que se deduce que la regulacién
postraduccional es la predominante.

La existencla de niveles no-paralelos de RNAs mensajeros de las
dos subunidades de la RUBISCO en diferentes momentos de desarrollo de
la hoja, aunado a la sintesis coordinada de subunidades polipeptidicas
y ocurriendo a distintas velocidades, muestran que en esas etapas de
desarrolle existe una coordinacién gruesa a nivel transcripcional,

mientras que el control fino ocurre a nivel traduccional.
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